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Csillagfiirt alkaloidatartalmanak mennyiségi
mikromeghatarozasa reakeciéovégpont médszerrel

NEMETH GYORGY és SVAR JANOSNE

Gyulatanyai Kisérleti Gasdasdg, Nyirtelek

Egyes novények alkaloida-anyagesere (keletkezés, vandorlas, sth.) vizsga-
latanal elengedhetetleniil szitkséges a névényi egyedek egyes szerveiben, vagy
azok részeiben az alkaloidatartalom kvantitativ meghatirozasa. Ilyen példéaul az
alkaloidatartalmi névények nemesitése. Ezirdnydl munkankban tilnyomérésat
édesesillagfiirttel foglalkozunk.

Tekintettel az édescsillagtiirt kis (0,05—0,01 szarazanyag 9,) alkaloida-
tartalmara és arra, hogy kutatémunkénkban 100500 mg szarazanyagtartalmi
novényi részek kvantitativ alkaloidameghatarozasa valt szitkségessé, az eddigiek-
nél érzékenyebb mddszer utdn kutattunk. ‘

Az irodalombdl ismert meghatarozasok legtibbjénél nagy (5—10 g) a kiin-
dulds anyagsziikséglete [1, 2, 3, 4]. Még az altalunk ismert legérzékenyebb Gyenes-
féle p-toluolsulfosavas médszer [1] alsé hatdra is 0,5 mg alkaloida, mely céljainkra
még mindig sok volt.

Kidolgoztunk csillagfiirt-alkaloida meghatarozésra egy j médszert, amelyné!
0,02 mg alkaloida az alsé hatar.

Elvi meggondolasok

Bizonyos toménységli alkaloidaoldatok killonbsz8 kémszerrel, kilsnbozé ers-
ségu és a kémszerre jellemz6 csapadékot adnak. Ismert téménységii alkaloidaoldatot
lépesdzetesen felhigitunk és alkaloida-kémszerrel lecsapjuk. Attél fiiggden, hogy
milyen kémszert haszndlunk. korabban, vagy késébben jelentkezik areakcid vég-
pontja, vagyis a tdménységnek az a foka, amikor mar csapadékkeletkezést nem észle-
liink. Ha ugyanazon alkaloidaoldat egyazon kémszerrel mindig a higitas ugyanazon
fokan adja a reakcié-végpontot, ebbdl kvantitativ alkaloidavizsgilati modszert
dolgozhatunk ki, ismeretlen térménységd anyag ismert higitdsanak visszaszami-
tdsa Gtjan. Ha egyes cseppekben vizsgaljuk a reakeis végpontjat, akkor mikro-
moédszert kapunk, amellyel igen kismennyiségl alkaloida hatarozhaté meg mennyi-
ségileg.

Az ismert akaloidakémszerek koziil a K(BiJ,) (komplex kaliumbizmutjodid)
bizonyult legjobbnak. Lupaninnal képzett csapadéka jellegzetes és jél felismer-
hetd reakciét adott és érzékenyebb is a tébbieknél.

Kisérleteket végeztink a K (BiJ,) reakcié-végpontjanak megallapitisira
és arra az eredményre jutottunk, hogy cseppreakciéban a kémszer toménységétsl
fiiggben 0,002—0,003%,-0s alkaloidaoldat a hatarérték és a reakecié végpontja
torvényszerden, mindig azonos téménységnél kovetkezik be. Természetesen a
reakcioidének is mindig azonosnak kell lenni.

Az 1, tablazatban néhany modellvizsgélat eredményét kozoljiik. A meghata-
rozasokat 98 C° olvadasponti kristilyos lupaninbél késziilt kiilonbozé tomény-
ségii oldatok 0,5 ml-ébél végeztilk, a fentiekben leirt elvek alapjan.
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Miutan gyakorlati céljainknak a feng megadott eredmények megfeleltek,

ratértink a névényi anyagok vizegilatima, ’
Kisérleteket végestiink esillagfirt ("L, albus, L. pollyphylus) mag- és zold
mintdkkal, ezenkivil széjamag, lucerra &s fhifélék (nem alkaloidas’ nsvéryek)
z81d mintaival annak cldéntésére, hogy az

1. ibléral allcaloida kivonas folyamataban nem kvet-
Néhany modellvizsgalat eredménye kezik-e be olyan kémiai 4talakulis, amely
B & [ o esetleg zavar. A'vizsgélatok sordn a L. albus
Bemért lupanin | Taldlt lupanin . Elterés mimntik paralleljei egyez eredményt adtak,
: o == az alkaloidamentes névényeknél pedig csa-

% Padékot nem kaptuvk (2. tiblazat.)
Lupinus luteus vizsgalatanal a K
0,0416 0,0405 — 2,15 (BiJ,) nem bizonyult megfeleldvek, mert
0,0714 0,0720 + 0,83 az alkaloiddval keletkez csapadék fekete
g’gT?? | 8’8‘%33 - ;’20 szind  zavarosodissal oldédik és ez a
01240 0.1220 —1.61 vizsgalatot bizonytalanra teszi. It felte-
0.0758 0,0756 — 1,56 hetGen a nagyobb inulii-tartalom folytan
- . keletkezd hidrolizis-termékek reagéilnak a

bizmuttal,

Kisérleteket végeztiink siliko-wolframsav 109 -0s oldataval, 19 HC1
jelenlétében. Az igy kapott eredmények meghizhatéak voltak &s igy L. luteus
vizsgalatdra ezt a kémrszert ajanljuk.

2. tablazai

Alkaloida-meghatirozas nivényi anyaghél

(1) (2)
Mcghatirozds
Anyag

1, | 2. \ 3, ‘ 4.
L albus covvevsnvoeny i 0,043 0,043 0,044 0,045
€ & wewseewoseme e 0,038 0,039 0,039 0,039
€ A eevesavesE g 0,108 0,110 0,109 0,109
L. polyphyllus ........... 1,290 [ 1,292 1,300 1,295
SZ6Ja (B o o o o5 v o8 0 g 0 0 0 0
Lucerna (4) ............. 0 0 0 0
Fafélék(5) ...... P e 0 0 0 0

A mddszer részletes leirasa

Teljesen szaraz kémesSbe bemériink 100—500 mg légszaraz, 6rélt édes
csillagfiirt novényi részt. Ha keserd csillagFfiirttel végezzilk a meghatarozéast, elég
a fenti menryiség 1/, — Yyp-ed része. 159%.0s NaOH-dal atnedvesitjilk és 3
oraig allci hagyjuk. Ezalatt a NaOH a sejteket kell§ mértékben elroncsolja
és az alkaloiddkat vegyiiletcibdl szabadda teszi. 3 6ra leteltével hozzdadunk 15 ml
éter-kloroform 2:1 ardnyt keverékét (0,95 fs) és 90 percig réazzuk. 10 percnyi
iilepités utdn viztelenitett NaySO;-on keresztiil az éter-kloroform keveréket
razétolesérbe sziirjiik, majd az anyagot tiszta éterrel ijbol kétszer kirdzzuk és ezt
is az el6bbi razétélesérbe suirjitk.

A sziiredéket 10 ml 19-0s HC1 oldattal fél éran it rézzuk és a sosavas
oldatot féz&poharba folyatjuk., A sésavas kirdzast kétszer megismételjitk és az



AGROKEMIA ES TALAJTAN Tom. 4 (1955.) No. 1. 7 89

<

oldatokat egyesitjitk. 40--50 C°-on szdrazra péroljuk. A poharban 1évé alkaloida-
klorhidrathoz annyi ml 2%-0s HC1-t adurk, ahary g an yagot bemértiirk. Amennvi-
ben nagy alkaloidatartalmi névények 200 mg-ral kisebb részét vizegaljuk, akkor
a hozzévetGlegesen ismert alkaloidatartalom aranyaban megfelelGen tobb ml
HC1-t adunk a beparolt alkaloida-klorhidrathoz. Az igy kapott oldatbél 1 eseppet
K(BiJ,)-dal kémleliink és ezzel hozzévetélegesen tajékozédurk az anyag alkaloida-
tartalmarél. Enrvek ismeretében egy cseppet az alkaloidaoldatbdl éraiivegre
tessziink és mikrobiirettabdl addig cseppentiir k hozza 29%-0s HCl-oldatot, amig
a beléle kivett prébacsepp targylemezen K(BiJ;)-dal ecsapadékot mar nem ad.
(A cseppragysagrdl a késbbiekben szélurk részletesen.) Est a miiveletet réhény-
szor megismételjilk, amig biztos szdmot kapurk arra, hogy a K(BiJ,)-dal valé
reakeié végpontja hanyszoros higitasnal kivetkezik be. A higitas céljabél adott
cseppek eggyel novelt szdmat megszorozzuk a K(BiJ,) oldat elére megallapitott
faktoraval.

A K(BiJ,) oldat késsitése

80 g bizmut-szubnitratot 200 g toméry salétromsavban feloldurk, 272 ¢
KJ-bél tomény oldatot készitiirk és az el6z6 oldathoz lassan hozzdéntjik. Az igy
kapott oldat zavaros a kivalé bizmuttél. 200 ml t6mény KJ-oldatot készitiirk és
¢bbil addig adunk az el6bb készitett kémszerhez, amig teljesen tiszta, barra szint
oldatot rem kapunk. Az egészet desztillalt vizzel 1 Literre higitjuk. Néhany napig
sotét iivegben allni hagyjuk. *

A K(BiJ,) oldat faktordnak kLiszamitdsa

0,1%-0s lupaninoldatot készitiink. Az elézékben leirt médor, cseppenkint
addig higitjuk, amig K(BiJ,)-dal pelyhes csapadékot mar nem ad. Zavaro-
soddst nem vesziink tekintetbe. Az igy kapott allandé
o 011_
H41

ahol H jelenti az alkaloidaoldat higitasat, I pedig a K(BiJ,) oldat faktorat. Példa :

Ha 0,1%-0s lupaninoldathoz 30 cseppel 1%-0s sésavat adurk és azt K(Bi],)-
dal reagaljuk, még észleliirk pelyhes csapadékot. Azonban ha 31 cseppet adunk
hozza, pelyhes csapadék mar nem képzddik azonos reakciéidd mellett. Ekkor a
fenti képlet alapjan

0,1
Bl 1

F = — 0,003125

a K(BiJ,) faktor.
Ha egy ismeretlen oldatott vizsgilurk és azt talaljuk, hogy 30 csepprél
még van csapadék, 31-nél mar nem, akkor

(31 + 1) - 0,003125 = 0,19,

az oldat koncentracidja.

A faktor dgy allitjuk be, hogy az 0,003 kériil legyen, ennél nagyobb érték
a moédszer érzékenységének, kisebb érték pedig a pontossidganak rovasara megy.
A tomény K(BiJy) oldat érzékenységét szikség esetén KJ-oldat adagolasaval
csokkenthetjiik. Ajanlatos a faktort idSkozonkint ellengrizni.
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Megjegyzések a médszer gy akorlati keresztiilviteléhez

A mdédszer mikrojellegénél fogva igen pontos munkit igényel. Nagyon kell
tigyelni el§szor is a faktor legpontosabb b eillitasara, mert ez eléfeliétele a mgdszer
megbizhatésidganak. Lényeges, hogy mind a faktor beallitasakor, mind a vizsgalatok
elvégzésekor mindig azonos pipettaval, azonos szighen tartva vegyiik ki a préba-
cseppeket, hogy a cseppnagysiag azonos legyen. Az 4ltalunk hasznalt pipettak egy
cseppje 50 mg koriil volt. Esetleges pipettacsere esetén a faktort Gjra be kell
allitani.

A vilagitasi és egyéb kiils§ kériilmények mindig azonosak legyenek. Ernyé-
zitt, cca 40 Wattos alldlampéat a vizsgals személyt6l mindig azonos szigben és
tavolsigra kell beallitani oly médon, hogy a szemre ne legyen faraszié a vilagitas
és a vizsgalt csepp azonos megvilagitisat biztositsa.

Mar az elézékben emlitettiik, hogwy a reakeiéidd azonossaga esetén szamit-
hatunk csak pontos eredményre. Vizsgalatainknil a mintatél fiiggien 30—40
masodperces idével dolgozunk, mely alatt a targylemest gyengén razogatjuk,
hogy a keletkez8 csapadék konnyebben kiviljon.

A vizsgalat clvégzése kizben keriiljiik a dohanyzast, mert az is befolyésol-
hatja az eredményt (nikotin). A meghatarozisokhos megfeleld gyakorlat sziikséges.
Elénye, hogy semmilyen kéltséges berentdezést nem igényel és ltala egészen kis
ngvényi részek alkaloidatartalma meghatirozhate.

A médszer ij Gton, minfségi vizsgalat ttjan jut el mennyiségi eredménvhez.
Elve esetleg mas teriileten is felhasznalhats.

Osszefoglalas

Kidolgoztunk egy j mikrémdédszert csillagfiirt alkaloidatartaimanak meg-
hatarozasara. melynek alsé hatara 0,02 mg alkaloida, tehat 100—200 mg névényi
szdrazanyaghdl elvégezhets. Elve a kaliumbizmutjodiddal vagy siliko-wolfram-
savval felléps reakeié végpontjanak meghatarozasin alapszik. A nivényi mintabél
az alkaloiddkat éter-kloroformmal kivonjuk, majd sésavval kirdzzuk. Az fgv
kapott alkaloidaoldatot lépesézetesen higitjuk mindaddig, mig kaliumbizmut-
jodiddal, vagy silicowolframsavval csapadékot nem kapunk, A higitas fokabsl
kiszdmitjuk a minta alkaloidatartalmat. L. luteus vizsgalatara silikowolframsavat,
L. albus, L. poliphyllus mintaknal kaliumbizmutjodidot hasznalunk.

Erkesett :  1953. december 27. '
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HOJIMYECTBEHHOE MHMKPOOIPEINEJIEHWE COOEPYAHWA AJIKAJIOMIOB
B BUIAX JIIOMHMHA METOOOM KOHEYHOIO MYHKTA PEAKUWH

Hb. Hemer n 5. 1lsag
Huoararassincroe  Onwtaoe  Xo3siicrBo, Hbuprenex (Benrpus)
Peswme

Hns onpegeneHns cofiepyKaHisa alKanoHaoB B JIONHHAX HAMH paspaboTaH MHKPOMETOA,
HHSKHIH npenes Kotoporo — 0,02 Mr ajlKaloMIoB, T. €, aHAINH3 MOMKET ObiTh npousseged co 100 --
200 r cyxux BEUWECTs cAaaroro mondna. TIPHHOHIT MHKPOMETONA 3aKIIOUAETCs B OITpeNeIeHH I
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KOHCYHOT'0 [TyHKTA PCAKLHH, BHI3LIBACMOMH BIICMYTOBO-HOAMCTLIM KATIHEM HIM KPEMHEBOILGPAMOBOI]
KHCAOTOH B NOCTEMNEHHO PAa30aBIeHHOM DACTBOPE anKaIouaa.

Pacteop anxkanond M3BecTHOH KOHUEHTPAUHM KalsiMM  pasfasnsercst 19%-0f COJISHOR
KHCA0TOH 10 TEX N0p, NI0KA B3ATasA 13 HEr0 NPo0HAs KA HA ATKAJIOHHLIH PEareHT Ha TIPeaMeT-
HOM CTEKJIE Y)KEe He JIACT ONPEeICHHO XJIONBCBUAHEIA 0Cal0K. B omsrax Hamu HCUMCIEHO, TIPH
CKOIBLKOKPATHOM PA30ABICHHY HACTYNACT KOHCUHBIL IIYHKT PCAKIMH M KAKOM KOHUEHTDAINMH Ol
COOTBETCTBYCT. 3HAsT NMPEACT KUHUCHTPALMH DACTBOPA ANKAJIOHIA, NPH KOTOPOi yike O0Caika
HE TIOAYYAEM, Mbl MOKEM HCYHCHUITE NPOUCHTHOE COMCPIKAMIME ANIKATONAOB B HEUIBECTHDLIX Pac-
TBOPAX.

Pegyanratel OnbToB (TabiHua 1.) NPOBEACHHBLIX HA MOJRNBHBLIX PACTBOPAX, BHOOJHE Y-
BIIETBOPAIM HAMAM [PAKTIYECKIM LM H HA OCHOBAHHM OTOT'O $bUTH HCILITAHMS PACIPOCTpa-
HCHBI HA OMPEJETeNnHe COACPIHAHUS ANKATOHAOR B YACTAX pacTeHui. B Tafmie 2. npupeicHo
HCCKOILKO Pe3yJLTATOR.

M3 00pasiop JUOHHHA AJKATON/L H3BACKACTCSI M3BECTHBIM M3 JIMTEPATYPL! 3(OHPHO-XI0PU-
QUPMHBLIM B3DAITLIBAHMEM M HCMADYETCS AU cyXa. XIOPOIHAPAT AJKamOIIA INOCTENeHHO pasia-
BUSIETCS A0 TCX TI0P, OKA QIKAIOWIHLIM PEAreHTOM B NPOOHON Kamnme yyke He HaOmoOgaercs
00pagoBanie OcafKoB. M3 cremenin pasiiaBacHHs HCNCIACTCS OPHTHIIAIBHOE COLEPIKAHHE AllKa-
J0HA0B B HCIBLITYEMOM 00pasie.

Onsa ncenepoanust Lupinus albus u Lupinus  polophyllus  ynorpeGiasierest BrucmyTHO-
HOAMCTLIA Kanuil, a gna odpasuos Lupinus luteus KpemueBonbhpamosas KicaoTa.

TatGauuma 1.: Peaynstarsl HEKOTOPLIX HembTannii. (1) Hapecka monanmpa. (2)
Oobnapysxennstii  joranui. (3) OTKIOHCHHS.

Tadnuuma 2 : Oupejencune ANTKAT0HAOB H3 PACTHTENBHBIX Marepianos, (1) Henwr-
Tyemuiit marepuai. (2) PedyapTaTsl Napasieiasibix onpetencuuii. (3) Cos. (4) Jliouepua, (5) Gra-
mineae.

Quantitative Mikrobestimmung des Alkaloidengehaltes der Lupinusarten
vermittels der Reaktionsendpunktmethode

G. NEMETH und J. SVAR

Versuchsstation von Gyulatanya, Nvirtelek .(Ungarn)
Zusammenfassung

Zur Bestimmung des Alkaloidengehaltes der Lupinusarten wurde eine nene Mikromethede
ausgearbeitet, deren untere Messungsgrenze bei einer Alkaloidenmenge von 0,02 mg liegt und die
daher schon bei einer Trockensubstanzmenge der siissen Lupine von 100—200 mg durchfiihrbar
ist. Das Prinzip der Methode besteht in der Bestimmung des Endpunktes der Reaktion. die sich
bei einer stufenweise verdiinnten Alkaloidlésung durch Kaliumwismutjodid oder Silico-Wolfram-
siiure ergibt.

Eine Alkaloidlésung von bekannter Konzentration wird tropfenweise durch 19, Salzsdure
verdiinnt bis diese Lésung am Objekttriger mit dem Alkaloidreagenten schon keinen ausgepriigten
flockigen Niederschlag ergibt. Es wurde in Modellversuchen bestimmt, in welcher Verdiinnung
und bei welcher Konzentration der Endpunkt der Reaktion eintritt. Wenn die Verdiinnungsgrenze
der Alkaloidlésung, bei welcher dic Niederschlaghildung schon ausbleibt, bekannt ist, kann auch
der perzentuelle Alkaloidengehalt unbekannter Losungen bestimmt werden.

Aus den Ergebnissen der Modellversuche ging hervor, dass dic Methode in praktischer Hin-
sicht als geniigend zuverliissig betrachtet werden kann. Man konnte daher auf Grund des zahlreich
vorliegenden Versuchsmaterials die Untersuchungen auch auf die Bestimmung des Alkaloidengehal-
tes pflanzlicher Organe ausbreiten. Einige Ergebnisse sind in Tabelle 2. angefiihrt.

Die Alkaloiden werden aus den Lupinusarten nach der allzemein bekannten Aether —Chlo-
roform-Methode ausgeschiittelt und extrahiert. Der Auszug wird dann bis zum Trocknen eingeengt.
Das so erhaltenc Alkaloidchlorhydrat wird, wie oben erwiihnt, stufenweise verdiinnt bis bei Zufii-
gung der Reagenzien die Niederschlagbildung im Tropfen véllig unterbleibt. Aus dem Verdimnungs-
grad kann der urspriingliche Alkaloidengehalt der Proben berechnet werden.

Bei der Untersuchung von Lupinus albus und Lupinus poliphyllus wird Kaliumwismut-
jodid, bei Lupinus luteus jedoch Silico-Wolframsiiure angewendet.

Tabelle 1. Die Ergebnisse einiger Modellversuche. (1) Eingewogene Lupaninmenge. (2)
Gefundene Werte. (3) Differenz.

Tabelle 2. Alkaloidenbestimmungen im Pflanzenmaterial. (1) Versuchsmaterial. (2) Ergeb-
nisse der Paralleluntersuchungen. (3) Sojabohne. (4) Luzerne. (5) Griser.





