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A kapszicidin a paprika novénynek (Capsicum annuum L.) 1963-ban izolalt
alkotorésze, harom szteroid-szaponin keverékébdl allo fitoncid, amely a termés
érett magjainak aleuronszemcséiben és a novény gyokerében fordul el6. E szer-
vekbdl nyert vizes kivonatok meghatarozott kérilmények kdzott antibiotikus
hatastak [1, 2, 3, 4, 5, 6],

A hatoanyai kimutatasa és félkvantitativ meghatarozasa a névényi anyag-
ban a szaponinok valamelyik jellegzetes sajatsagan, a feluletaktivitason, vagy a
hemolizalo hatason alapulhat. Mindketté nagymeértékben fligg a pH-tdl és a kisé-
réanyagoktol, utobbi a felhasznalt vér mindségétdl és tarolasi idejétdl is és igy
v,ilégf%]erte felmeriilt az igény 0j, egyszer(ibb vizsgalati médszerek bevezete-
sére [7].

Mar a régebbi irodalom is beszamol a szaponinok éleszt6gatld hatasarol [8].
Ezt a hatdst az agardiffuzié korilményei kozott kiprébaltuk és kiléndsen a
Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus T2 teszttorzs alkalmazasa mellett
jOl észlelhet6 gatlasi zonakat kaptunk [4, 9].

Kisérleti tapasztalataink szerint az elesztGgatlé antibiotikus hatas észlelése
és_intenzitasanak mérése agardiffizio Utjan lényegesen egyszer(ibb vizsgalati
eljaras, mint a hemolizispréba. Nagy elénye, hogy a pH-tdl €s a kisér6anyagoktol
nagymértékben fiiggetlen, a teszttorzs konnyen beszerezhet6 és idénkenti &tol-
tassal évekig eltarthatd. Csak félsterilitast igényel és ezért kémiai laboratériumok-
ban is hasznalhatd. JAl beilleszthet6 a munkanapba is: délutan beallitva masnap
reggelre mar tajékoztatod értékeket szolgaltat.

Vizsgalati eredményeink alapjan a kapszicidin kimutatasara és félkvantita-
tiv meghatarozasara az agardifflzi6 médszerét alkalmaztuk, teszttérzsil pedig a
S. cerevisiae var. ellipsoideus T2 éleszt6torzset valasztottuk. Husléalapd stan-
dard tapagarlemezeket oltottunk be feliletileg a tesztmikrébaval (pH 7,2),
28 C°-on inkubaltunk és a gatlasi zonak atmérdjet 24 ora utan olvastuk le.

A kapszicidin hemolizal6 hatasanak vizs?élatéval parhuzamosan végzett
agardiffizi6s kisérleteink soran a hemolizal¢ és fitoncid hatas kozott egyezés volt
megfigyelhetd: Minden hemolizal6 hatésu kapszicidinkivonat éleszt6gatld hatés-
sal is rendelkezett, inaktiv nyersanyag ﬁedig mindkét prébanal hatastalannak
bizonyult. igy az agardiffiziés proba a hemolizispréba helyettesitésére szolgalha-
tod. —Mas szaponinokkal ilyen parhuzamos vizsgalatokat nem végeztiink, agy-
hogy azokndl a helyettesithetség kérdése kilon tanulményozésra szorul.

A Kkapszicidin kimutatasa

1 Hem_olizis&réba koleszterines inaktivalassal egybekotve. (Hagyomanyos maéd-
szer szaponinok kimutatasara.)

> 219



A hemolizisprébat a biztonsagos kimutatas érdekében specifikus szaponin-
reakcioval kell kiegésziteni, minthogy a névényi anyagokban a szaponinokon Ki-
vl més hemolizalo hatésu vegviletek is el6fordulhatnak: A hemolizalé hatést a
szaponinnak koleszterinnel val6 reagaltatasaval megsziintetik, majd a képz6dott
inaktiv komplexvegyiilet — pl. xilolos — elbontasaval a biolégiai hatast Gjra
visszaallitjak. (A komplex forr6 xilolban azért bonthatd, mert ennek forraspontja
elég magas ahhoz, hogy héokozta disszociacié kovetkezzék be.)

A leirt eljarasnak egyszeri kivitelezési modja
a kovetkez6 (10):.

Sz(irGpapircsikon ,,koleszterincsapdat”  léte-
sitiink, vagvis a csikot egy keresztben huzott
vonal mentén 1%-os alkoholos koleszterinoldat-
tal itatjuk at. Az oldoszer elparolgasa utan az
impregnalt csik egyik végét a szaponintartalm(
vizes kivonatba meritjik es az oldatot az impreg-
nalt vonalon talra szivatjuk fel (1. &bra)

Ezutan a nedves papiroscsikot folyovizben ala-
posan kimossuk, az impregnalt reszt kivagjuk,
megszaritjuk, eg%/ darabjat vérzselatinra helyezve
megallapltjuk ogy nem hemolizat; ecf;y masik
darabjat nehany ml xilollal par percig forraljuk,
. lehdilés utan a xilolt leontjiik, majd a papirszelet-
Koleszterin két éterrel jol kimossuk. Az éter elparolgasa utan
csapda a papir vérzselatinra helyezésével megallapithato,
hogy a biolégiai aktivitds, a hemolizalo hatas

helyreallt.

2. Agardiffuziés préba
a) koleszterines inaktivalassal egybekotve

Az 1 alatt leirt mddszer minden tovabbi nél-
kiil alkalmazhat6 agardiffizios valtozatban is oly
modon, hogy az elbkezelt szlirGpapirdarabokat
vérzselatin helyett az éleszt6tdrzzsel oltott tap-
agarra helyezzilk és az antibiotikus hatas alaku-
lasat kisérjik figyelemmel.

Tapasztalatunk szerint a kapszicidinnal a koleszterines inaktivalassal egybe-
kotott probak (hemolizis és agardiffizié egyarant) nem minden esetben sikerul-
nek, hanem csupan akkor, ha az aktiv anyag oldott allapothan van jelen a vizes
kivonatban. Az érett paprlkamagvak vizes Kivonataiban, a tejszerd aleuron-
szuszpenziokban azonban a kapszicidin nagyrésze az aleuronszemcsékbe zarva,
oldhatatlan allapotban fordul el6, nem képes a koleszterinhez koét6dni, a vizes
kimosasnal lemosddik a papirrél és igy a préba cs6dét mond.

Ujabban eglg/szeru modositassal mégis sikeriilt a paprikamag-kivonatban fog-
lalt hatoanyag omplexalkotasat a koleszterinnel megval6sitani: Koleszterinnel
impregnalt szlr6papirkorongokra (atmer6jik pl. 9 mm) mikropipettaval, vagy
kapillarissal ravisszlk a vizsgalandd kivonatot, majd —még nedvesen —rahe-
lyezzik az oltott tapagarlemezre. A kapszmldm -az aleuronszemcsek hartyajan
at lassan kidiffundal, reagal a koleszterinnel, s igy létrejon az inaktiv, gatlasi
zénat nem ado komplex 1

I. 4bra
(koleszterin-csapda)
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b) Hbkezeléses inaktivalasi proba

A kapszicidin kimutatasara felhasznalhato stabilizaciés folyamata is, vagyis
a hatéanyag érzékenységének sajatsagos valtozasa az allasidd fliggvényében: A
paprikabol hideg vizzel késziilt kivonatok azonnali h6kezelés (vagy pH valtozas)
esetében inaktivalédnak, majd az érzékenység a kiilsé' behatasokkal szemben
fokozatosan csokken és 1—2 dras &llas utdn a hidegvizes kivonat ugyanazon
behatasokra mar nem inaktivalodik, hanem aktiv marad (4).

2. &bra
A kapszicidin kimutatésa (ad 2b)
Kozépen: Paprikamag6érlemény,
kezeletlen.
AJ Sz(ir6papirkorong és magérlemény
poétlasi zéna nélkil: Hidegvizes kivonat
szliriete és szlirési maradéka azonnali
hékezelés utéan.
B) Szirdpapirkorong és magérlemény
gatlasi zdénaval: Hidegvizes kivonat
szliriete és szlirési maradéka 2 orai
allas utan hdkezelve.

Standardagar husléalapon, pH 7,2

. Teszttorzs: r
S cerevisiae var. ellipsoideus T2

A proba kivitelezése: El6kiserletek %)I. oltott tapagarlemezre val6 egyszer(
rahelyezés és inkubalas) soran aktivnak bizonyult, felapritott ndvényi anyaghoz
kémcsdben 10-20-szoros mennyiségl hideg vizet adunk és 1 percig kézzel erGsen
razzuk. Afolyadékot gyorsan atontjik vattasz{irén, majd kettéosztjuk a szusz-
penzidt: Egyik részét a kémcsének (4—5 percre) forrasban levé vizfird6be alli-
tasaval azonnal inaktivaljuk (A), masik részét szobah&mérsékleten valdé pl. 2
Oras allas utan hokezeljuk ugyanlgy (B). Ezutan mindket részt oltott tap-
agarlemezre vissziik fel — lehet sz{irOpapirkorongra szivatassal is —és inkuba-
lunk. Ha Aj inaktiv és B) aktiv, ez kapszicidin jelenlétére utal. A sz(irési mara-
dék is hasonléan viselkedik, mint a szdrlet. (2. abra)

A Kkapszicidin meghatarozasa

Ismert, a ndvényi antibiotikumok mennyiségének becslésére régota és szé-
les korben elterjedt agardiffizios modszer szerint (11) valamely hatéanyag —
a gatlasi zonak atmérdje alapjan felvett kalibracios goérbe segitségevel - fél-
kvantitativan meghatarozhato.

Eleszt6gatl6 hatasa alapjan a mddszer kapszicidinra alkalmazhaté volt. A
kalibracios gorbét tisztitott - koleszteriden at elallitott (2% — kapszicidin-
készitménnyel vettiik fel. A fitoncidot egy Kawasaki és Miyahara-tol szteroid-
szaponinok oldésara ajanlott olddszerben, metanol kloroform 11 ardnyu keveré-
kében (12) oldottuk, minthogy ez kénnyen parolog és igy a hatéanyag az oldat
felszivasara hasznalt sz(ir6papirkorongokon kénnyen koncentralhato.

A sziir6papirkorongok (Schleicher & Schill 2J43 b) atmeér6je nem volt egy-
forma: 9 mm szokvanyos atmérdvel csak azok rendelkeztek, amelyeken a felvitt
kapszicidin mennyisége elég nagy volt ahhoz, hogy legalabb 11 mm-es gatlasi
zonat adjon, v%gyis a 3. abra szerint I_egalabe,S"gL. Az atlagban 6—10 mm-es
gatlasi zonat ado, 0,1—0,5 pg kozétti mennyiségekhez 5 mm atmérdji szlrd-

221



papirkorongokat hasznaltunk, 0,1 /ngalatt pedig szazszoros mennyiséget vittink
fel 1 cm2 méreti - négyzetmilliméteres grafitceruzahéalézattal ellatott sz(ré-
papirra és ezt az oldoszer elparolgasa utan szétvagtuk az el6re bejeldlt négyzet-
milliméterekre. Az olddszer elparolgdsa utdn a hatdéanyagot tartalmazé sz(ir6-
papirkorongokat a T2 éleszt6torzzsel frissen beoltott és megszaritott, az MSZ
3644 elGirasa szerint hazilag készilt hasléalapt univerzal tapagarra helyeztik,
majd 28 C°-on inkubaltuk. A gatlasi z6nak atmér@jét 24 éra utan olvastuk le.
A kalibraciés gorbét a 3. abra szemlélteti.

mm

3. abra
A kapszicidin kalibraciés gorbéje. A gétlasi zéna atméréje (mm)
a felvitt kapszicidin mennyiségének {pg) fliggvényében
Husléalapl standariagar, pH 7,2
Teszttorzs: S. cerevisiae var. ellipsoideus T22

Amint az abrabdl lathatd, 1 ,ug-tdl kezdve a gorbe csak igen-csekély emelkedd
tendenciat mutat és 3 /xg-t6l kezdve mar gyakorlatila? Pérhuzamos az abszcissza-
val. A maximalis felvitt mennyiségnek (30 fg) megfeleld gatlasi zéna atmérdje
is csak 22 mm volt. Ebb6l kovetkezik, hogy a kapszicidin tajékoztatd meghata-
rozéasara kis koncentraciokkal kell dolgozni.

Ha az 1 ng alatti tartomanybdl egy gétlasi zonaatmérdt onkényesen vonat-
kozasi alapul fogadunk el, akkor moéd van arra, hogy egy kapszicidintartalmu
kivonatbol higitasi sorozatot készitve kivalasszuk azt a tagot, amely ilyen at-
mérdji gatlasi zénat ad. Ismerve a felvitt térfogatot és a zonanak megfeleld tiszta
kapszicidin mennyiségét, az aktiv kapszicidintartalom kiszamithato.

Ilyen vonatkozasi alapnak — tapasztalataink szerint — legalkalmasabb a
6 mm-es zonaatmérd, illetve az ennek megfelel6 0,1 /ig kapszicidin. A tényleges
mérésnél a még jol kezelhet6 5 mm atmérdjl sz(répapirkorongra 2 mma3vizeski-
vonatot veszink fel. A korongot nedvesen helyezzuk a frissen oltott tapagarra,
majd 28 C°-on inkubalunk és 24 6ra mulva olvassuk le a gatlasi zonékat.

A mindenkori meghatarozas el6tt ajanlatos sajat kalibracios gorbe felvétele,
tekintettel arra, hogy a kapszicidin nem egységes vegyilet, hanem tébb szteroid-
szaponinbol all6 keverék és igy Osszetétele nem feltétlenul &llandd, kilénb6zd
tényez6k (éghajlati, talajviszonyok stb.) befolyasolhatjak.
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OBHAPYXEHWME W OMNPEAENTEHUNE BUWONOIMMYECKW AKTUBHOIO
KANCNUMANHA B MNEPLEE METOAOM ArAPHOU ANPOY3NN

n. 3. Tan,

ABTOp paspaboTana MeTogbl O06HApYXXeHUsi CTepOMACaNOHUHOBON CMecu
KancuuuamMHa B HEKOTOPbIX 4acTAX (CEMeHa, KOPEeHb) pacTeHUs CTPYYKOBOrO
nepua, (Capsicum annum L.) npu nomowy MeToda arapHoi audiysnn, Ha OCHO-
BaHWM aHTUMOMOTMYECKOTO BAWAHWS BELICTBA Ha APOXOKW. TecTOBOW LUTaMM:
Saccharnmyces cerevisiae var. ellipsoideus T2

MeTog arapHoii gnddy3nmn aBASeTCA ropasgao MPocTbIM, YeM METOA UCMOJb-
30BaHHbI B HACTOsILLiee BpeMsi HaMbonee 4acTo reMonnsHas npoba. Tak Kak aBTop
nokasan napaifeNbHOCTb MeXAY TreMONM3VNPYIOWMMA 1N UHTMOUTUPYOLLMIA
APOXOKAMW  aHTMBMOTMYECKUMW [eACTBUAMU B CllydYae KancuumawHa, no3Tomy
nocnegHee BASETCA NPUTOAHLIM ANS 3aMeLLEHNs NepBOro.

N 06Hapy>KeHuUs KancuumauHa B CTPYYKOBOM nepue MyTeM arapHoi
Anddysmn paspaboTany asa MeToda:

— OfVH 13 HMX OCHOBbLIBAETCS HA MHAKTWBALMM XOMECTEPUHOM M Ha peak-
TMBALMKU KCWIONOM, TO eCTb METOA SIBNSETCA arapHo - AU(QY3MOHHLIM BapuaH-
TOM TPagULMOHAILHOTO OMbITa FeMON3a CTEPOMAHBIX CanaHUHOB.

—pyroii mMeTog MCMoMb3yeT CNeLMPUUECKNA CTabUIN3aLMOHHbIA npouecc
areHTa, To ecTb UCMO/b3yeT N3MEHEHWE YYBCTBUTE/ILHOCTY areHTa nog, B/MSAAHWEM
HEKOTOpbIX HapY>XHbIX BO3AENCTBUWIA (Hanp. TepMUYeckoii 06paboTKM) B 3aBUCK-
MOCTM OT BPEMEHW BbIEPXKKN XOMOAHbIX BOASHUCTbIX 3KCTPAKTOB. STOT NOCNeAHUIA
ﬂsgﬂeTcn CreunMUYecKNM OMbITOM MHaKTMBaLMM MPUMEHEHWSI TEPMUYECKOW 06-
paboTKu.

[na NoyKoNMYeCTBEHHOTO 0BHAPY>KeHUs KancuUmamHa asTop afanTypoBa-
na LUMPOKO pacnpocTpaHeHHbId MeTof, arapHoi Auddy3umn, ynoTtpebnsemon ans
OLIEHKM KONWNYecTBa aHTUMOMOTMKOB PacTUTENbHOTO NpoucxoxpaeHus. Kannbpa-
LIMOHHAasA KpuBas Oblfa MOCTPOEHa Ha OCHOBAHUM WHTUOWUTWPYIOLLEro AeicTBums,
0Ka3aHHOr0 Ha Apoxoku (TecToBOW LiTamm: S cerevisiae var. ellipsoides T2).

NACHWEIS UND BESTIMMUNG VON BIOLOGISCH AKTIVEM
SAPSICIDIN IN PAPRIKA MIT DER AGARDIFFUSIONSMETHODE

I. E Gal

Verfasserin arbeitete zwei Agardiffusionsverfahren zum Nachweis des
Calpsicidins, eines in einzelnen Teilen (Samen, Wurzel) der Paprikapflanze ent-
haltenen Steroidsaponin-Gemisches aus, auf Grund seiner die Hefen hemmenden
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antibiotischen Aktivitat. Teststamm: Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoi-
deus T.2

Die Agardiffusionsmethode ist viel einfacher, als die zurzeit zum Nachweis
von Saponinen zumeist angewendete Hamolysenprobe und da die Verfasserin
zwischen der Hamolysierungsfahigkeit und der hefehemmenden antibiotischen
Aktivitat des Capsicidins eine gewisse Parallelitat feststellte, auch an Stelle der
Hamolysenprobe anwendbar.

Von den zwei auf der Agardiffusion beruhenden Nachweisverfahren des im
Paprika enthaltenen Capsicidins:

- st die eine lediglich eine Variante der traditionellen Hamolysenprobe,
als Agardiffusionsprobe durchgefiihrt und beruht auf der Inaktivierung
mit Cholesterin und der Reaktivierung durch Xylol.

— Die andere ist eine spezifische Inaktivierungsprobe durch Hitze, sie
beruht auf dem eigentimlichen Stabilisationsprozess des Wirkstoffes
das heisst auf der Anderung seiner Empfindlichkeit gegen gewisse

dussere Einflusse (z. 13 bei Hitzebehandlung), als Funktion der Stehzeit seiner
kaltwdsserigen Extrakte.

Zur halbquantitativen Bestimmung des Capsicidins wurde die —fir eine
derartige Prufung der pflanzlichen Antibiotika weitverbreitete — Agardiffu-
sionsmethode adaptiert und die Kalibrationskurve auf Grund der hefeheminen-
den Aktivitat (Teststamm ebenfalls S. cerevisiae var. elliposideus T2) aufge-
nommen.

DECELEMENT ET DOSAGE DE LA CAPSICIDINE BIOLOGIQUEMENT
ACTIVE DANS LA PAPRIKA PAR UNE METHODE DE DIFFUSION
DANS DE LA GELOSE

I. E. Gal

L’auteur a élaboré des méthodes pour le décélement de la capsicidine,
melange de saponines stéroides, qui se trouve dans certaines parties (graines,
racines) de la plante paprika (Capsicum annuum L.?. Les méthodes sont basées
sur I’effet antibiotique du composé actif envers les levures, séparé par diffusion
dans de la gélose. Race-test: Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus T 22.

La méthode & diffusion dans de la gélose est beaucoup plus simple que le
test & hémolyse d’emploi courant, et comme l'auteur a observé que dans le cas
de la capsicidine il y a parallélisme entre les effets hémolytique et antibiotique
envers la levure eile peut étre substituée a la premiére.

Il a élabore pour le décélement de la capsicidine dans la paprike par diffusion
dans de la gélose deux méthodes. L’une est basée sur I’inactivation par la cholesté-
rine et la réactivation par le xylol, ce qui est une variation & diffusion dans de la
gélose du test a hémolyse des saponines stéroides.

L’autre utilise un procédé de stabilisation spécifique du corps actif, c’est-
a-dire la variation de sa sensibilité sous I’effet de certaines influences extérieures
(p. ex. la chaleur) en fonction du temps de la stabilité des extraits a I’eau froide.
C’est un test d’inactivation calorique spécifique.

Pour le dosage semiguantitatif de la capsicidine I’auteur a adopté la méthode
a diffusion dans de la gélose répandue pour I’estimation des antibiotiques végé-
tales. Il a construit la courbe de calibration en partant de I’effet d.inhibitionexer-
cé sur une levure (race Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoides T 22.).





