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Stanovenie vybranych pyrolizidinovych alkaloidov v suchych rastlinnych

extraktoch pomocou HPLC-MS

Andrej Chyba, Viera Dujni¢, Vladimir Pitoprsty
Chemicky ustav SAV, v. v. i., Dibravskd cesta 9, SK-84538 Bratislava, Slovensko

Uvod

Pyrolizidinové alkaloidy (PA) su heterocyklické dusik obsahujuce organické zlugeniny (Obr. 1). V
prirode sa vyskytuju vo viac ako 6 000 rastlindch (velké zastupenie druhov z ¢el'adi Boraginaceae,
Asteraceae a Fabaceae). Mnohé z tychto rastlin st be¥né buriny, ktoré méZu pri zbere
kontaminovat’ suroviny rastlinného pévodu pouZivané na vyrobu €ajov, extraktov, tinktir alebo
lie¢iv (Prakash et al., 1999). PA sti syntetizované v koretioch rastlin ako N-oxidy a transportované
do zvySku rastliny, kde sa hromadia v kvetoch, stonkach a listoch. Pésobia ako vel'mi t&inné
prostriedky na odpudzovanie hmyzu, ale na &loveka maji nicktoré z nich karcinogénny a
hepatotoxicky u¢inok najmi 1,2-nenasytené necinové bazy, ale aj ich N-oxidové formy (Seremet
et al., 2018). Vicsina rastlin produkuje zmesi PA v roznych koncentrécidch v rozmedzi od mene;j
ako 0,001 % do 5 % (az do 19 % suchej hmotnosti) (EFSA 2011). Z dévodu toxicity PA a
zvySeného rizika ohrozenia zdravia obyvatel'ov boli vypracované rizikové tadie a na zaklade nich
vydali eurdpske liekové a potravinové autority nariadenia na kontrolu obsahu PA v rastlinnych
produktoch (EFSA 2016; EFSA 2017a; EFSA 2017b). Zarovei boli stanovené odporicané
maximélne hodnoty denného prijmu a tieZ obsahu tychto alkaloidov v rastlinnych a Zivo&isnych
produktoch (EMA 2021). Vznikla tak potreba presného a citlivého stanovenia obsahu PA v réznych
komplexnych matriciach. Na tento udel sa Jjavi ako vePmi vhodna metéda hmotnostnej detekcie
meranim vybranych i6nov a ich charakteristickych ionovych fragmentov v kombindcii s
vysokou¢innou kvapalinovou chromatografiou.
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Obrizok I Chemickd Struktira 1,2-nenasytenych pyrolizidinovych alkaloidov (vl'ave) a ich N-oxidov (vpravo)

Materidl a metédy

Suché extrakty rastlin rumanéek, ptpava, fenikel, ruza $ipova a ibistek boli dodané firmou
Calendula, Slovensko. Vybrané §tandardy pyrolizidinovych alkaloidov boli zaktipené od firmy
PhytoLab, Nemecko. Kvapalinova chromatografia sa merala na pristroji Dionex UltiMate 3000
UHPLC system (ThermoFisher Scientific, Nemecko) s degaserom, kvartérnou pumpou,
autosamplerom a vyhrievanym kolénovym priestorom. Detekcia sa vykonéavala pomocou
hmotnostného detektora AB Sciex Qtrap 4500 (Sciex, USA) s trojitym kvadrupdlom a



elektrosprejovou ioniza¢nou hlavicou. Alkaloidy sa zo suchého extraktu extrahovali pomocou
0,5% kyseliny mravcej za stileho mieSania (1500 rpm) a ohrevu (80°C) dva krat po 10 mint.
Nasledne bol roztok ochladeny na laboratérnu teplotu a prefiltrovany cez 25 mm striekackovy filter
HPTFE s velkost'ou pérov 0,22 pm. Vzorka bola nastrekovani v objeme 10 pl a separacia
prebiehala na koléne Phenomenex Luna Omega 3 pum PS C18 100 A, 150 x 4,6 mm s predkolénou
Security Guard PS C18 4 x 3,0 mm. Teplota kolénového priestoru bola nastavena na 35°C a
konstantny prietok na 1 ml/min. Elicia sa dosahovala gradientom dvoch fiz: 0,5% kyseliny
mravcej a metanolu. Ich vzajomny percentudlny pomer je popisany v tabul'ke &. 1. Detektor meral
v pozitivnom moéde a parametre i6nového zdroja boli nastavene nasledovne CUR: 25.00, IS:
5500.00, TEM: 600.00, GS1: 60.00, GS2: 60.00, CAD: Medium, EP: 10.00.

Tabulka I Casovy rozpis eluéného gradientu

Cas (min) | 0,5% Kyselina mravéia Metanol
0 91% 9%
5 01% 9%
15 50% 50%
18 0% 100%
20 0% 100%
22 91% 9%
25 91% 9%
Vysledky a diskusia

Vybran¢ Standardy pyrolizidinovych alkaloidov sa presne navézili a rozpustili v metanole.
Nasledne sa pripravil zmesny 10-zlozkovy $tandard, ktory sa dalej podla potreby riedil.
Optimaliziciou chromatografickych podmienok, hlavne eluéného gradientu, sa dosiahla
dostato¢nd separécia jednotlivych pikov ako je vidiet na obrazku &. 2.
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Kvéli komplexnosti matrice rastlinnych extraktov a jej moZnému negativnemu vplyvu na
kvantitativne stanovenie PA bola pouZitd metéda pridavku $tandardu v dvoch rdéznych
koncentracidch. Pomocou linedrnej regresie sa potom vypoéitala koncentracia jednotlivych
pyrolizidinovych alkaloidov v suchych rastlinnych extraktoch. Hodnoty st uvedené v tabulke & 2.

Tabulka 2 Hodnoty jednotlivych pyrolizidinovych alkaloidov v suchych rastlinnych extraktoch

Suchy extrakt, koncentracia PA v ug/kg (ppb)
Nazov PA Rumanéek | Plpava Fenikel RuZa Sipova | Ibitek
Intermedine 2,77 172,55 0,8 0,91 3,07
Lycopsamine 4,56 68,75 1,99 0,69 0,74
Retrorsine 40,99 >0,6 >1,38 0 >1,35
Seneciphylline >0,5 2,5 0,75 0,81 0
Senecionine >0,4 >0,3 0 0 0
Intermedine N-oxide >0,2 0 0 0 0
Lycopsamine N-oxide | >0,2 0 0 0 0,48
Retrorsine N-oxide 69,93 14,72 >1,14 11,39 >1,11
Seneciphylline N-oxide | >0,3 >0,3 0 >0,68 6,34
Senecionine N-oxide 14,17 >0,3 5,91 >0,70 11,77
Spolu >134,0 >260,0 >12,0 >15,2 >25,0

vt

naopak najvys§iu koncentraciu (260,0 pg/kg) obsahoval extrakt pupavy. Podl'a vykondvacieho
nariadenia Eurépskej komisie z 11. decembra 2020 sa stanovila maximélna hodnota sumy 21
pyrolizidinovych alkaloidov obsiahnutych v bylinnych nalevoch (suSeny produkt) na 200 pg/kg
(Komisia EU, 2020). Aj ked analyza neobsahuje hodnoty ostatnych PA, v pripade pupavového
extraktu stanovena koncentracia 10 vybranych alkaloidov uz prekratuje maximalnu povolent
hodnotu.
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