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OSSZEFOGLALAS

A novényi hatdéanyagok sokféle mérgezést okozhatnak gazdasagi és tarsallata-
inkban is. llyen esetben alapvets kérdés, hogy milyen anyagok hatasardl van
sz06. Az allatorvosi szempontbdl fontos anyagok gyors, egyszerl kimutatasa nagy
segitség lehet a szakemberek szamara. Jelen kozlemény szerz8i egyszerli mod-
szereket kivannak adni az allatorvos kezébe: hatféle hatbéanyagcsoport és egy
ion (nitrat) kimutatasa vagy éppen jelenlétének kizarasa érdekében. Munkajuk
soran egyszerl novényi kivonatokbdl indulnak ki, a cianglikozidok, a kumarinok, a
cseranyagok, a szivglikozidok, a szaponinok, az alkaloidok és a nitrationok kimu-
tatdsat irjak le. Pozitiv tesztek esetében szikség lehet a pontos mennyiségi
meghatarozasok elvégeztetésére is.

SUMMARY

The plant phytochemicals (mainly the secondary metabolites) can cause differ-
ent types of toxicosis in our livestock and companion animals. In such cases (or
in case of a suspicion) the chemical composition is very important. The rapid,
simple demonstration (or exclusion) of a group of bioactive molecules can basi-
cally help the veterinarian’s work. The present publication would like to give
a methodical guide for the veterinarians. Our publication summarises shortly
the affected active compounds and gives methodical descriptions, documented
with photos. The list of required chemicals and laboratory instruments is very
simple; the number of specific reagents is low. Our work is based on the simple
production of a plant extract (1 g plant/20 ml extractant) and demonstrates
the following metabolites: cyanogenic glycosides, coumarins, tannins, cardiac
glycosides, saponins, alkaloids and the nitrate ion. The HCN was liberated with
H,SO, from plants in a closed tube and a reddish colour was formed on a filter
paper strip. Coumarins produce a yellow colour under strongly alkaline condi-
tions; the tannins can react with FeCl, molecules forming a bluish-blackish pre-
cipitation. Demonstration of cardiac glycosides is possible by Keller-Kiliani test,
whereas a brown-brownish ring is formed at the interface of acetic acid-FeCl,
and of H,SO,. A stable foam layer, produced by shaking, can indicate the sapo-
nins. For the detection of alkaloids different reactions were used (including the
orange-yellow precipitation by Dragendorff reagent, the bluish-purple colour by
PDAB reagent and the brownish ring at the interface by Keller reaction). Nitrate
ions can produce a yellow colour with diphenylamine on filtrate paper, induced
by UV radiation.

The methods were tested by samples of some frequent plant species, contain-
ing the affected metabolites. The presented methodical list can be developed
according to possibilities and requirements of colleagues. We hope that the
present publication can be useful for the veterinarians.
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A novényi mérgezések (fitotoxikdzisok) vagy mas, a takarmanyokban [évé hat6-
anyagokravisszavezethetd allategészséglgyi problémak egyértelm( kimutatasa
nem konny( feladat. Ennek oka az is, hogy a takarmanyok osszetétele gyakran

nem, vagy csak részben ismert.

Ha a beltartalmi 0sszetétel mégis ismert, akkor

az az Un. klasszikus takarmanyvizsgélat adatait (nyersfehérje, -zsir, -hamu, ill.
energiatartalom, esetleg néhany asvanyi elem mennyisége) tartalmazza.

Jogos kérdés, nem lehetséges-

e, hogy a szakemberek egy adott eset kapcsan

a (novényi) takarmanymintakbdl, egyszerl, konnyen elvégezhetd tesztvizs-

galat-sorozattal erdsitsék meg

(vagy éppen zarjak ki) a széban forgd bioaktiv

molekula jelenlétét. Az adott vegyllet jelenlétekor célszer( ezek mennyiségét
szaklaboratériumban meghataroztatni.

Jelen cikk célja néhany fontos novényi hatéanyag (beleértve a nitrationt is)
rovid attekintése, egyben a kimutatasukra szolgald tesztreakciok ismertetése,
megvalésitasuk pontos leirdasa, a munka kapcsan készilt fotokkal illusztralva.

Aminosavakbdl szintetizdl6dd a-hidroxinitrilek glikozidjai (1. dbra), amelyek enzimati-
kus (vagy spontan) hidrolizise vezet a cianogenezishez, azaz HCN-molekulak felsza-
baduldsadhoz. Napjainkban tobb mint 60 ilyen vegyllet ismert, amelyek a névényvilag
130 csaladjanak, korulbelll 2600 fajaban fordulnak el (27). A harasztok (Pteridium,
Microgramma fajok), a nyitva- (Taxus, Cycas nemzetségek) és (f6ként) a zarvatermdk

térzsében mutathatjuk ki jelenlétiket. A kétszikliek valamennyi alosztalya-

ban vannak cianogén fajok, mig az egysziklek érintettsége kisebb: itt leg-

/O CN fontosabb a Poaceae (pazsitf(ifélék) csaladja, tobb kiemelkedd jelent8ségi
CUKOR s fajjal, nemzetséggel (pl. a cirokfajok).

”/// A cianogén noévények allati szervezetbe jutasat kovetben két lehetdség

R1 Rz van: heveny, gyors lefolyast mérgezés alakul ki, vagy a fogyasztdé kisebb

1. ABRA. A cidnglikozidok dltaldnos

cidnkoncentraciok hosszabb idejli hatasanak van kitéve. Az elsd: rovid idén
(1-2 6ra, de akar 15 percen) belll kialakuld mérgezés (,a hirtelen halal”
szindréma), amelynek tlnetei: nehézlégzés, reszketés, izomgdrcsok és

szerkezete koordinalatlansag. Az elpusztult dllatokban cianotikus nyalkahartyak, soté-
tebb izomzat, tUdéddéma és vérzések lathatok.
FIGURE 1. The general chemical structu- A hatéas sejttani lényege: a cianidion, a ferriionokhoz kapcsolédva gatolja

re of cyanogenic glycosides

a mitokondridlis végoxidazt (citokrom a3), igy az elektrontranszportot és az
O,-atvitelt.

Az idUlt mérgezések soran - a legtdbbszér meglévé méregtelenitési
kapacitas kimerulését kovetSen - a viszonylag kevés cianid okozhat karos hataso-
kat pl. lovak és szarvasmarhak esetében (a periféridlis idegrendszer mielinhivelyének
kdrosoddsa egyes idegi funkcidk kiesését jelenti). A kisebb cidn (cianid) mennyiség
emberre gyakorolt hatdsat egyébként tdbbféle human megbetegedés is mutatja (14).

A fenoloid jellegl kumarin szarmazékok (amelyek neviket az elséként megis-
mert ilyen ndvény helyi nevérdl: ,coumarou” kaptak /10/) a novényekben gliko-
zidokként fordulnak elé. Harminc csalad tobb szaz novényfajaban taladltak azota
anyagokat, legtobbjlk a kétszik( Fabaceae, Rutaceae, Apiaceae csaladokhoz, ill.
az egyszik( pazsitfivekhez (Poaceae) tartoznak. Leggyakoribb kumarin hordozé
névényeink a szagos mige (2. dbra, A), a fehér viragl somkéré (2. dbra, B), a sarga
virdgl somkord (2. dbra, C) és a szagos borjupazsit (2. dbra, D). Kémiai szempont-
bél a kumarinszarmazékok legfontosabbjai az egyszerl kumarinok (mint az esz-
kuletin, az umbelliferon) és a furanokumarinok. A kumarin (ill. a bel8le, bizonyos
feltételek kozott 1étrejovd dikumarol) legfontosabb biolégiai hatdsa a véralvadasi
folyamat géatldsa, azaz vérzések eléidézése. A dikumarol a K-vitamin antago-



2. ABRA. Kumarintartalmu
gyakori névényeink

A. Szagos muge B. Fehér viragu
somkérd; C. Sarga viragl somko-
ré; D. Szagos borjupazsit

FIGURE 2. Coumarin-containing
common plants

A. Sweet woodruff; B. Honey clo-
ver; C. Yellow sweet clover;

D. Sweet vernal grass

A dikumarol kompetitiv
méddon gdtolja az

aktiv K-vitamint
termeldé enzimet
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nistajaként mikodik, s okozza a véralvadas lassulasat, vagy akar teljes hianyat.
A penészes somkord szénajat fogyasztd szarvasmarhak halalos vérzéssel jard
mérgezést szenvedhetnek. A somkoérd szardarabjaiban tenyészd kozonséges
gombafajok (Aspergillus fumigatus, A. niger, Penicillium, Fusarium vagy Mucor
fajok) enzimreakcidkban alakitjak at a kumarint dikumarolla. A rosszul szaritott
széna tehat dikumarolt tartalmazhat (12).

A dikumarol gyorsan szivodik fel és fejti ki hatasat a K-vitamin aktiv formajat ter-
meld enzim kompetitiv gatldjaként. A dikumaroltartalmU széna fogyasztasa — kon-
centraciotdl fuggden - néhany héten belll fejtheti ki hatasat és a toxikus széna
tobb éven at megdrzi e tulajdonsagat. A kumarin mérgezés kapcsan nagy, bor alatti
véromlenyek keletkeznek, s ez a vérveszteség halalos is lehet.

TANNINOK

A tannin sz6 a nagy, polifenolokat tartalmazé molekulakat jel6li, amelyek hidroxil- és
karboxil-csoportjaik révén az allati eredetli makromolekuldkkal komplexeket képez-
nek. F& csoportjaik: a galluszsav-monomerekbdl allo, hidrolizalhatd tanninok, és a
flavon-monomereket tartalmazd, nagyobb molekulatomegl, kondenzalt tanninok



3. ABRA. A. A triterpenoid ti-
pusu szapogeninek; B. Szteroid
tipusu szapogeninek

FIGURE 3. A. Sapogenins of
triterpenoid type; B. Sapogenins
of steroid type
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(8). Kuldnodsen sok tannintartalmd ndévény van a Fabaceae, a Betulaceae, a Rosa-
ceade, még inkabb a bukkfafélék (Fagaceae) csaladjaban, ahol f6ként a levelek és a
magok (termések) tartalmazzak a vegylletet. Bioldgiai szerepik a ndvényevSkkel
szembenivédelem, de hatnak az allatfajok taplalékfelvételére is (csokkent az izletes-
ség, lassul az emésztés és felléphet taplalékelutasitds). A szarvasmarhanal szorulas,
barna szin( vizelet lehetnek az elsé jelek, késébb vesebantalmak, levertség és ben-
ddpangas mellett durvabb szdrzet, véres hasmenés és hasi érzéketlenség Iéphet fel.
EgygyomrU allatoknal gyomor-bélrendszeri tinetek sora jelentkezik: kélika, lassuld
perisztaltikus aktivitas, székrekedés. Sulyosabb esetben véres hasmenés, sargasag
fordulhat elé (17).

WILLIAM WITHERING skdét orvos 1795-ben szamolt be a gyUszlviragok szivmi{ko-
désre gyakorolt hatasairél. A Digitalis-fajok sziv- és érrendszerre kifejtett hatasa
erds, akar halalos is lehet. E glikozidok nem cukor részei (aglikonjuk) a diterpenoid
szarmazékok koézé sorolhatbak: a C ,-as kardenolidokként vagy a C,,-es bufodieno-
lidokként fordulnak eld. A szivglikozid-tartalmU ndvények gyakori példai a gylszi-
virdgok mellett a hunyor- (Helleborus), a hérics- (Adonis) fajok, a majusi gyongy-
virdg (Convallaria majalis), a farkasbogyd (Paris quadrifolia) vagy éppen a leander
(Nerium oleander). E vegyiletek a szivizom m{ikodését igen kis adagban serken-
tik, ill. stabilizaljak, a mérgez8 doézisok azonban (amelyek viszonylag kozel vannak a
gyogyaszatban alkalmazottakhoz) a szivm(ikodés ledllasat is okozhatjak. A leander
glikozidjanak mérgezése pl. néhany oran belll hasi fajdalmakat, gyengeséget, ben-
dBaténiat, hanyast, nyalzast idéz eld (9). A kezdeti bradikardiat gyenge, szabalytalan
pulzus koveti, késGbb tachikardia és kamrai ritmuszavar 1ép fel. Mindezek halallal
végzbédhetnek.

A vegylletek neve a latin sapo (szappan) sz6bdl szarmazik, ami egyben utal fell-
letaktiv, habképzd jellegikre. A szaponinok olyan glikozidok (6), amelyek aglikonja
(szapogenin) C, -as triterpén vagy ritkdbban C_ -es szteroid jellegl molekula (3. dbra).
Eldbbiek f6ként a kétszik(, utdbbiak inkdbb az egyszik(i névényekben fordulnak eld.
Triterpén karakter( szaponinokban gazdagok a pillangdsviragtak (Fabaceae), a szeg-
fifélék (Caryophyllaceae), mig az Agave-félék, vagy éppen a liliomfélék szteroid jel-
legl szaponinokat tartalmaznak. A szaponinok jorészt a gyokereikben halmozddnak
fel (mint a szappanfiiben), maskor azonban levelekben (lucerna és egyéb pillango-
sok), ill. termésben, magokban is jelen vannak. A molekulak szapogenin részikkel
beéplilnek a membranba, komplexeket (n. plakkokat képeznek a szterolokkal (2).
A membranszerkezet karosodik, és ez vezet azutan tovabbi bioldgiai kdvetkezmé-
nyekhez, mint pl. a vorosvérsejtek hemoliziséhez. A szaponinok hemolitikus hata-
san alapulé mérési mddszert koradbbi, hazai vizsgalataink is szdmszerUsitik (24, 26).

AD % g A
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A szaponin tartalmu takarméany (tdpanyag) fogyasztasat hasmenés, esetleg hanyas
koveti. SUlyosabb esetben étvagycsokkenés, nyalfolyas, felfGvodas, kblika és test-
hémérséklet-csokkenés kovetkezik be.

A szteroid tipusU szaponinok esetében oldhatatlan kalcium-vegyUleteik képz&d-
nek, fGként az epevezetékekben. E kristalyos jellegl anyagok felhalmozddasa az Un.
masodlagos fényérzékenység tineteihnez hasonld kovetkezmény(: az allatok lever-
tek, csokkent étvagylak, viszketések, esetleg sargasag |ép fel, a vizelet sotét, sar-
gas-barna lesz, a kevéssé pigmentalt bérfellletek kipirulnak, megduzzadnak, majd
berepedeznek és elhalnak (4).

A maésodlagos noévényi anyagcseretermékek legnagyobb, egyben talan legfonto-
sabb csoportjat képezd, legtdébbszor erbteljes bioldgiai hatdsd molekulak. Nevik a
sok képviseldjiket jellemzd bazikus tulajdonsagukbdl ered. Aminosav eredet(, egy
vagy tobb N-atomot - legtdbbszor heterociklusban - tartalmazo, soéképzé anyagok.
Napjainkban korUlbelll 14 000 novényi eredetl alkaloid ismert. Az allati eredet(
alkaloidok szama elég kevés, ilyen pl. a batrachotoxin, amely a Phyllobates béka-
nemzetség b8rében képzadik (1). Az algak, mohék csoportjaibdl alig ismerlnk ilyen
vegylletet. A harasztok torzsében a Lycopodium, az Equisetum-nemzetség és
néhany pafranyfaj tartalmaz alkaloidokat. A nyitvatermdk csoportjaban a tiszafa-
(Taxus) alkaloidok jelent8sek, mig a zarvatermdk tobb csaladdja tartalmaz igen sok-
féle alkaloidot: a kétszik( burgonyafélék (Solanaceae), a makfélék (Papaveraceae),
a pillangdsviraglak (Fabaceae) vagy éppen az egysziki kikericsfélék (Colhicaceae).

A nitrat a névények egyik igen fontos szervetlen nitrogénforrasa. A névényekbe
kerllve nitritté, majd ammoniava redukalddik. Egy adott pillanatban azonban egyes
névények jelentds mennyiségben tartalmazhatnak (halmozhatnak fel) nitratot, mint
pl. az Amaranthus, a Chenopodium, a Solanum fajok, vagy éppen a cirkok (15).

A kérédzé allatokban — a bendd mikrobai révén — a nitratbdl nitrit képzdadik, s ez
gyorsabb, mint a nitrit tovabbalakulasa ammoniava. A nitrit egy része felszivodik, s
a vér hemoglobinjaban a ferroionok ferriionokka oxidalédnak, azaz a hemoglobin-
b6l methemoglobin keletkezik. Ha a vér methemoglobin-szintje eléri a 30-40%-ot,
mar klinikai tinetek 1épnek fel, a 80%-0s methemoglobin-koncentracié mar hala-
los, az oxigénszallitas elégtelen volta miatt.

A kérddz8k esetén a sok nitrat felvételét kovetd 1-4 6ran belll tlinetek Iéphetnek
fel. Az oxigénhianyt a Iégszomj, gyengeség, mozgasképtelenség, szapora szivverés,
levertség, cianotikus nyalkahartyak, ajulas, gorcsok jellemzik. A halalos nitratmér-
gezéskor a vér csokoladé szinl, a szévetek barnas szinarnyalatUak.

Az egyes novényteszteket altaldaban a Novénytani Tanszék kordbban begydjtott,
szaritott névényanyagan, maskor frissen gyljtott vagy mélyh{tott novényeken
végeztuk (igy pl. a nitration vizsgalatakor). Legtdbbszor az egész ndvény porra 8rolt
mintdjat hasznaltuk fel, maskor csak egy-egy novényi rész (gyokér, szar, levél, mag
[termés/ esetleg virdg) képezte a vizsgalatok anyagat. Az anyarozs-alkaloidok ese-
tében az objektumok a gomba szkleréciumai voltak, amelyeket kordbban a Gyogy-
névénykutatd Intézettsl (Budakaldsz) szereztlnk be. A fent emlitett alapanyagok-
bél vizes és/vagy 70%-o0s etanolos kivonatot készitettiink (1 g anyag/20 ml kivond),
razégépen (2 6ra 175 rpm). A kivonatokat Blichner-tdlcsérrel sz(irtiik, néhanyszor
centrifugaval is (10 000 rpm, 10-15 perc) tisztitottuk. A tesztek sordn felhasznalt
vegyszerek Reanal Labor gyartmanytak és alt. mindséglek voltak (az ettdl eltérést
jelezzik).
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A kimutatasi reakcidkat a szakirodalom alapjan (tobb esetben azokat médositva)
végeztik el, amelyek részleteit nem itt, hanem az egyes anyagok kimutatasa kap-
csan, az eredmények részfejezeteiben kozoljuk.

A kimutatdsi modszer elve: a ndvényi cian-glikozidokbdl savas kdézegben felsza-
baditott HCN-molekuldk a Na-pikrattal voroses Na-izopurpuratot képeznek. A
kimutatasra szlr8papirtesztet dolgoztunk ki: Schleicher-Schill 2043 b tipusy kro-
matografias papirt meritettlnk pikrinsavas reagensbe (25 nyoman), majd a meg-
szaritott sz(répapirbdl 40 mm x 8 mm-es tesztcsikokat vagtunk ki. Tesztedényként
10 cm-es csoveket hasznaltunk, amelyek gumidugdjahoz rogzitettlk a tesztcsiko-
kat. A cianglikozid-tartalmu novényi részek 0,5-1,0 grammjat kis mozsarban vizzel,
kevés kvarchomokkal elddrzsoltlk, majd a tesztcsébe helyeztik, 0,5 ml 3 N HCl-at
adtunk hozza, azonnal zartuk a szlr8papirt a 1égtérbe tartd dugdval és a csoveket
40 °C-o0s termosztatba helyeztlk 15-20 perces inkubacids idére. A kalibralashoz a

KCN kUl6nb6z6 mennyiségeit alkalmaztuk.

e S e

4. ABRA. Cidnglikozidok kimutatdsa pikrinsavas papirteszttel

A: cianid-koncentraciésor (balrél jobbra: 0, 5, 10, 20, 100 ug KCN); B: balrél jobbra: a
lencsiranovények , a sargabarack- és az Gszibarackmagok tesztjei; C: a friss szarvaske-
rep kilonbozé szerveinek ciantartalmai, balrdl jobbra kontroll, a virag, a levelek, a szar
és termések; D: a pikrinsav és a Na-izopurpurat (jobbra) szine a papirbdl tértént vizes
kioldas utan

FIGURE 4. Detection of cyanogenic glycosides by paper tests (picric acid)

A: concentration series of cyanide (from left to right: 0, 5, 10, 20, 100 ug KCN); B: from
left to right: tests of flax seedlings, seeds of apricot, seeds of peach; C: cyanide cont-
ents in different organs of fresh bird’s-foot trefoil: from left to right control, flowers,
leaves, stems and fruits. D: colours of picric acid and of Na-isopurpurat (right) after
the release with water

A cianid pikrinsavas papirral torténd kimutatasa (4. dbra, A) szerint méar 5 ug KCN
is észlelhetd a keletkez8 Na-izopurpurat voroses szinezGdése révén. A legnagyobb
koncentracié (100 pg KCN) er8s vordses szint ad (4. dbra, A utolsé papircsik). A
névényi mintak kézul a 7 napos len (Linum usitatissimum) csirandvények (5 db)
elddrzsolt anyaga, az 8szibarack- és a sargabarackmagok (0.25 g mag 1 ml desz-
tillalt vizben elddrzsolve) tesztjei igen erds reakcidt adtak (4. dbra B részén balrdl
jobbra) jelezve a vizsgalt ndvények jelentds cidnglikozid tartalmat. A szarvaske-
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rep (Lotus corniculatus) mintait frakcionaltuk (virdg, levelek, szar és termések) és
mélyh(tében taroltuk a vizsgalatig. Az egyes novényi szervekbdl 0.3 g-nyi friss
tomeget dorzsoltink el és teszteltlink. A levelek tartalmazzak a legtébb ciant
(balrél a harmadik), ezt kdveti a virdgokban 1&évé cian szint (balrél a masodik), mig
a szarakban és a termésekben (balrél negyedik, 6tddik csik) nincs kimutathaté
mennyiség (4. dbra, C).

A papiron keletkezett szin alapjan értékelt tesztek mellett lehetéség van a
szinanyagnak 1-1 ml desztillalt vizzel vald kioldasara, majd az oldatok 6ssze-
hasonlitdsara (4. abra, D), vagy akar az oldatok szinének miiszeres mérésére
is.

A kumarinok kimutatasa a szakirodalom azon megaéllapitasan alapszik (20, 23),
hogy a kumarin tartalmu oldat (kivonat) er6sen ligos kdzegben sarga szinreak-
ciét ad. A reakcidkozeg 6sszetétele:

Kivonat X (0,1-1,0)
Deszt. viz 1-X
10%-0s NaOH 2,0

»Standard” anyagként eszkulin-oldatokat alkalmaztuk 250 pg és 1000 ug
bemérések kdzott. Az eszkulin 500 ug-ja jol észlelhetd, sarga szint adott. Teszt-
novényeink a fehérvirdgl (Melilotus albus) és a sargaviragl somkérd (Melilotus
officinalis) voltak, amelyekbdl a kordbban jelzett médon készitettlink kivonato-
kat, ill. 5x-0s higitasokat. A k6zdlt képeken (5. dbra B, C) a kivonatok erds sarga
szinét mutatjuk be, a kumarint nem tartalmazé reakciéelegy igen halvany szi-
nezédése a novénykivonat alapszine (5. dbra A). A kdzismert kumarin tartalmu
novények kivonatait (1 g/20 ml extrahaldé szer) 5x higitva is egyértelmien kimu-
tathatd a kumarin jelenléte.

5. ABRA. Kumarinok kimutatdsa ’ A | B (o]

A: a teszt alapszine; B: A fehérviragd som-
kord kivonatanak (0.5 ml) szinreakcidja; |
C: A sargaviragl somkérd 0.5 mi-es kivona-

tanak reakciéja ST )

FIGURE 5. Detection of coumarins !
A: Basic colour of the test; B: Extract (0.5 ml)
of white sweet clover; C: Extract (0.5 ml) of

yellow sweet clover

A tanninok kimutatasara hasznalt (leirt) reakcidk vizes és/vagy etanolos, esetleg
rovid ideig fézott vizes kivonatokbdl indulnak ki. A legtdbb médszerben 1-10%-
os FeCl,-oldattal reagaltatjak a tanninokat, amelyek kékes-feketés szin(i, opalos
kicsapédasokat okoznak (7, 16, 18). Mas maddszereknél a kimutatas alapjat az 1%-os
6lomacetéattal képzett, sargas csapadék adja (16). Standard anyagként csersavké-
szitmény (Reanal) vagy galluszsav-oldat hasznalhatd. Mddszerlinkben forraldsos
kivonas (3 perc) tortént, majd a szlrt kivonatbdl az aladbbi reakcié elegyet allitottuk
Ossze:
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Kivonat x (0,1-1,0)
Deszt. viz 3-x
FeCl, (1%-0S) 1 csepp (kb. 0,03 ml)

Kimutatasi hatar: 100 ug csersav jelenlétét mar egyértelmien észlelni lehet
(6. dbra, B), a 200 pug csersav pedig mar igen jellegzetes, kékes szin( oldatot
adott (6. dbra, C). Az 6lom-acetatos reakcid csak kb. 200 pg-nal okoz gyenge
opalizaciot.

Az alkalmazott tesztndvények: a cserszomorce (Cotinus coggygria), a cser-
tolgy (Quercus cerris) hajtasai, termései, valamint a nagy cseranyagtartalmi
tea (Camellina sinensis) leveleinek forrazata. A cserszomdorcehajtas kivona-
tanak 0,02 ml-e mar jelentés szint eredményezett (6. dbra, D). A csertdlgy
hajtdsaban (6. abra, E) Iényegesen kisebb a tannin mennyisége, hiszen a kivo-
nat 0,2 ml-e csak kevéssé mulja felll a cserszoémorce kivonat 0,02 ml-ének
szinét! A csertolgy termésének kivonatanal a szin mar észlelhetd, de halvany
(6. abra, F). A tealevél kivonatanak 0,1 ml-e jél észlelhetd, kb. 150 pg-nyi tan-
nint jelez (6. dbra, G). ,Negativ” standardként hasonld tesztelést végeztink a
burok (Conium maculatum) és a csattand maszlag (Datura stramonium) nové-
nyekkel, ezeknél az oldat halvany alapszine nem valtozott.

A B C D E F G

|

R |

6. ABRA. A tanninok kimutatdsa
A: A teszt alapszine; B: 100 ug csersav; C: 200 ug csersav; D: cserszomorcehajtas kivonata, 0,02 ml; E: csertdlgyhajtas
kivonata, 0,2 ml; F: csertdlgytermés kivonata, 0,3 ml; G: zoldteakivonat, 0,1 ml

FIGURE 6. Detection of tannins
A: Colour of control B: 100 pg tannic acid; C: 200 ug tannic acid; D: shoot extract of Cotinus coggygria 0.02 ml; E: shoot
extract of turkey oak, 0.2 ml; F: fruit extract of turkey oak, 0.3 ml; G: extract of green tea, 0.1 ml

A Digitalis és mas novényi szivglikozidok kimutatasara a Keller-Kiliani-tesztet
alkalmaztuk (16). A kivonatot olyan jégecettel reagaltatjuk, amely kevés 2%-os
FeCl,-ot tartalmaz (10 ml jégecet + 0,1 ml 2%-o0s FeCIB), ehhez dvatosan, ferdén
tartott kémcsdben hideg, koncentralt kénsavat adunk. Pozitiv reakcid esetén az
alul 1évs kénsavréteg és a folotte elhelyezkedd jégecetes kivonat hatarfellletén
barna (barnds), esetleg feketés gyUrU alakul ki. A kialakulé gy(r{ egy ideig meg-
marad.
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A reakcidelegy Osszetétele:

kivonat x (0.1-1.0)
deszt. viz 1-X
FeCl,-os jégecet 1,0
cc. H,S0, 1,0

Atesztelt novények: piros gylszivirag (Digitalis purpurea: levél), majusi gyongy-
virdg (Convallaria majalis: levél) &rleményei. A piros gylisz(virdg kivonatanak mar
0,1 ml-e is jol észlelhetd gylirlit hozott Iétre (7 dbra, A). A kivonat 0,25 mi-e, ill.
0,5 ml-e Iényegesen er8sebb gylirliket eredményezett (7 dbra, B és C), s itt a
gylrd feletti oldatrész szine is erésodik. A jél 1athatd, élesebb, gylrlk kialaku-
lasahoz igen fontos, hogy a tdmény kénsavat lassan, 6évatosan, a ferdén tartott
kémcsbbe adagoljuk, azaz rétegezzik a csében 1év6 oldat ala. A gyéngyvirag
(Convallaria majalis) levelének kivonatai gyengébb szinl (rdadasul kicsit mas
arnyalatl) gy(r(it eredményeztek: a képen a 0,5 ml; a 0,75 ml és az 1 ml kivo-
nattal észlelhetd gylrlit mutatjuk be (7 dbra D, E, F). A szivglikozidok kimuta-
tasara korabban inkdbb a 3,5-dinitrobenzoesav tartalmU reagenst hasznéaltak a
Kedde-féle reakciéban (13), amelyhez nincs szikség tomény kénsavra. Az Ujabb

munkak (11, 16, 21, 28) a Keller-Kiliani-reakciét részesitik elényben.

D E F

=S

7. ABRA. Szivglikozidok kimutatdsa

A: Piros gy(lszUvirag levélkivonata 0,1 ml; B: Piros gy(sz{virag levélkivonata 0,25 ml;
C: Piros gyUsz(virag levélkivonata 0,50 ml; D: Gyéngyvirag levélkivonata 0,50 ml;

E: Gyongyvirag levélkivonata 0,75 ml; F: Gyongyvirag levélkivonata 1,0 ml

FIGURE 7. Detection of cardiac glycosides

A: Leaf extract of purple foxglove 0.1 ml; B: Leaf extract of purple foxglove 0.25 ml;
C: Leaf extract of purple foxglove 0,50 ml; D: Leaf extract of lily of the valley 0,50 ml;
E: Leaf extract of lily of the valley 0,75 ml; F: Leaf extract of lily of the valley 1,0 ml

A szaponinok kimutatatasara legtobbszor felhasznalt tulajdonsaguk feltliné habzasi
képességlk, ezért a szaponin tartalmd novényi kivonatot azonos korilmények kozott
razzuk (rédzatjuk), majd megallapitjuk, kialakult-e tartésan megmaradd habréteg.
A standard szaponin-oldatot a Quillaja saponaria faj kérgébdl izolalt szaponinbdl
(Sigma) készitettlk, 0,00035 és 0,5%-o0k k6zotti higitasokkal). Minden esetben 4-4
ml oldatot raztunk kémcsdében kézzel, 60 méasodpercig. A razas végezhetd mas-
képp is, pl. laboratériumi vortexen. Azonosan raztuk az alabbi novények kivonatait:
konkoly (Agrostemma githago) magok; lucerna (Medicago sativa) magok és széna.
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Megallapithattuk, hogy mér a legkisebb szaponinkoncentrécié is (0,00035%)
egyértelm( habképz8dést eredményezett (8. dbra, A), a 0,007%-0s koncent-
racié habképzd sajatsdga mar igen jellegzetes (8. dbra, B). A lucernaszéna
kivonatanak 2 ml-e ldtvanyos habképz8dést mutat (8. dbra, D). A lucernama-
gok szaponin tartalma (8. dbra, E) jécskan elmarad a hajtds szaponin szint-
jétél. A konkoly (Agrostemma githago) magjanak kivonata lényegesen gaz-
dagabb szaponinban, hiszen az azonos mdédon készilt kivonat 0,1 ml-ének
habzdképessége (8. dbra, F) majdnem eléri a lucerna mag 2,0 ml-ének hata-
sat (8. dbra, E).

8. ABRA. Szaponinok kimutatdsa habzdsi teszttel
A: 0,00035 % standard szaponin; B: 0,007% standard szaponin; C: 0,035% standard szaponin; D: Lucernaszéna kivonata 2,0

ml; E: Lucernamag kivonata 2,0 ml; F: Konkolymagkivonat 0,1 ml

FIGURE 8. Detection of saponins by foaming tests
A: 0.00035 % of saponin standard; B: 0.007% saponin standard; C: 0.035% saponin standard; D: Extract of alfalfa hay, 2.0
ml; E: Extract of alfalfa seeds, 2.0 ml; F: Extract of corn-cockle seeds, 0.1 ml

Az alkaloidok kimuta-
tasdra az altalanosan
haszndlt Dragen-
dorff-reagens, a PDAB-
és a Keller-reakcié
alkalmazhaté

764

ALKALOIDOK
Az alkaloidok kimutatasara az altalanosan hasznalt Dragendorff-reagenst, ill.
az anyarozs-alkaloidoknal a p-dimetilaminobenzaldehid-es (PDAB) reakcié-
kat, ill. a Keller-reakcioét is alkalmaztuk (3, 18, 19, 22). Megjegyzendd, hogy az
alkaloidok nagy szama és sokrétlisége miatt minden alkaloidtipusra egyfor-
man érzékeny reakcié nem létezik.

A Dragendorff-reagens készitése:

»A” oldat: 0.5 g Bi(NO,), x 5 H,0 oldandé 20 ml 20%-0s ecetsavban.

»B" oldat: 40%-o0s KI.

Dragendorff-reagens: 20 ml ,A” oldat + 5 ml ,B” oldat + 70 ml deszt. viz.
A reakcidelegy Osszetétele:

Anyag | Mennyiség (ml)
kivonat 0,5
1%-0s sdésav 1,0
Dragendorff-reagens 5 csepp
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A PDAB-reagens készitése:
125 mg PDAB oldand6 100 ml 65 %-os kénsavban + 0.05 ml 5%-os FeCl..
A reakcidelegy Osszetétele:

kivonat 0,5

PDAB-reagens 1,5

A Keller-reakcid reagense:
50 ml jégecet+ 0.05 ml 5%-o0s FeCl,. A reakcidelegy Osszetétele:

jégecetes reagens 1,0
kivonat X (0,1-1,0)
1%-o0s HCI 1-X
cc. H,S0, 1,0

Alkaloid tartalmi novényekként a csattand maszlag (Datura stramonium), az &szi
kikerics (Colchicum autumnale) magjait, a burdk (Conium maculatum) terméseit,
valamint az anyarozs (Claviceps purpurea) szkleréciumait teszteltlk. Standardokként
a spartein szulfat (Sigma), a boldin (Sigma), valamint az ergokrisztin oldatai szolgal-
tak. A kivondszerként kiprobalt 1%-os HCl hatékonyabb volt, mint a desztillalt viz.

a. Dragendorff-reakcié. A spartein szulfat 75 pg-ja mar egyértelmd, sarga-na-
rancssarga reakcioét adott a Dragendorff-reagens 5 cseppjével (9. dbra, A), mig a
150 pg alkaloid esetén a szin mar erlsebb, s a csapadékképzddés is egyértelmd
(9. ébra, B). A boldin alkaloid 300 pg-ja mar egyértelmien kimutathaté, sarga-na-
rancssarga kicsapédast okoz (9. dbra, C). A tesztndvények reakcidit illetéen: a csat-
tan6é maszlag (Datura stramonium) hajtdsanak és a burdk (Conium maculatum)
magjanak, valamint az 8szi kikerics (Colchicum autumnale) mag kivonatainak 1—1
ml-jei mar érzékelhet8en reagalnak a reagenssel (9. dbra, D, E, F). Az anyarozs kivo-
nat 1 ml-e pozitiv reakciét adott (9. dbra, G).
|
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9. ABRA. Alkaloidok kimutatdsa Draggendorff-reagenssel

A: 75 ug spartein; B: 150 ug spartein; C: 300 pg boldin; D: Csattanémaszlag-magok kivo-
nata 1,0 ml; E: Buréktermések kivonata 1,0 ml; F: Oszikikerics-magok kivonata 1,0 ml;

G: Az anyarozs-szkleréciumok kivonata, 1,0 ml

FIGURE 9. Detection of alkaloids by Draggendorff reagent

A: 75 ug spartein; B: 150 ug spartein; C: 300 ug boldin; D: Extract of Jimson weed seeds
1.0 ml; E: Extract of hemlock fruits 1.0 ml; F: Extract of autumn crocus seeds, 1.0 ml;
G: Extract of ergot bodies, 1.0 ml
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b. Az anyarozs esetében — fontossagara tekintettel - alkalmaztuk a p-dime-
tilaminobenzaldehid reagensét is (10. dbra, B), amelynél 0.5 ml-nyi szkleréci-
umkivonat nyoman sotétkék-sotétlila szin észlelhetd, hasonlitva az ergokrisztin
szinéhez (10. dbra, A).

c. Bemutatjuk a Keller-reakciét anyarozs kivonat esetében alkalmazva (11.
dbra). Az abra bal oldaldn a kénsav 6vatos rétegezésével kialakuldé gy(rl 14thaté
(11. ébra, A), de eljarhatunk Ggy is, hogy a reakciécsdvet dsszerdzzuk, ami egy
sotét kékes-lilds szint eredményez (11. dbra, B).

10. ABRA. Alkaloidok kimutatdsa PDAB-
reagenssel
A: Ergokrisztin; B: Anyarozskivonat, 1,0 ml

FIGURE 10. Detection of alkaloids by
PDAB reagent

A: Ergocristion; B: Extract of ergot bodi-
es, 1.0 ml

11. ABRA. Alkaloidok kimutatdsa Keller-
reagenssel

A. ,Gylr(is” reakci6 jelzi az anyarozs-alka-
loidokat. B. Ugyanez 6sszerazast kovetden

FIGURE 11. Detection of alkaloids by
Keller’s reaction
A. Detection of ergot alkaloids by »ring”

reaction. B. Same tube after shaking

A névények NO,-tartalmanak kimutatasat CoLDWELL és MCLEAN (5) receptlraja
alapjan végeztik. A mdodszer lényege: 95%-0s etanolban 1%-nyi difenilamint
oldottunk, majd Schleicher-Schull 2043b jel( kromatografids papirt meritet-
tlnk az oldatba. A megszaritott papiron 1 cm?-es kdroket jeldltink ki, ahova a
novénykivonatok, ill. a standard KNO,-oldat adott mennyiségeit (0,02-0,04 ml)
cseppentettik fel, mindig beszaritva az egyes részleteket. Az elkészllt szaraz
papircsikot UV-csd alatt sugaroztuk be 10 percig az egyik, 10 percig pedig a
masik oldalrdl. A nitrat a papirban 1évd difenilaminnal sarga szinl szarmazékot
képez. A sarga foltok UV-fény alatt, de normal fény mellett is jol latszanak, azaz
alkalmasak a nitrationok kvalitativ (vagy akar szemikvantitativ) kimutatasara.
Az ,UV-kezelés” barmely fert8tlenitésre hasznalt UV-csdvel is megoldhatd, ami
egy allatorvosi rendelében valdszinlleg rendelkezésre all. Tapasztalatunk sze-
rint mar 6 ug KNO, is kimutathaté, a 60 ug mennyiség pedig erds reakcidt ad.
A nitrat felhalmozd, ill. nitrogénkedvelS novények kozul a sz8rés diszndparéj
(Amaranthus retroflexus), a pokolvar libatop (Chenopodium hybridum) és a csat-
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tand maszlag (Datura stramonium) kivonatait vizsgaltuk. Valamennyi kivonat
jol érzékelhetd nitrat tartalmat mutatott, legtébb nitratot a sz6rés diszndparéj
tartalmazta.

Az allatorvosi gyakorlatban lehetséges novényi mérgezések biztos megha-
tdrozdsaban igen fontos az adott tineteket kivalté takarmanyban (novény-
ben) jelen 1év8 novényi hatdéanyag (ok) kimutatasa. A széban forgd novényi
anyagcseretermékek (beleértve a nitrationt is) egyszer( teszt mddszerekkel
torténd kimutatasa (vagy éppen bizonyos feltételezett anyagok jelenlétének
a kizarasa) komoly és gyors segitséget adhat. A dolgozatban hatféle névényi
anyagcseretermék-csoport és a nitration tesztmaddszerekkel valdé kimutatasi
lehetéségeit mutatjuk be, amelyeket koradbbi tapasztalatok és a szakirodalom
alapjan probaltunk ki.

A cianglikozidok gyors kimutatasat a pikrinsavas szUr8papir teszt alapjan
javasoljuk, mert a novényekbdl egyszerlien felszabaditott HCN révén kelet-
kez8 Na-isopurpurat szine jol érzékelhetd, s a reakcié mar 5-10 ug KCN esetén
is egyértelmd. A teszt eredményeibdl - pontos kalibralast kévetéen - kvanti-
tativ kovetkeztetést is levonhatd (4. abra).

A kumarin (és kumarinszarmazékok) kimutatasara alkalmazott ligos reak-
ci6 soran sarga szin keletkezik. A vizsgalt kumarin hordozé novények (szagos
muge, somkérd fajok) kivonatai 5x higitdsban is adtak a reakciot (5. abra).

A tanninok kimutatasara a FeCl,-os reakci6 sokkal érzékenyebb és egyértel-
mibb (kimutatasi hatar 100 ug csersav), mint az 6lom acetat kicsapddasa. A
cserszomorce kivonatanak mar 0,02 ml-e erésen reagalt, a csertdlgy hajta-
sanal és termésénél nagyobb bemérés igazolta a cseranyagok jelenlétét (6.
abra).

A szivglikozidok tesztnovényei kozil a piros gylszlvirag és a majusi gyongy-
virdg leveleit teszteltik. Az alkalmazott Keller-Kiliani-reakciéval (bar kivite-
lezése fokozott figyelmet és dvatossagot igényel) a szivglikozidok jelenléte
mindkét ndvényben jol kimutathatd (7. 4bra).

A szaponinok tesztelési lehetdségei kozul a legegyszer(ibb habzasi proba-
kat hasznaltuk fel és mutatjuk be. A kivonatok szigorGan azonos koérilmények
k6zott elvégzett razasa nyoman kialakuld, elég stabil habréteg jellege, vas-
tagsdga koncentracié-figgb. A standard szaponin-oldat mar 0,00035%-nal
habot képzett. A lucerna hajtas vagy éppen a lucernamagok kivonata egyér-
telmien jelezte a szaponinok jelenlétét (8. abra).

Az alkaloidok szerkezete (védza) igen sokféle lehet, minden alkaloid jelzésére
egyarant alkalmas reagens nem létezik. A munkank soran kiprébalt klasszikus
Dragendorff-reagens hasznalatakor szines precipitatum jelzi az alkaloidokat
(9. abra). A vizsgalt ndévények alkaloid spektruma kilonbozd, hiszen a csat-
tand maszlag tropan vazui, a burdk piperidin alkaloidokat, a kikerics pedig a
kolchicint tartalmazza. Vizsgaltuk az anyarozs (Claviceps purpurea) kivonatat
is, s Ggy latszik, hogy a klavin alkaloidok és az ergopeptinek is kimutathatdak
a Dragendorff-reagenssel. Az anyarozs jelentdségére tekintettel mas tesz-
teket is bevontunk az értékelésbe, igy a p-dimetilaminobenzaldehid vagy a
Keller-reakcié egy valtozata (10-11. abrak) is jél alkalmazhatd.

A nitrédtionok kimutatasa, figyelemmel a nitrat (nitrit) mérgezés allatorvosi,
toxikoldgiai jelentéségére, fontos kérdés lehet. A teszt alapjat a nitrationok
difenilaminnal, UV-sugarzasra adott szinreakcidja jelenti. Ezt a reakcidt szl-
répapiron alkalmaztuk, megallapitva, hogy az UV-fényre mar néhany ug nitrat-
ion is reagéal. A vizsgalt ndvények kozul a diszndéparéj (Amaranthus retroflexus)
kivonata adta a leger8sebb reakcidt.
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