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Optimizacija postupka za izolovanje i odredivanje pirolizidinskih alkaloida u

biljnom materijalu

I1ZVOD

Pirolizidinski alkaloidi (PA) su velika grupa sekundarnih metabolita veoma
rasprostranjenih u biljnom svetu. ViSe stotina PA 1 njithovih derivata N-oksida
identifikovano je u preko 6000 biljaka, koje pripadaju razliCitim biljnim familijama.
Mnoge biljke bogate PA koriste se u tradicionalnoj medicini u Aziji i Africi, $to ih ¢ini
interesantnim za fitohemijska istrazivanja. Sa druge strane, neki PA su veoma toksi¢ni
za ljude 1 zivotinje. Akutno trovanje PA dovodi do oStecenja jetre, dok dugotrajna
izlozenost subletalnim dozama dovodi do kumulativnih oS$tecenja, ispoljavanja
neurotoksi¢nih, mutagenih 1 karcinogenih efekata. Zbog svega ovog je naucno
istrazivanje PA znacajno, pa je neophodan razvoj analitickih metoda za odredivanje
pojedinacnih i1 ukupnih pirolizidinskih alkaloida u biljnom materijalu. Uprkos brojnim
predloZenim postupcima za izolovanje i preciS¢avanje pirolizidinskih alkaloida, zbog
raznolikosti njihovih struktura i hemijskih svojstava, ni jedan od njih nije naSao Siroku
primenu u praksi. Stoga je cilj ove doktorske teze optimizacija svih faza postupka za
izolovanje pirolizidinskih alkaloida iz biljnog materijala, tako da se ova strukturno
razli¢ita jedinjenja mogu izolovati sa maksimalnim prinosima. Kao model-sistem
upotrebljena je biljna vrsta Rindera umbellata Bunge. Pored toga, cilj teze je i
izolovanje pojedinacnih alkaloida iz pomenute biljne vrste, njihova karakterizacija,
odnosno odredivanje struktura.

Izolovano je 1 strukturno okarakterisano Sest PA (7-angeloilheliotridan, 7-
angeloilheliotridin, lindelofin, 7-angeloilrinderin, punktanecin i heliosupin, PA1 — PA6,

redom).

PAI PA2 PA3
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Tokom optimizacije postupka za izolovanje praceni su prinosi svih Sest
okarakterisanih alkaloida. Ispitani su i poredeni razliiti uslovi i tehnike izolovanja PA
iz biljnog materijala: vreme ekstrakcije maceracijom biljnog materijala u metanolu,
efikasnost ekstrakcija metanolom, etanolom i rastvorom sumporne kiseline, ekstrakcija
rastvorom sumporne kiseline (uticaj koncentracije 1 zapremine sumporne kiseline),
razlicite tehnike za ekstrakciju (maceracija na sobnoj temperaturi, ultrazvucna
ekstrakcija, ekstrakcija pomocu rotacionog miksera), vreme trajanja ekstrakcije, pH
rastvora ekstrakcije PA u baznoj sredini metilen-hloridom, broj ponovljenih ekstrakcija
metilen-hloridom iz alkalnog rastvora. Sadrzaj i prinos pirolizidinskih alkaloida u
izolovanim 1 preciS¢enim smeSama pracen je pomocu GC-MS/FID. Za izraCunavanje
prinosa upotrebljavan je pentakozan kao inertni standard.

Pri ekstrakciji PA iz osusenog, usitnjenog i homogenizovanog biljnog materijala
maceracijom u metanolu, na sobnoj temperaturi, za svih Sest prac¢enih pirolizidinskih
alkaloida najve¢i prinosi dobijaju se posle Cetiri dana maceracije.

Efikasnost ekstrakcije svih Sest PA primenom metanola, etanola i rastvora
sumporne kiseline ispitana je maceracijom u toku cetiri dana na sobnoj temperaturi i
tamnom mestu. Prinosi alkaloida ekstrahovanih etanolom i sumpornom kiselinom nisu
se znacajno razlikovali. Ekstrakcija etanolom ukljucuje tri koraka pri izolovanju PA
(maceracija, uklanjanje etanola i rastvaranje ostatka u sumpornoj kiselini), a primena
sumporne kiseline samo jedan ($to je veoma znacajno za laboratorijsku praksu). Pored
toga, ekstrakcija sumpornom kiselinom omogucava izolovanje veceg broja
pirolizidinskih alkaloida u odnosu na ekstrakcije etanolom i metanolom. Zbog svega
navedenog predlaze se njena upotreba za ekstrakciju PA iz biljnog materijala

Ispitivanje koncentracije rastvora sumporne kiseline za ekstrakciju strukturno
razli¢itth PA iz biljnog materijala je pokazalo da je za veCinu PA optimalna
koncentracija 1 mol/L. Primenom razli¢itih tehnika za ekstraciju PA (maceracija na

tamnom mestu, ultrazvu¢na ekstrakcija, ekstrakcija pomocu rotacionog miksera) i
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razli¢tih vremena trajanja ekstrakcije utvrdeno je da je optimalno vreme ekstrakcije za
svih Sest pracenih alkaloida Cetiri dana za maceraciju biljnog materijala, tri dana za
ultrazvuénu ekstrakciju 1 za ekstrakciju pomocu rotacionog miksera. Poredenjem
prinosa svih Sest alkaloida (PA1- PA6), koji su dobiveni pri optimalnim vremenima
ekstrakcija, nadeno je da je ekstrakcija pomocu rotacionog miksera najefikasnija.
Prinosi alkaloida dobijeni ovom tehnikom su 1,5 do 3 puta vec¢i u odnosu na prinose
dobivene ultrazvuénom ekstrakcijom, odnosno 3 do 20 puta veéi u odnosu na
maceraciju biljnog materijala. Kada se polazi od 1,00 g suvog, sprasenog i
homogenizovanog biljnog materijala, za ekstrakciju pirolizidinskih alkaloida optimalno
je upotrebiti 30 ml rastvora sumporne kiseline koncentracije 1 mol/L. (uz primenu
rotacionog miksera, u trajanju tri dana).

Posle ekstrakcije biljnog materijala rastvorom sumporne kiseline koncentracije
Imol/L, odvajanja kiselog ekstrakta od ostatka biljnog materijala, uklanjanja jedinjenja
koja su nepolarnija od alkaloida metilen-hloridom, preciséeni kiseli rastvori se
zaalkaliSu 1 alkaloidi ekstrahuju metilen-hloridom. Optimalna pH vrednost baznog
rastvora za izolovanje vecine strukturno razli¢itih PA sa maksimalnim prinosom je 9, a
optimalni broj ponovljenih ekstrakcija sa 30 ml metilen-hlorida je Cetiri.

Optimizovani postupak omogucava da se u svakoj fazi izolovanja za vecinu
okarakterisanih pirolizidinskih alkaloida (7-angeloilheliotridan, 7-angeloilheliotridin,
lindelofin, 7-angeloilrinderin, punktanecin i heliosupin) iz R. umbellate Bunge (model-
sistem biljnog materijala) postignu maksimalni prinosi, $§to je veoma vazno za
izolovanje 1 karakterizaciju pirolizidinskih alkaloida, za ispitivanje njihove bioloske
aktivnosti, kao 1 za pripremu uzoraka biljnog materijala u cilju pouzdanog odredivanja

njihovog sadrzaja.

Kljuéne reci: pirolizidinski alkaloidi, identifikacija, izolovanje - optimizacija

uslova, GC-MS, Rindera umellata Bunge
Naucna oblast: Hemija
UZa naucna oblast: Analiticka hemija

UDK broj: 543



Optimization of Procedure for Isolation and Determination of Pyrrolizidine

Alkaloids from Plant Material

ABSTRACT

The pyrrolizidine alkaloids (PAs) are a large group of secondary metabolites,
very widespread in the plant world. Several hundred PAs and their N-oxides have now
been described in over than 6 000 plants, which belong to unrelated botanical families.
Many plants reach in PAs have been used in traditional medicine in Asia and Africa,
which makes them interesting for phytochemical research. On the other hand, some PAs
are very toxic to humans and animals. Acute PA poisoning causes severe damage to the
liver and long-term, sub-lethal doses may cause cumulative damage, and manifestation
of neurotoxic, mutagenic and carcinogenic effects. Because of this the importance of
scientific research of PAs, as well as the necessity of the development of analytical
methods for determination of individual and total PAs in plant material is highlighted.
Many methods for isolation and purification of PAs are proposed, but due to the
diversity of PAs structure and chemical properties, none of them has found wide
application in practice. Therefore, the goal of this doctoral thesis was the optimization
of all phases of the procedure for isolation of pyrrolizidine alkaloids from plant material
so that these structurally different compounds can be isolated with a maximum yields.
The plant Rindera umbellata Bunge was used as a model system. In addition, the goal
of this thesis was the isolation of individual alkaloids from the afore mentioned plant
species, their characterization, i.e. structure determination.

Six PAs (7-angeloyl heliotridane, 7-angeloyl heliotridine, lindelofine, 7-angeloyl
rinderine, punctanecine and heliosupine, PA1 — PA®6, respectively) were isolated and

structurally characterized:

PAI PA2 PA3
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During the optimization of each step of PAs isolation from plant material the
yields of all of six characterized PAs were monitored. Different conditions and
techniques for PAs isolation were tested and compared: the extraction time for plant
material maceration in the methanol, the efficiency of extraction with different media
(methanol, ethanol and sulfuric acid), the extraction with sulfuric acid (concentration
and volume), the extraction techniques (maceration at room temperature, ultrasonic and
overhead rotary mixer assisted extraction), the duration of the extraction, pH of PAs
solution for alkaline extraction with methylene chloride, the number of the re-extraction
with methylene chloride. The contents and yields of PA in isolated and purified
mixtures were monitored by GC-MS/FID using pentacosane as the inert standard.

When the extraction of PAs was performed by maceration of dried, powdered
and homogenized plant material in methanol the maximal yields for all of six monitored
alkaloids were obtained after four days of maceration.

The efficiency of extraction of all six PAs with methanol, ethanol and sulphuric
acid solution was investigated by maceration during four days at room temperature and
dark place. It was found that the amounts of alkaloids extracted with ethanol and
sulphuric acid were considerably alike. In PAs isolation the extraction with ethanol
included three steps (maceration, removing of the ethanol and dissolution of residue in
sulphuric acid), but with sulphuric acid only one, which is very important for laboratory
practice. Beside that, the extraction with sulfuric acid allows the isolation of a number
of pyrrolizidine alkaloids compared to extractions with methanol and ethanol.
Therefore, the use of sulfuric acid for PA extraction from plant material is suggested.

The concentration of sulfuric acid of 1 mol/L was recognized as optimal for
extraction of the most structurally different PAs from plant material. By applying of
various extraction techniques [maceration on dark place, an ultrasonic bath (lasted ten
hours per day) and an overhead rotary mixer assisted extractions] and various extraction

times it was found that the optimum extraction time for all six followed alkaloids is four
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days for the maceration of plant material, three days for the extraction in an ultrasonic
bath and by overhead rotary mixer. When the yields of six alkaloids (PA1- PA6),
achieved over optimal time of extraction, are compared it was found that the extraction
by an overhead rotary mixer is the most efficient. The yields accomplished by overhead
rotary mixer were 1.5 to 3 times higher than those obtained by extraction in ultrasonic
bath, i.e. 3-20 times higher comparing to maceration of plant material. When starting
from 1.00 g of dry, powdered and homogenized plant material, it is optimal to use the
volume of 30 ml of 1 mol/L sulfuric acid for the extraction of pyrrolizidine alkaloids
(by overhead rotary mixer for three days).

After the extraction of plant material with sulfuric acid solution (C=1mol/L),
separation of the extract from the rest of plant material, and removing of the compounds
which are more non-polar than alkaloids with methylene chloride, the purified acid
solution were then made alkaline and alkaloids were extracted with methylene chloride.
For the isolation of the most structurally diverse PA with maximal yields the optimal pH
value of alkaline solution was 9, and the optimal number of the re-extraction with 30 ml
of methylene chloride was four.

Applying of described procedure for isolation of characterized PAs (7-angeloyl
heliotridane, 7-angeloyl heliotridine, lindelofine, 7-angeloyl rinderine, punctanecine and
heliosupine) from Rindera umbellate Bunge (model-sistem for plant material) under
conditions which are underlined as optimal allows the achievement of the highest yields
for the most PAs. That is very important for isolation and characterization of
pyrrolizidine alkaloids, for investigation of their biological activity, but also for plant

sample preparation for the purpose of reliable analyses of their content.

Keywords: Pyrrolizidine alkaloids, identification, isolation - optimization of

pocedure, GC-MS, Rindera umellata Bunge

Academic Expertise: Chemistry
Field of Academic Expertise: Analitycal Chemistry

UDK number: 543
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Uvod

Izolovanje, karakterizacija strukture i odredivanje sadrzaja pirolizidinskih
alkaloida (PA) predstavlja znacajan deo istrazivanja u razli¢itim nau¢nim disciplinama
kao Sto su: fitohemija, farmacija, toksikologija, botanika, taksonomija, ekologija i

entomologija.

PA su velika grupa sekundarnih metabolita veoma rasprostranjenih u biljnom
svetu. Oko 3 % biljaka cvetnica sadrze PA. Vise stotina PA i njihovih derivata N-oksida
identifikovano je u viSe od 6000 biljaka, koje pripadaju nepovezanim botanickim
familijama: Asteraceae, Boraginaceae, Fabaceae, Apiaceae, Convolvulaceae,
Celestraceae, Proteaceae, Santalaceae, Sapotaceae, Ranunculaceae, Euphorbiaceae,
Orchidaceae, Scrophulariaceae i Poaceae. Najvise su zastupljeni u biljnim vrstama iz
familija Asteraceae (Tussilago farfara, Petasites sp., Senecio sp., Adenostyles alliariae,
Eupatorium sp.), Boraginaceae (Symphytum sp., Borago officnalis, Anchusa officinalis,
Cynoglosum officinale, Echium sp., Heliotropium sp., Lithospermum sp.) i Fabaceae

(Crotalaria sp.).

PA su veoma toksi¢ni za ljude i zivotinje. Brojne intoksikacije ljudi do kojih
dolazi pri konzumaciji navedenih biljaka pripisane su PA. Oni se mogu naci kao
kontaminanti Zitarica, mleka, meda, suplemenata u ishrani, pa njithov unos moze da
dovede do velikih problema po zdravlje ljudi. Zabelezena su trovanja i Zivotinja,
ukljucujuéi domace (konje, krave, ovce, pilice...), §to je dovodilo do gubitaka stocnog
fonda. Nakon unoSenja hranom, pirolizidinski alkaloidi se apsorbuju u tankom crevu.
Manji udeo alkaloida se pomocu nespecificnih esteraza u krvi hidrolizuje do necina i
necinskih kiselina. Necini su netoksi¢ni i ekskretuju se kao konjugati preko bubrega i
urina. Najveé¢i udeo alkaloida se transportuje u jetru gde se biotransformise. U
biotransformaciji neki PA se aktiviraju. Oko polovina ispitivanih PA ispoljava razli¢ite
toksicne efekte: genotoksicnost (dovode do kroslinkinga DNK lanaca, povezivanja
proteina i DNK, hromozomskih aberacija, mutageneze, teratogeneze i karcinogeneze),
neurotoksi¢nost, dovode do pulmonarnih lezija, uticu na metabolizam bakra, gvozda,
vitamina A 1 E, koji se nagomilavaju u jetri. U nekim slucajevima PA ispoljavaju i

antitumorno dejstvo.

Zbog ispoljenih toksi¢nih dejstava PA na ljude i Zivotinje, ,,United Nations
Enviroment Programme®, ,International Labor Organization” i ,,World Health



Organization isticu znacaj nau¢nog istrazivanja PA, a ,Europian Food Safety
Authority” neophodnost razvoja analitickih metoda za odredivanje pojedinacnih i
ukupnih pirolizidinskih alkaloida u biljnom materijalu. Dakle, uprkos tome §to su PA
bili cilj nau€nog istrazivanja ve¢ mnogo godina, interes za novim analitickim metodama
za njihovo izolovanje, karekterizaciju i odredivanje iz biljnog materijala i dalje postoji.
Zbog razlicitosti u strukturi PA jo$ uvek nije ustanovljena metoda kojom bi se svi tipovi
alkaloida ta¢no, reproduktivno i brzo odredivali. Naj¢eS¢e primenjivane metode za
identifikaciju i1 odredivanje pirolizidinskih alkaloida su GC-MS 1 HPLC-MS, ali svaka
od njih ima prednosti i ogranienja koja su uzrokovana razli¢itom prirodom strukturno

razlicitih alkaloida.

Izolovanje pirolizidinskih alkaloida iz biljnog materija, sa ciljem dobivanja
prec¢is¢ene smeSe alkaloida, Ciji se sadrzaj dalje moze odredivati nekom od
instrumentalnih metoda, ili sa ciljem izolovanja cistih alkaloida kako bi se odredila
njihova struktura ili bioloSka aktivnost, je najbitniji korak. Za ekstrakciju pirolizidinskih
alkaloida iz biljnog materijala u literaturi su upotrebljavani razliciti rastvaraci (metanol,
etanol, kiselina/metanol, hloroform/metanol, voda 1 rastvori sumporne, hlorovodoni¢ne 1
limunske kiseline) kao i razlicite tehnike (maceracija, ultrazvucna ekstrakcija, Soxhlet-
ova ekstrakcija, super-kriticna ekstrakcija sa ugljen-dioksidom i ekstrakcija pomocu

rotacionog miksera).

Cilj ovog rada je optimizacija uslova za izolovanje i odredivanje pirolizidinskih
alkaloida iz biljnog materijala. Razliciti uslovi i tehnike izolovanja ispitane su i
uporedene sa ciljem utvrdivanja postupka za izolovanje iz biljnog materijala koji bi
omogucio dobivanje smeSe PA sa maksimalnim prinosom presi¢enih pirolizidinskih
alkaloida. Utvrdeni postupak moze se primenjivati za pripremu uzoraka biljnog
materijala prilikom odredivanja pirolizidinskih alkaloida GC-MS-om i1 HPLC-MS-om
ili za dobivanje preciS¢ene smeSe alkaloida, koja moze biti dalje razdvajana radi

utvrdivanja strukture i bioloSke aktivnosti pojedina¢nih alkaloida.

U OPSTEM DELU ovog rada prikazana su strukturna svojstva, podela i
biosinteza pirolizidinskih alkaloida. Posebna paZnja posvecena je toksicnosti
pirolizidinskih alkaloida (genotoksi¢nosti, mutagenosti i tumorogenosti), njihovom

metabolizmu, odnosno reakcijama biotransformacije koje dovode do bioaktivacije i



detoksifikacije ovih jedinjenja. Dat je pregled prisustva 1 rasprostranjenosti
pirolizidiskih alkaloida u biljnim vrstama i opis biljne vrste R. umbellata Bunge sa
kojom su optimizacije postupka radene. Pored toga, dat je kratak pregled analitickih
metoda i tehnika za izolovanje, razdvajanje, odredivanje i karakterizaciju pirolizidinskih

alkaloida iz biljnog materijala.

U delu REZULTATI | DISKUSIJA prikazani su postupci izolovanja i
odredivanja strukture pirolizidinskih alkaloida iz biljne vrste R. umbellata Bunge.
Struktura izolovanih alkaloda je odredena primenom savremenih spektrometrijskih 1
spektroskopskih metoda: masene spektrometrije i NMR spektroskopije. Prikazani su i
uporedivani rezultati dobiveni pri optimizaciji pojedinacnih koraka izolovanja PA iz
biljnog materijala, odnosno rezultati dobiveni ispitivanjem razli¢itih uslova 1 tehnika

izolovanja:
e Vreme ekstrakcije maceracijom biljnog materijala u metanolu,

e Efikasnost ekstrakcija sa metanolom, etanolom i rastvorom sumporne

kiseline,
e Ekstrakcija sa sumpornom kiselinom:
0 Koncentracija i zapremina sumporne kiseline
0 Vreme i tehnike ekstrakcije:
= Maceracija na sobnoj temperaturi,
= Ultrazvucna ekstrakcija,
= Ekstrakcija pomoc¢u rotacionog miksera,
e pH alkalne ekstrakcije PA iz vodenog rastvora sa metilen-hloridom,

e Broj ponovljenih ekstrakcija PA sa metilen-hloridom iz alkalnog rastvora

na pH 9.

U EKSPERIMENTALNOM DELU dati su podaci o instrumentima,
hemikalijama 1 eksperimentalnim tehnikama primenjenim tokom izolovanja
pirolizidinskih alkaloida, podaci o biljnom materijalu, kao i spektroskopski podaci za

izolovana jedinjenja.
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1.1. Struktura pirolizidinskih alkaloida

Strukturna osnova pirolizidinskih alkaloida (PA) je pirolizidinski prsten,

azabiciklo [3,3,0]oktan.

Kada bicikli¢an sistem sadrzi jednu ili viSe hidroksilnih grupa (aminoalkohol)

naziva se necin ili necinska baza.

OH OH

A\

Uobicajene strukturne karakteristike pirolizidinskih alkaloida su:

- C-1 supstituisan hidroksimetil-grupom,

- C-7 supstituisan hidroksilnom grupom,

- 1,2-dvostruka veza.
Na osnovu stepena hidroksilovanja prstena moze se razlikovati nekoliko tipova
necinskih baza (izoretronecanol, supinidin, platinecin, hastanecin, heliotridin,
retronecin, rozmarinecin, krotanecin) (Tabela 1).

Postoje 1 alkaloidi koji ne sadrze biciklican sistem, ve¢ N-metilovani

azaciklooktan-4-onski prsten, ali se svrstavaju u ovu grupu alkaloida. To je otonecinski

tip alkaloida.

HO
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Tabela 1. Tipovi necinskih baza prema stepenu hidroksilovanja prstena

Stepen hidroksilovanja Tipovi necinskih baza

QL[] =t

QL] f==!

Jedna primarna alkoholna

grupa (na C-9)

Izoretronecanol Supinidin
CH,0H
HO H 2 HO q SHOH
N
Jedna primarna (na C-9) i Platinecin Hastanecin
jedna sekundarna alkoholna
grupa (na C-7) HO CH,0H HO CH,OH

aill==]

=]

Heliotridin Retronecin

HO CH,0H CH,0H

HO

Jedna primarna (na C-9) i

ail==]

aiil==]

dve sekundarne alkoholne

grupe (na C-7, na C-2 ili C-6)

anlOH  HO

Rozmarinecin Krotanecin

Hidroksilne grupe necina mogu biti esterifikovane kiselinama koje se nazivaju
necinske kiseline. Necinske kiseline obi¢no sadrze pet do deset ugljenikovih atoma.

Mogu biti mono- i1 dikarboksilne kiseline. Neke od monokarboksilnih necinskih kiselina
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koje sadrze dva do sedam C-atoma i koje Cesto ulaze u sastav acikli¢nih mono- 1

diestarskih pirolizidinskih alkaloida, date su na slici 1.

R 1"0 _R necinska kiselina
7

C, — kiseline
CH3;COOMH, siréetna Kiselin

Cs—Kiseline

: COOH H COOH \ COOH
H / ,\ H

Senecioninska kiselina Tigli¢na kiselina Angeli¢na kiselina
(Sen) (Tig) (Ang)

C, —Kkiseline

W HO § O HO ¢

HO

OH

(-) -Viridiflorinska Kiselina (+) -Trahelantna kiselina Ehimidinska kiselina

OH /\ OH

OHOH HOH

A

(-) -Trahelantna kiselina (+) -Viridiflorinska Kkiselina

\ COOH

H CH,0H

Saracinska Kiselina
(Sar)

OMeO H

HO

OH

Laziokarpna Kkiselina

Slika 1. Monokarboksilne necinske kiseline koje ulaze u sastav acikli¢nih mono- i

diestarskih pirolizidinskih alkaloida
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Dikarboksilne necinske kiseline, koje sadrze osam i1 deset C-atoma, grade

makrocikli¢ne estre sa 11 (slika 2) 1 12 (slika 3) ¢lanova.

Cs —Kiseline

Monokrotalinska kiselina Krotalesceninska kiselina

C1o—Kiseline

Inkaninska Kiselina Trihodezminska kiselina Globiferinska Kkiselina

Slika 2. Dikarboksilne necinske kiseline koje grade makrocikli¢ne estre sa 11 ¢lanova
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HO,C

Integerinecinska Kiselina

HO,C HO,C

OIIIII--

HO,C HO,

Senecifilinska Kiselina

HO,C N

Ridelinska Kkiselina Erucifolinecinska kiselina

Slika 3. Dikarboksilne (C,¢) necinske kiseline koje grade makrocikli¢ne estre sa 12

¢lanova
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2.2. Podela pirolizidinskih alkaloida prema strukturi

Prema strukturi PA se mogu svrstati u sledece kategorije:

1. Monoestri nastali esterifikacijom primarne alkoholne grupe necinske baze

monokarboksilnom kiselinom (amabilin, trahelantamin):

O HO g

T
S

Amabilin Trahelantamin

2. Monoestri nastali esterifikacijom jedne od dve prisutne hidroksilne grupe

necinske baze monokarboksilnom kiselinom (9-angeloilretronecin, 7-

angeloilretronecin):

9-Angeloilretronecin 7-Angeloilretronecin

3. Diestri nastali esterifikacijom obe hidroksilne grupe necinske baze

monokarboksilnim kiselinama (ehimidin, 7,9-diangeloilplatinecin).

OHQ_H

Ehimidin 7,9-Diangeloilplatinecin

4. Ciklicni diestri, nastali esterifikacijom obe hidroksilne grupe necinske baze

dikarboksilnim kiselinama. Kao $to je napred navedeno, mogu da sadrze 11
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¢lanova (monokrotalin), 12 ¢lanova (senecionin), 13 ¢lanova (doronenin) i 14

¢lanova (parsonzin).

OH

Senecionin

Doronenin Parsonzin

5. Ciklicni estri otonecinskog tipa, koji nastaju esterifikacijom obe hidroksilne
grupe dikarboksilnim kiselinama. Naj¢es¢e imaju 1,2-dvostruku vezu (klivorin),

a postoje 1 oni sa zasi¢enim prstenom (1,2-dihidrosenkirkin).

\
o N
Me Me
Klivorin 1,2-Dihidrosenkirkin

Neki PA se prema strukturi ne mogu svrstati ni u jednu od navedenih grupa'?. U
svom sastavu mogu da sadrze viSe alkoholnih ili estarskih grupa u prstenu, aldehidnu
grupu, epoksidne prstenove na razli¢itim ugljenikovim atomima ili vezane halogene.

Formule nekih od njih prikazane su na slici 4.

10
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OH
CHO o CHj3 a £
= = 1
N/ N N 'H
Danaidal Danaidon 1B-2B-Epoksi-1a—hidroksimetil-
8a-pirolizidin
NH
Lolin Klazamicin A Aleksin
Q)
=
OMe

Subulacin-4-oksid

Absoulin

Slika 4. Strukture netipi¢nih pirolizidinskih alkaloida

Medu “neobicne” strukture PA se mogu uvrstiti i makrocikli¢ni estri kod kojih
nije esterifikovana sekundarna alkoholna grupa na polozaju C-7, ve¢ na C-6. Na taj

nadin se stvara prsten sa 13 ¢lanova (krotaflorin, madurenzin)”.

HO —OH

K (0]
0 H

Krotaflorin

Madurenzin

11
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Neki PA se u prirodi nalaze u obliku glikozida®:

O NH

OH OAc
OH OAc
o
o X o X
Petazinozid Petazinozid-24,25,26-triacetat

2.3. Biosinteza pirolizidinskih alkaloida

2.3.1. Biosinteza necinskih baza

Biosinteza necina (Slika 5) pocinje dekarboksilacijom aminokiselina L-arginina
1 L-ornitina pri ¢emu nastaje putrescin. Reakciju katalizuje arginin- 1 ornitin-
dekarboksilaza. Dva molekula putrescina se najpre oksidativno deaminuju (u prisustvu
NAD"), a zatim se nagradeni imin redukuje pomoéu NADH (u prisustvu
homospermidin-sintetaze) i nastaje homospermidin. Oksidativnom deaminacijom
homospermidina dobija se aldehid, ciklizacijom odgovarajuci intermedijerni iminijum-
jon, a u intramolekulskoj Manihovoj reakciji obrazuje se drugi prsten. Redukcijom
aldehidne grupe dobija se 1-hidroksimetil-pirolizidin, izoretronecanol i trahelantamidin.

Daljom hidroksilacijom i dehidratacijom nastaje retronecin.

12
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NAD" NH,
L-Orn oksidativna NHZ
. deammacqa
ili NH; H,N \j\ .
L-Are
Putrescin

ADH
NH; NH, NH2 ~nNm,

formiranje oksidativna

\ Sifove baze CHO deaminacija
- -

N N N

+ I I

H H

Homospermidin
oksidativna
deaminacija

Qs — @S

mtramolekulska
Manihova reakcua

CHO

_—OH

ul:

Retronecin

Trahelantamidin

Izoretronecanol

Slika 5. Biosinteza necinskih baza

N-metilovani azaciklooktan-4-onski prsten otonecinskog tipa alkaloida nastaje iz

retronecina, najverovatnije reakcijom hidroksilacije, oksidacijom hidroksilne grupe do
karbonilne grupe, uz simultano cepanje C—N veze i N-metilovanje

13
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OR

2.3.2. Biosinteza necinskih Kiselina

Aminokiseline L-valin, L-leucin, L-izoleucin i L-treonin su polazne supstance za

biosintezu necinskih kiselina. Necinske kiseline nemaju zajednicki put biosinteze.

U metabolizmu L-treonina nastaju monokarboksilne kiseline sa pet ugljenikovih
atoma i dvostrukom vezom. Najpre, oksidativnom deaminacijom treonina, nastaje keto-
kiselina, koja ulazi u dva biosintetska puta. Proizvodi jednog puta su tigli¢na i

angeli¢na, a drugog saracinska kiselina (Slika 6).
Senecioninska, (+) 1 (-)-viridiflorinska, kao 1 (+) i (—)-trahelantna kiselina se

biosintetiSu iz valina (Slika 7) aciloinskom reakcijom sa aktiviranim acetaldehidom,

hidroksietil-tiamin-pirofosfatom (hidroksietil-TPP).

14
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Mej[COOH
Me OH

l\/v H,0

Me COOH Me COOH
X
Me H

tiglicna Kiselina

Slika 6. Biosinteza necinskih kiselina (tigli¢ne, angeli¢ne i saracinske) iz L-treonina

angeli¢na kiselina

COOH
H,N——H
H——OH
Me
L-treonin
\Sd)
COOH
HO——CH,OH
/ H——OH
COOH Me
\ o /Y
H——OH lk/' H,0
Me

) HO/ICOOH
M OH

%} Hzo
COOH
HO/j[

Me H Me

saracinska Kiselina
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COOH COOH
H)N——H . 0
H—t—Me H Me
Me Me
valin

YTPP

N

cooH COOH COOH
H——OH OH HO—]
H—}—Me 0 0=
Me
Y \ / \
H._ _COOH COOH COOH COOH COOH
I >——OH >——OH HO—{ HO—
Me” “Me OH——H H——OH HO——H H——OH
Me Me Me Me
senecioninska k. (+) i (-)-viridiflorinske k.
(+)-trahelantna k. (-)-trahelantna k.

Slika 7. Biosinteza necinskih kiselina: senecioninske, (+) i (—)-viridiflorinske, (+) i

(-)-trahelantne kiseline

Dikarboksilne kiseline sa 10 ugljenikovih atoma (koje ucestvuju u stvaranju
cikli¢nih estara) nastaju naknadnom ciklizacijom otvorenih necinskih diestara. Tako
senecionin nastaje iz 7,9-diangeloilretronecina u reakciji slicnoj Michael-ovoj adiciji

preko katjonskog intermedijera.

7,9-diangeloilretronecin senecionin

16
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Na slican nacin, preko karbo-katjonskog intermedijera, iz triangularina nastaje

retrorzin, a iz 7-senecil-9-angeloilretronecina doronenin.

Ho ~OH

triangularin

7-senecil-9-angeloilretronecina doronenin

2.4. Toksicnost pirolizidinskih alkaloida

PA su cesti konstituenti kod nekoliko hiljada biljnih vrsta. Brojne intoksikacije
ljudi do kojih dolazi pri konzumaciji ovih biljaka, pripisane su PA.**° U Avganistanu’ ,
Indiji* i Tadzikistanu oko 6000 ljudi otrovano je zbog konzumacije hleba
kontaminiranog vrstama Heliotropium i Crotalaria. Sa druge strane, mnoge biljne vrste
bogate PA se primenjuju u tradicionalnoj medicini u Aziji i Africi (§to ih ¢ini
interesantnim za fitohemijska istrazivanja). Veoma Ceste su intoksikacije zbog primene
medicinskih biljaka Senecio 1 Crotalaria. Na Jamajci i susednim ostrvima, u istocnoj i
juznoj Africi i drugim tropskim u suptropskim zemljama’ zbog kontinuirane primene
medicinskog bilja dolazilo je do razvoja bolesti jetre (ciroze i primarnih tumora). lako

se ove bolesti uglavnom javljaju u zemljama u razvoju, gde je primena biljaka u

17
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narodnoj medicini veoma zastupljena, 1 u razvijenim zemljama (USA, Nemacka)
dolazilo je do trovanja zbog kontaminacija biljkama koje sadrze PA'®!". PA se mogu
naci kao kontaminanti Zitarica, mleka, meda, te stoga njihova upotreba moze dovesti do
velikih problema po zdravlje Ljudi*'>'*'*. Od 1990. godine upotreba suplemenata u
ishrani se znatno povecala i zabeleZeno je prisustvo PA u nekim od njih">. Zbog toga je
posebna paznja posvecena i ovom izvoru izlozenosti pirolizidinskim alkaloidima.

Trovanja mnogih Zivotinja, ukljucuju¢i i domace (konje, krave, ovce, pilice...)
biljkama koje sadrze PA (Sto je dovodilo do gubitaka stocnog fonda) su takode
zabelezena.'>'® 172!

Ispitivanja aktivnosti PA iz biljaka su pokazala da oni ispoljavaju neurotoksicne,
mutagene i karcionogene efekte, da dovode do pulmonarnih lezija®***, da utidu na
metabolizam bakra, gvozda, vitamina A 1 E, koji se nagomilavaju u jetri. U prisustvu
PA dolazi do smanjenog vezivanja gvozda za hemoglobin, $to kao posledicu ima
anemiju. Intoksikacija PA indukuje nedostatak celijskog antioksidanta vitamina E.

Bakar povecava peroksidaciju lipida, Sto mozZe povecati potrebe za vitaminima E i

29,30
A

14,31
s S

Pirolizidinski alkaloidi se razlikuju po toksi¢nosti to je posledica razlika u

ispoljavaju akutnu toksi¢nost. Necikli¢ni diestri ispoljavaju intermedijarnu toksi¢nost, a
monoestri su najmanje toksi¢ni. U Tabeli 2 prikazane su LDsy vrednosti za neke PA iz
roda Senecio, izrazene u mg/kg telesne mase pacova. Razlike u toksi¢nosti PA na
musici Drosophila melanogaster, odnosno mutagenoj aktivnosti, ispoljilo je 16
alkaloida: senkirkin > monokrotalin > senecifilin > senecionin >7-acetil-intermedin >
heliotrin > retrorzin > 7-acetillikopsamin > simfitin > jakolin > simlandin > intermedin
> indicin > likopsamin > indicin-N-oksid > supinin. Makrocikli¢ni diestri senkirkin i
senecionin ispoljavaju najvecu toksicnu aktivnost. Derivati senecionina, retrorzin (12-
hidroksimetil-derivat) i1 jakolin (hidroksi-derivat), ispoljavaju manju mutagenost od
njega. Hidroksilacija necinske kiseline smanjuje mutageni efekat. Diestri aciklicnog
tipa, 7-acetil-intermedin 1 7-acetillikopsamin, pokazuju pet do deset puta slabiju
aktivnost od makrocikli¢nih estara. Sa druge strane, oni u obliku acetil-estara pokazuju

dva do tri puta jacu aktivnost od simfitina i simladina, koji su tiglil- i angeloil-estri

18



Opsti deo

analogne strukture. Indicin-N-oksid (antitumorni agens) pokazuje veoma slab mutageni

efekat.

Tabela 2.  LDso vrednosti nekih PA iz Senecio vrsta (izraZzene u mg/kg telesne mase pacova).

Biljka Aminoalkohol PA LDs, (mg/kg)
Senecifilin 77
Senecionin 85
S. jacobaea Retronecin
Jakobin 77 (mis)
Jakonin 168 (zenka)
Senecionin 85
S. vulgaris Retronecin Senecifilin 77
Retrorzin 38
Senecifilin 77
S. langigilobus Retronecin Retrorzin 38
Ridelin 10518)

Alkaloidi, izvedeni iz 1-hidroksimetil-1,2-dehidropirolizidina i esterifikovani sa
najmanje jednom razgranatom Cs karboksilnom kiselinom, ispoljavaju hepatotoksicne,

y . . - . 21,3233
a Cesto 1 pneumotoksicne, karcinogene i mutagene efekte™ .

Efekti se pojacavaju
kada se hidroksilna grupa uvede u C-7 polozaj i takode esterifikuje. Sve ovo pokazuje
da razlike u toksi¢nom efektu PA poticu od razlika u njihovoj strukturi, odnosno

toksi¢ni efekti PA su posledica prisustva sledecih strukturnih elemenata u alkaloidima:

1,2-dvostruke veze,
- prisustvo jedne, ili dve hidroksilne grupe vezane za pirolinski prsten preko
jednog C-atoma,

- prisustvo najmanje jedne esterifikovane grupe i
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- prisustvo razgranatog niza u kiseloj komponenti vezanoj za primarnu
alkoholnu grupu na C-9.

Alkaloidi N-oksidi su manje toksi¢ni. Posle oralnog unosa, dejstvom enzima
reduktaza iz bakterijske flore redukuju se, a potom apsorbuju u tankom crevu. Za
razlicita.

Pirolizidinski alkaloidi, posebno oni iz roda Senecio, Crotalaria, Heliotropium i
Amsinckia, ispoljavaju akutnu i hroni¢nu toksi¢nost. Akutna toksi¢nost PA se ispoljava
kroz hepatotoksi¢nost sa hemoragijskim nekrozama. Za vecéinu alkaloida LDs
vrednosti, odredene na pacovima, iznose od 34-300 mg/kg, mada se nekada priblizavaju
vrednosti od 1000 mg/kg.

Kod hroni¢nog trovanja dolazi do oSte¢enja, uglavnom, jetre, pluc¢a i krvnih
sudova, a u nekim slucajevima bubrega, pankreasa, gastrointestinalnog trakta, kostane
srzi i mozga™. IzloZenost, u dugom periodu, dovodi do uveéanja éelija, jedra, gubitka
metabolicke funkcije, inhibicije mitoze, ciroze jetre i karcinoma. Prestanak funkcije
jetre, zbog ciroze, veno-okluzivne bolesti ili atrofije, moZe nastupiti nekoliko meseci do
godinu dana nakon izlaganja manjoj koli¢ini alkaloida u jednom ili viSe navrata. Ovo se
objasnjava time da vezivanje pirolnih metabolita za razli¢ite nukleofile u jetri moze biti
reverzibilno 1 na taj nacin se formira "depo elektrofila" iz koga se aktivni molekuli
otpustaju s vremena na vreme i ostecuju ¢elije. Ovo se desava sve dok "depo" ne bude
ispraznjen, odnosno dok svi aktivni molekuli ne budu eliminisani kao konjugati sa

glutationom u urinu ili Zuci.

2.4.1. Genotoksic¢nost pirolizidinskih alkaloida

Posle apsorpcije PA, 1 metabolicke aktivacije, ispoljavaju se razliciti
genotoksicni efekti. Dolazi do kroslinkinga DNK lanaca, povezivanja proteina i DNK,
promena sestara hromatida, hromozomskih aberacija, mutageneze, teratogeneze i
karcinogeneze™*.

Mutagenost biljnih ekstrakata koji sadrze PA i Cistih PA je ispitivana na
razli¢itim bioloskim sistemima kao sto su Drosophila melanogaster, Salmonella

typhimurium, E. coli, Aspergillus nidulans’**>*" | kao i na leukocitima torbara i na

20



Opsti deo

humanim leukocitima, ¢elijama jetre miseva, pacova, hr¢aka i goveda. Biljni ekstrakti i
Cisti PA (senecionin, integerimin, retrozin i N-oksidi, senecifilin, jakobin 1 senkirkin) iz
biljnih vrsta roda Senecio ispoljavaju mutageni efekat. Heliotrin, senkirkin, retrorzin,
senecifilin 1 ridelin, koji ispoljavaju mutageni efakat na Salmonella typhimurium TA
100, ispoljavaju i tumorogeni efekat na eksperimentalnim Zivotinjama® =",

Ispitivanja tumorogenog efekta makrocikli¢nih diestara PA (retronecinskog,
heliotridinskog i otonecinskog tipa), izolovanih iz tri familije biljaka, pokazala su da su

oni veoma mo¢éni tumorogeni efektori. U tabeli 3 prikazani su rezultati ispitivanja

efekata PA iz biljaka roda Senecio.

Tabela 3. Karcinogeni efekti PA iz biljaka roda Senecio, ispitani na pacovima

PA Tip tumora Referenca
Otonecinski tip PA
Hemangioendotelni sarkom,
Senkirkin 41
Adenom jetre
Hidroksisenkirkin Tumor mozga 42

Hemangioendotelni sarkom,
Petasitenin 43
Adenom jetre

Retronecinski tip PA

Jakobin Tumor jetre 44
Retrorsin Karcinom jetre 44-46
Ridelin Hepatpkarcinom 46
Hemiangioendotelni sarkom,
Senecifilin 46
Adenom jetre
Senecionin Tumor jetre 44,47
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2.5. Biotransformacija (metabolizam) pirolizidinskih alkaloida

Zbog velike zastupljenosti i toksi¢nosti pirolizidinskih alkaloida, mehanizmi
preko kojih oni ispoljavaju toksi¢ni efekat (genotoksicnost i posebno karcinogenost)
predmet su mnogih istrazivanja. Da bi ispoljili toksi¢ne efekte PA se, kao i mnoge druge
toksi¢ne supstance, prethodno metabolicki aktiviraju (biotransformisu).

Nakon uno$enja hranom, pirolizidinski alkaloidi se apsorbuju u tankom crevu.
Manji udeo alkaloida se pomocu nespecificnih esteraza u krvi hidrolizuje do necina 1
necinskih kiselina. Necini su netoksicni i ekskretuju se kao konjugati preko bubrega i
urina. Najveci udeo alkaloida se transportuje u jetru gde se biotransformise.

Metabolizam i putevi metabolitke aktivacije PA su mnogo istrazivani *>2%4%
> Buduéi da retronecinski (I), heliotridinski (IT) i otonecinski (III) tip PA (1,2-

nezasi¢eni PA, Slika 8) ispoljavaju najvecu toksi¢nost i1 tumorogenost kod

eksperimentalnih Zivotinja, njihov metabolizam je najviSe ispitivan.

CH,OH
HQ y (H0H HO g CH0H HO o /2
C@& > X
N CH;
Heliotridin Retronecin Otonecin

Slika 8. Necinske baze PA koje ispoljavaju najvecu toksi¢not

2.5.1. Metabolizam 1,2-nezasic¢enih pirolizidinskih alkaloida — reakcije I faze
biotransformacije
Metabolizam pirolizidinskih alkaloida retronecinskog i heliotridinskog tipa

Kako se retronecinski i heliotridinski tip PA razlikuju samo na C-7 poloZaju (R 1
S stereohemija) njihov metabolizam se moze razmatrati zajedno. Za ova dva tipa PA

postoje tri opSta puta biotransformacije:

22



Opsti deo

1. Hidroliza estarskih funkcionalnih grupa vezanih na C-7 i C-9 polozajima, pri
¢emu se dobijaju necinske baze i1 necinske kiseline. Ovi proizvodi su

netoksi¢ni i lako se ekskretuju iz organizma.

0
o OH
HQ J\% HQ g
7N\ . TN\ —
+
X N OH
0

Ako necinska kiselina koja gradi estarsku vezu sa primarnom alkoholnom
grupom sadrzi razgranat bo¢ni niz, hidroliza nije moguca zbog sternih

smetnji.

2. N-oksidacija necinskih baza do N-oksida. Hidrofilni N-oksidi alkaloida se iz

organizma ekskretuju urinom u toku 24 h.

3. Oksidacija u dva koraka. Prvo se odvija hidroksilovanje necinske baze na C-
3 ili C-8 polozaju, uz stvaranje odgovaraju¢ih 3- ili 8-hidroksinecinskih
derivata. Potom sledi spontana dehidratacija do odgovarajucih

dehidropirolizidinskih derivata (DHP, pirolni estri)*>",

Navedeni metabolicki putevi su ilustrovani na primeru metabolizma ridelina, koji se

odvija u mikrozomima jetre pacova (Slika 9).

Metabolizam PA otonecinskog tipa

Zbog razlika u strukturi necinske baze otonecinskog tipa PA, u odnosu na baze
retronecinskog 1 heliotridinskog tipa, u prvoj fazi reakcija njegove biotransformacije

odvijaju se dva opita metaboli¢ka puta®'>*:

1. Hidroliza estarskih funkcionalnih grupa, pri ¢emu se nastaju odgovarajuce

necinske baze i necinske kiseline.

2. Stvaranje odgovarajucih pirolovih estara (dehidropirolizidinskih alkaloida,

DHPA) kroz oksidativno N-demetilovanje necinske baze (eliminacija molekula
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formaldehida) pra¢eno zatvaranjem prstena i dehidratacijom. Budu¢i da na polozaju C-7
pirolizidinski alkaloidi otonecinskog tipa imaju R apsolutnu konfiguraciju, stvoreni
pirolovi estri imaju necinsku bazu koja je identi¢na bazi PA retronecinskog tipa. Na
Slici 10 prikazani su putevi I faze biotransformacije klivorina (PA otonecinskog tipa)

kod zamoraca.

Ridelin-N-oksid

DHP Dehidroridelin
(pirolov estar)

Slika9.  Opsti putevi metabolizma ridelina (PA retroncinskog tipa) u fazi I

biotransformacije
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Slika 10. Opsti putevi I faze biotransformacije klivorina, PA otonecinskog tipa

Reakcije C- i N-oksidacije necinske baze do reaktivnih pirolovih estara i N-

oksida PA (resp.) katalizuje hepati¢ni enzim citohrom P450 (Cyt P450, oksidaza

39,49,50,52,53,55

mesSovite funkcije) . Pored Cyt P450, oksidaciju PA retronecinskog i

heliotridinskog tipa do odgovaraju¢ih N-oksida katalizuje i flavin-monooksigenaza®®~".

Reakciju hidrolize estarskih grupa PA, do ogovarajuce necinske baze i kiselih

49,50,53,56

komponenata, katalizuju mikrozomalne esteraze jetre . Hidroliza moze biti

katalizovana i citosolnim karboksi-esterazama jetre®>=">.

Bioaktivacija pirolizidinskih alkaloida

Dehidropirolizidinski metaboliti alkaloida (DHPA, pirolovi estri), nastali u
reakcijama I faze biotransformacije (oksidacija i oksidativna demetilacija), su reaktivniji

od pocetnih (nativnih) molekula. Oni su mo¢éni alkiluju¢i agensi. Razlog tome je
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konverzija reaktivnih DHPA u karbonijum jone, sa pozitivnom Sarzom na C-7 necinske

baze (Slika 11).
R: o
#YO ¥/‘YO o{ /_Y
o 0
/
o HzC/ HzC/ p o

N

o CHs
Retronecinski tip Heliotridinski tip Otonecinski tip

Oksida% + Oksidacija

aiife)

H

Oksidacija
N-demetilovanje

u CH,OH /‘\fo G CH,OH
(@)
— =
/
NS OH  H,C Konjugacija sa N/

+ Sat(‘ilsll;iltl;le ® glutationom 7-GSH-DHP
< - —>
/ +
u CHz-Nu
N/ G CH,-SG
—
N Karbonijum-jon //
. . N
. . Hidroliza
Modifikovani X
protein ili 7,9-diGSH-DHP
DNK adukt H CH,OH
; e
Toksicni efekat N/

DHP

Slika 11.  Metabolicki putevi dehidropirolizidinskih alkaloida (DHPA), stvorenih u
fazi I biotransformacije razlicitih tipova PA. Nu: nukleofili na bioloSkim

molekulima, kao $to su —S-protein ili -N-DNK.

Karbonijum-joni mogu brzo da reaguju s nukleofilnim grupama proteina (-SH 1
-NH3) 1 purinskih i pirimidinskih baza DNK. Monoalkilovanjem, odnosno vezivanjem

pirolnog derivata za jedan lanac DNK stvara se adukt koji uzrokuje trajne promene u
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molekulu DNK. Ova modifikacija DNK moze, takode, da dovede do kroslinkinga
izmedu DNK lanaca, kao i proteina i DNK **2%*%%% Kroslinking je omoguéen preko
dve funkcionalne grupe (ma C-7 1 C-9 polozajima) pirolovih estara
(dehidropirolizidinskih alkaloida) i DHP metabolita (Slika 12). Promene biomolekula
imaju za posledicu permanentno oste¢enje gena i hromozoma, promenu deobe celija,

razvoj kancera i ¢ak ¢elijsku smrt.

RCOO) CH,0COR HO CHOH
rm

~ u

N“w CH,OCOR Nu CH, Nu CH,Nu
~ —
N —_— —_— /
N N/ N
® ®
/ I
(I) 0
o= ]I’—OH
0] (0]
baza baza
?
- H0—1|>=0
? NI 0
o= ll’—OH
(0]

0 o
< baza baza
o
b

Slika 12. Povezivanje lanaca DNK preko DHP metabolita alkaloida

Dakle, stvaranje pirolovih estara alkaloida (DHPA) predstavlja metabolicku
aktivaciju PA koja je uzrok ispoljavanja njihovih toksi¢nih efekata (ukljucujuéi
citotoksi¢nost, genotoksi¢nost i tumorogenost PA)*?*>>*%  Yang i saradnici® su
pokazali da ridelin indukuje stvaranje tumora u jetri upravo pokretanjem genotoksi¢nih
mehanizama preko DHP adukata DNK. DHP-adukti DNK, stoga, mogu biti biomarkeri

za PA tumorogenost.
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U slucaju senecionina, pored tri gore opisana puta biotransformacije (i njihovih
proizvoda), dodatno je nadjen hepaticki metabolit trans-4-hidroksi-2-heksenal®.
Pokazano je da ovaj metabolit dovodi do nekroze jetre in vivo.*' Kao i drugi alkenali,
vezuje se za deoksiguanozin, pri ¢emu nastaju adukti molekula DNK.®* PredloZeno je
da heksenal nastaje zbog lipidne peroksidacije indukovane senecioninom®, pa je stoga
metabolizam senecionina razmatran kao bioaktivacija. Indukcija lipidne peroksidacije

pirolizidinskim alkaloidima moze biti ukljuena i u ispoljavanje njihove tumorogene

aktivnosti.

2.5.2. Metabolizam 1,2-nezasic¢enih pirolizidinskih alkaloida — reakcije II faze

biotransformacije

Karbonijum-joni pirolovih estara, stvoreni u I fazi biotransformacije PA, mogu
lako da reaguju sa vodom grade¢i DHP (Slika 11). Mogu da reaguju i sa drugim
endogenim konstituentima, kao S§to je na primer glutation (GSH), pri ¢emu se stvaraju
glutationski konjugati 7-glutationil-6,7-dihidro-1-hidroksimetil-5H-pirolizin (7-GSH-
DHP) ili 7,9-diglutationil-6,7-dihidro-1-hidroksimetil-5H-pirolizin (7,9-diGSH-DHP)
(Slika 11). Reakcija konjugacije sa glutationom pripada reakcijama II faze
biotransformacije i predstavlja opsti put detoksifikacije’>***°. Moze da se odvija bez i u
prisustvu citosolnih ili mikrozomalnih glutation-S-transferaza. Derivati glutationskih

konjugata ekskretuju se urinom.

Reakcija  hidrolize pirolizidinskih  alkaloida (u prisustvu esteraza),
karakteristi¢na za sva tri tipa PA, kao i reakcija N-oksidacije kod PA retronecinskog i

heliotridinskog tipa se, takode, smatraju putevima detoksifikacije.

2.5.3. Ispoljavanje toksi¢nog efekta 1,2-nezasic¢enih pirolizidinskih alkaloida kod

razli¢itih vrsta

Biljke koje sadrze 1,2-nezasi¢ene alkaloide su toksi¢ne za ljude i Zivotinje.

Trovanja mnogih zivotinja, ukljucujué¢i i domace (konje, krave, ovce, piliée...), ovim
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prirodnim proizvodima deSavaju se irom sveta, §to je ve¢ istaknuto u poglavlju 2.4. '*
121K a0 $to je napred redeno, osetljivost stoke na dejstvo PA je razli¢ito. Konji i goveda
PA. One mogu da toleriSu unos S. jacobaea u koli¢ni i do sedam puta vecoj od njihove
telesne tezine. Nadene razlike mogu da budu posledica razlika u apsorpciji PA, u
stvaranju reaktivnih pirola, u konjugaciji 1 ekskreciji PA 1 pirola. Brzina stvaranja
reaktivnih pirola je veéa kod vrsta koje su manje rezistentne na toksi¢nost PA.
Administracija induktora Cyt P450 kod rezistentnih vrsta dovodi do veée sinteze ovog
enzima 1 povecanja osetljivosti za ispoljavanje toksi¢nih efekata PA. Na osnovu
1zlozenog moze se zakljuciti da ¢e toksicnost PA biti odredena odnosom brzine reakcije
stvaranja pirolovih estara 1 brzina reakcija detoksifikacije, odnosno hidrolize,

konjugacije sa glutationom i N-oksidacije.

2.5.4. Metabolizam zasiCenih pirolizidinskih alkaloida

makrocikli¢ni diestri platifilin i rozmarinin podlezu enzimskoj hidrolizi estarske veze na
C-7, uz simultano stvaranje pirola u prstenu A. Za razliku od pirolovih metabolita
nezasic¢enih pirolizidinskih alkaloida, koji su dehidro(B)pirolizidini i gde postoji veoma
reaktivan konjugovan sistem, ovi metaboliti, dehidro(A)pirolizidini su stabilniji i ne

stupaju u reakciju sa nukleofilima (Slika 13).

HO 5
WO
oA H* 0
OH
enzimska
oksidacija ==
—_— > wn R
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R=H; Platifilin
R=0H; Rozmarinin

Slika 13. Metabolicki put zasi¢enih pirolizidinskih alkaloida
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2.6. Prisustvo i rasprostranjenost pirolizidinskih alkloida u

biljnim vrstama

Pirolizidinski alkaloidi su veoma rasprostranjeni u biljnom svetu. Navedeno je
da oko 3 % biljaka cvetnica sadrZe toksi¢ne PA.% Vise stotina PA i njihovih derivata N-
oksida identifikovano je (i njihova stuktura dobro okarakterisana) u preko 6000 biljaka,
koje pripadaju nepovezanim botani¢kim familijama'*®""%: Asteraceae, Boraginaceae,
Fabaceae, Apiaceae, Convolvulaceae, Celestraceae, Proteaceae, Santalaceae,
Sapotaceae, Ranunculaceae, Euphorbiaceae, Orchidaceae, Scrophulariaceae i Poaceae.
NajviSe su zastupljeni u predstavnicima familija Asteraceae (Tussilago farfara,
Petasites sp., Senecio sp., Adenostyles alliariae, Eupatorium sp.), Boraginaceae
(Symphytum sp., Borago officnalis, Anchusa officinalis, Cynoglosum officinale, Echium
sp., Heliotropium sp., Lithospermum sp.) i Fabaceae (Crotalaria sp.),”* a nesto manje u
Apocynaceae 1 sporadi¢no u ostalim familijama. U navedenim familijama, njihovo
postojanje je uglavnom ograni¢eno na nekoliko tribusa (Tr), i rodova, kao Sto je

prikazano u Tabeli 4.

U familiji Asteraceaec (predstavnicima tribusa Senecioneae) nadeni su
makrocikli¢ni 12-toclani alkaloidi, od kojih se naj¢eS¢e pojavljuju senecionin i
otonecinski alkaloid senkirkin. Kao predstavnici tribusa Eupatorieae tipicni su
monoestarski derivati PA. Boraginaceae prvenstveno sintetiSu PA-monoestere, kao $to
je 7- ili 9-angeloilretronecin, i diestre kao §to je echimidin, a za rod Crotalaria glavni

predstavnik PA je 11-to¢lani makrocikli¢ni diestar monokrotalin.
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Tabela 4. Nalazenje PA: pregled familija, podfamilija, tribusa i rodova

Familija /

podfamilija Tribus (Tr) / Rod

Apocynaceae / (Tr) Ecdysanthereae (syn. Apocyneae)

Echitoideae (syn. (Rod) Anodendron.

Apocynoideae) (Tr) Parsonsieae
(Rod) Parsonsia, Urechites, Fernaldia.
(Tr) Nerieae
(Rod) Alafia.

Asteraceae (Tr) Arniceae

(Compositae)/ (Rod) Arnica.

Asteroideae (Tr) Eupatorieae
(Rod) Adenostemma, Ageratum, Chromolaena, Conoclinum, Critonia
(syn. Eupatorium), Eupatorium, Liatris, Trichogonia.
(Tr) Senecioneae
(Rod) Adenostyles, Brachyglottis, Cacalia, Chersodoma, Cineraria
("syn. Senecio), Crassocephalum,Emilia, Doronicum, Erechtites,
Farfugium, Gynura,
(Tr) Homogyne, Jacmaia, Kleinia, Ligularia, Notonia
(syn. Kleinia), Odontocline (syn. Senecio), Petasites,
Senecio, Syneilesis, Tussilago, Werneria.

Boraginaceae/ (Tr) Heliotropieae

Heliotropioideae/ | (Rod) Heliotropium, Tournefortia (syn. Heliotropium),
Messerschmiedia (syn. Ceballosia).

Boraginoideae (Tr) Cynoglosseae

(Rod) Caccinia, Cynoglossum, Lindelofia (syn. Cynoglossum),
Macrotomia, Paracynoglossum (syn. Cynoglossum),

Rindera, Solenanthus (syn. Cynoglossum), Paracaryum,
Trachelanthus (syn. Lindelofia), Trichodesma.

(Tr) Eritrichieae

(Rod) Amsinckia, Asperugo, Cryptantha, Hackelia, Lappula,

Mertensia,
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Tabela 4.

Nastavak

(Rod) Moltkiopsis, Myosotis, Neatostema, Ulugbekia.

(Tr) Boragineae (syn. Anchuseae),

(Rod) Alkanna, Anchusa, Borago, Gastrocotyle (syn. Anchusa),
Nonea (syn. Nonnea),Rindera, Symphytum.

(Tr) Lithospermeae

(Rod) Arnebia, Buglossoides (syn. Lithospermum spec.), Cerinthe,
Lithospermum (syn. Arnebia).

(Tr) Echieae.

(Rod) Echium

Ehretiaceae

(Rod) Ehretia.

Celastraceae

(Rod) Bhesa

Convolvulaceae

(Rod) Ipomoea

Fabaceae
(Leguminosae) /
Papilionoideae

(syn. Faboideae)

(Tr) Sophoreae

(Rod) Alexa, Castanospermum.
(Tr) Genisteae

(Rod) Laburnum, Adenocarpus.
(Tr) Crotalarieae

(Rod) Crotalaria, Lotononis, Buchenroedera (syn. Lotononis).

Orchidaceae /

(Tr) Epidendreae

Orchioideae (Rod) Chysis, Liparis, Hammarbya (syn. Malaxis), Malaxis.
(Tr) Vandeae
(Rod) Doritis (syn. Phalaenopsis), Catasetum.
Kingiella, Phalaenopsis, Trichoglottis, Vanda, Vandopsis.
Poaceae (Tr) Poeae (syn. Festucaceae)

(Gramineae) /

(Rod) Festuca, Lolium, Schismus.

Pooideae /
Panicoideae (Tr) Andropogoneae

(Rod) Thelepogon.
Ranunculaceae (Rod) Caltha
Rhizophoraceae (Rod) Cassipourea
Santalaceae (Rod) Thesium
Sapotaceae (Rod) Mimusops, Planchonella

32




Opsti deo

2.7. Biljna vrsta Rindera umbellata Bunge

Slika 14. Rindera umbellata Bunge

Biljka Rindera umbellata pripada familiji Boraginaceae koja je
zastupljena u Srbiji sa 17 rodova i 56 vrsta. Rod Rindera je dobio ime u Cast lekara
i botani¢ara A. Rindera. MoZe da bude dvogodisnja i videgodisnja biljka” (slika
14). Koren je taman, nezadebljao, osovinski; biljka monokarpna, stablo prosto,
rebrasto, paucinasto dlakavo, 20 do 60 cm visoko, uspravno, u gornjem delu
razgranato, sa gustim listovima. Bazalni listovi su u vreme fruktifikacije suvi,
lancetasti ili duguljasti, 10 do 15 cm dugi, do 2 cm S$iroki, pri osnovi suZeni i
postepeno prelaze u lisne drSke, na vrhu dugo usiljeni, rastresito paucinasto
dlakavi. Listovi na stablu su lancetasti, gornji linearni sede¢i, Siljati, ka vrhu stabla
sve krac¢i. Uvojci mnogobrojni, na vrhu stabla skupljeni u sloZenu Stitastu cvast
(umbellata = Stitasta, lat.), bez braktea. Cvetovi su savijeni nanize, na jako
dlakavim drSkama; caSica bela od vunastih dlaka, oko 10 mm duga, sa dugim

pravostoje¢im okrajcima. Krunica zuckasta, 15 mm duga, sa produzenim, tupim,
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skoro pravostoje¢im reznjevima, ¢ija je duzina oko 5 mm. Stubi¢ daleko isturen iz
krunice; ljuspe tek malo nize od zdrela, crvenkaste, izduzene, 2-3 mm visoke;
antere izduzeno linearne, pri osnovi okrugle, 6 mm duge,vrhovima malo nadvisuju
reznjeve krunice, filamenti oko 5 mm dugi; zig vrlo mali. OraSice glatke, 14-15
mm u precniku, okriljene. Vrsta Rindera umbellata je opSte rasprostranjena u
podunavskim zemljama, raste na peskovitim mestima, u Srbiji se nalazi u

Deliblatskoj i Ramskoj peScari.

2.8. Izolovanje i odredivanje pirolizidinskih alkaloida iz

biljnog materijala

Vise od 50 godina razvijaju se analiticke metode za izolovanje 1 odredivanje
pirolizidnskih alkaloida iz biljnog materijala. Razlozi za razvijanje analitickih metoda
najcesc¢e su bili, odredivanje ukupne koli¢ine alkaloida u nekom biljnom materijalu iz
preventivnih razloga, radi ocuvanje zdravlja ljudi i Zivotinja, ili izolovane alkaloida
kako bi se ispitala njihova aktivnost i odredile njihove strukture za potrebe farmacije,
taksonomije, toksikologije, entomologije i ekologije. U oba slu¢aja postoje zajednicke
faze u postupku koje se odnose na pripremu biljnog materijala, ekstakciju alkaloida iz
biljnog materijala i pre¢iS¢avanje sirovog ekstrakta kako bi se dobila Sto Cistija smeSa
alkaloida. Nakon $to se dode do preciS¢ene smeSe alkaloida ona moZze biti analizirana,
kako bi se odredio ukupni ili pojedinacni sadrzaj alkaloida, ili moze biti dalje
razdvajana kako bi se izolovali Cisti alkaloidi radi odredivanja njihovih struktura i

aktivnosti.

2.8.1. Priprema uzorka biljnog materijala

Analizirani biljni materijal moze biti suv ili svez sa veéim procentom vode.
Ukoliko se radi o kvalitativnoj analizi biljnog materijala, gde je cilj analize samo
detekcija alkaloida u biljci, moze se raditi sa svezim biljnim materijalom. U tom slu¢aju

biljka se moZe potopiti u metanol ili rastvor neke kiseline’*. Za kvantitativnu analizu
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alkaloida iz biljke, neophodno je da biljka bude osusena. Biljni materijal moze biti

776 pod vakumom’’, grejanjem

osuSen na vise nacina: stajanjem na sobnoj temperaturi
u suSnici” ili suenjem zamrzavanjem’’. Suenje grejanjem je najbrzi nadin, ali je
pokazano da u slucaju suSenja polena na 56 °C dolazi do gubitka 50 % N-oksida
cikli¢nih diestara®, tako da je za kvantitativnu analizu pouzdaniji sporiji nagin suSenja
na sobnoj temperaturi. Bez obzira da li se radi o detekciji ili odredivanju pirolizidinskih
alkaloida, biljni materijal (suv ili svez) mora biti pre analize usitnjen i homogenizovan.
Najbolji rezultati za usitnjavanje i homogenizaciju biljnog materijala se postizu

koris¢enjem blendera.

2.8.2. Ekstrakcija pirolizidinskih alkaloida iz biljnog materijala

Pirolizidinski alkaloidi su polarna bazna jedinjenja i kao takva najceSce se
ekstrahuju potapanjem biljnog materijala u metanol ili rastvor neke kiseline
(maceracija). Pored maceracije®', ekstrakcija metanolom moze se vrsiti i uz zagrevanje
sa i bez zakideljavanja®’, potpomognuta ultrazvukom® ili blendiranjem biljke sa
metanolom’®. Soxhlet-ova ekstrakcija metanolom je ¢esto primenjivana za izolovanje

alkaloida iz biljnog materijala’®"**

. Medutim, utvrdeno je da prilikom Soxhlet-ovih
ekstrakcija dolazi do velikog gubitka u prinosu pirolizidinskih alkaloida®®. Metanol
moZe biti zakiSelijen sa vinskom® ili limunskom® kiselinom, ili pomeSan sa
hloroformom’’. Najbolji prinosi, za izolovanje alkaloida iz biljnog materijala sa

83,8990 - oy 91
©77% 1 hlorovodoni¢nom

razblaZzenim kiselinama, postignuti su sa sumpornom
kiselinom. Pri ekstrakciji hlorovodoni¢nom kiselinom dolazi do reakcije sa alkaloidima
koji u svojoj strukturi imaju epoksidnu grupu’’. Do istog problema dolazi pri
ekstrakcijama hloroformom i smeSama hloroforma i drugih rastvaraca, jer hloroform
Cesto sadrzi tragove hlorovodoni¢ne kiseline. U literaturi su zabeleZene i ekstrakcije
alkaloida etanolom’ i vodom®, kao i pokusaji ekstrakcija nepolarnim rastvara¢ima.
Najveci nedostatak ekstrakcija (iz biljnog materijala, meda, mleka i jaja) nepolarnim

93-95

rastvara¢ima je Sto se N-oksidi alkaloida jako slabo ekstrahuju™". Pirolizidinske

alkaloide iz biljnog materijala moguce je ektrahovati i te¢nim ugljen-dioksidom **'*.
Iako se ovim postupkom dobija smesa alkaloida koja ne zahteva dalje pre¢is¢avanje, on

nije zaziveo u rutinskoj primeni jer je skup 1 zahteva posebnu opremu.
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2.8.3. Precis¢avanje pocetnog ekstrakta pirolizidinskih alkaloida

Pocetni ekstrakti biljaka pored pirolizidinskih alkaloida sadrze i razna druga
jedinjenja, koja mogu da ometaju dalji tok razdvajanja i analizu. Primenjuju se dva
nacina za preciS€avanje pocetih ekstrakata: tecno-tecna ekstrakcija i1 tecno-Cvrsta
ekstrakcija. PreciS¢avanje tecno-te€nim ekstrakcijama se smatra klasi¢énim, odnosno
tradicionalnim. Nedostaci ovog nacina precisavanja su trosenje velike koliCine
rastvaraca, dugo trajanje i manja ponovljivost u ondosu na te¢no-Cvrste ekstrakcije.
Nedostatak preciS¢avanja pocetnog ekstrakta te€no-cvrstim ekstrakcijama, u odnosu na

te¢no-teCne ekstrakcije, je manji prinos izolovanih alkaloida.
Tecno-tecne ekstrakcije

Tok preciS¢avanja te¢no-te€nim ekstrakcijama, odnosno broj koraka zavisi od
toga da li su PA iz biljke ekstrahovani organskim rastvaraima i rastvorima kiselina.
Ukoliko su alkaloidi ekstrahovani organskim rastvara¢ima, pre¢is¢avanje ima sledece
Faz608:69:103.

1. Odvajanje ekstrakta od biljnog ostatka cedenjem,

2. Uparavanje organskog rastvarac¢a do suvog ostatka pod snizenim pritiskom,

3. Rastvaranje suvog ostatka u razblazenoj kiselini, najces¢e sumpornoj ili
hlorovodoni¢noj, kako bi alkaloidi bili protovani (u obliku soli), odnosno bolje
rastvorni u vodi,

4. Odmas¢ivanje vodenog rastvora alkaloida, ekstrakcijom metilen-hloridom, kako
bi se iz rastvora uklonila jedinjenja nepolarnija od alkaloida,

5. Povisene pH vrednosti vodenog rastvora alkaloida do bazne sredine, kako bi se
alkaloidi deprotonovali, odnosno smanjila njihova rastvorljivost u vodi,

6. Ekstrakcija alkaloida, iz alkalonog vodenog rastvora, metilen-hloridom, do
negativne reakcije na alkaloide,

7. Uparavanje spojenih metilen-hloridnih ekstrakata alkaloida, pod snizenim
pritiskon, do suvog ostatka (Ciste smeSe alkaloida).

Ukoliko su alkaloidi iz biljnog materijala ekstrahovani rastvorima kiselina,
postupak preciS¢avanja se skracuje za dve faze. Posle cedenja se ekstrakt ne uparava,

odnosno suvi ostatak ne rastvara u razblazenoj kiselini.
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Kada je cilj analize, pored izolovanja pirolizidinskih alkaloida i izolovanje N-
oksida pirolizidinskih alkaloida, nakon ekstrakcija alkalnog vodenog rastvora metilen-
hloridom, alkalni vodeni rastvor se ekstrahuje i n-butanolom do negativne reakcije na
N-okside'”. Ukoliko je cilj odredivanje sadrzaja N-oksida, a ne njihovo izolovanje,
analiza se moze uraditi tako da se kiseli vodeni rastvor alkaloida podeli na dve probe.
Jedna proba se podvrgne klasi¢nim postupku pripreme uzorka za odredivanje alkaloida,
a u drugu probu se doda cink u prahu i izvrsi redukcija N-oksida do alkaloida'®*. Nakon
toga se iz razlike u sadrzaju alkaloida u prvoj i drugoj probi moze odrediti sadrzaj N-

oksida.
Tecno-cvrste ekstrakcije

Za precis¢avanje pocetnih biljnih ekstrakata te¢no-Cvrstim ekstrakcijama, u
literaturi su zabelezene primene tri tipa komercijalno pakovanih kolona: kolone sa

76,86 -
T

inertnom dijatomejskom zemljom '>**'% kolone sa nepolarnim fazama Cg i C g
kolone sa jakim polimernim katjonskim izmenjivagima®**'""'% Sa kolona napunjenih
diatomejskom zemljom, rastvorom amonijaka su uspe$no eluirani cikli¢ni estri
pirolizidinskih alkaloida, a necili¢ni estri veoma loge'””. Kolone pakovane nepolarnom
fazom Cg 1 C;g se nisu dobro pokazale. Efikasnost (rikaveri vrednosti) alkaloida
eluiranih sa Cg kolona su bile male, a sa C3 kolona su zadovoljavajuce, ali je dolazilo
do eluiranja nezeljenih jedinjenja. Najbolji rezultati preciS¢avanja pocetnih ekstrakta
teCno-Cvrstom ekstrakcijom postignuti su sa kolonama pakovanim polimernim
katjonskim izmenjivagima, posebno benzil- sulfonatom'®.

PreciS¢avanje pocetnog ekstrakta te¢no-Cvrstim ekstrakcijama se obic¢no
primenjuje kod rutinskih analiza PA pomoc¢u HPLC-a. Ukoliko se analize izvode
pomoc¢u GC ili neke druge metode ovako pripremljen uzorak obi¢no nije pogodan, jer se
pri eluiranju alkaloida sa kolone koristi amonijak ili amonijak u metanolu. Za GC i
veéinu drugih metoda pogodnije je pripremati uzorak klasicnim tecno-tecnim
ekstrakcijama. Takode, prilikom izolovanja alkaloida iz biljnog materijala u cilju
njihovog daljeg razdvajanja radi odredivanja strukture i aktivnosti, bolje je primenjivati

te¢no-tecne ekstrakcije.
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2.8.4. Izolovanje Cistih pirolizidinskih alkaloida iz preciS¢ene smeSe

Cisti alkaloidi se mogu izolovati iz smese alkaloida na vi$e na¢ina: razdvajanjem
na koloni, tankoslojnom preparativnom hromatografijom, gasnom preparativnom
hromatografijom i HPLC-om sa preparativnom kolonom za razdvajanje. Za razdvajanje
pirolizidinskih alkaloida na koloni najces¢e se primenjuju kolone pakovane silika-
gelom'"™ i aluminijum-oksidom'>''®.  Za  razdvajanje  diastereoizomera
pirolizidinskih alkaloida, kolona se pakuje staklenim prahom impregniranim rastvorom
boraksa ili alkalisanim silika-gelom."”"!'®

Preparativna tankoslojana hromatografija se Cesto primenjuje za razdvajanje
alkaloida, a kao adsorbensi koriste se silika-gel i aluminijum-oksid. Najuspesnije
razdvajanje se postize kada se kao eluent upotrebi sistem rastvaraca metilen-

119,120
1

hlorid/metanol/amonijak u odnosu 85/14/ . Razdvajanje alkaloida na gravitacionoj

koloni i pomoc¢u tankoslojne preparativne hromatografije ograni¢ava broj alkaloida u

x:121
SMmMeES1

. Ukoliko je on veci od Sest, vrlo je teSko izolovati Ciste alkaloide. U takvim
sluc¢ajevima mnogo veca efikasnost razdvajanja se postize pomocu preparativne GC 1
HPLC-a. Ogranicenje u primeni gasnoe hromatografije je temperatura, tako da se samo
mali broj pirolizidinskih N-oksida moze razdvojiti i detektovati. Najefikasnije resenje je
razdvajanje smeSe alkaloida preparativnim HPLC-om. Ovom tehnikom je moguce
razdvojiti veliki broj alkaloida u smesi, bez obzira da li se radi o PA ili njihovim N-

oksidima.

2.8.5. Hromatografske metode u identifikaciji i odredivanju izolovanih

pirolizidinskih alkaloida

Gasna hromatografija (GC)

Gasna hromatografija ima veliku primenu u identifikaciji 1 odredivanju
izolovanih pirolizidinskih alkaloida. Identifikacija je (do pojave masenih detektora sa
kojima je identifikacija znacajno olakSana) vrSena na osnovu retencionog vremena
alkaloida u zavisnosti od tipa kolone”. Kolone koje se koriste za razdvajanje
pirolizidinskih alkaloida mogu biti manje ili viSe polarne: DB1, HP5 i DB17. Kao

detektori pri odredivanju pirolizidinskih alkaloida najces¢e su koris¢eni FID, NPD i
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MS. Mana gasne hromatografije je nemoguc¢nost odredivanja N-oksida pirolizidinskih
alkaloida, koji su nestabilni na temperaturama potrebnim za njihovo isparavanje. U cilju
postizanja boljeg razdvajanja alkaloida gasnom hromatografijom i izgleda pika,
koris¢ene su razli¢ite metode za derivatizaciju pirolizidinskih alkaloida. Sililovanjem'**
alkaloida dobijaju se trimetilsilil-etri. Sililovanje nije uspe$no na vicinalnim diolnim
grupama alkaloida. Iz tog razloga derivatizacija vicinalnih diolnih grupa se wvrsi

123,124

derivatima borne kiseline , a alkil-borati se nakon toga sililuju.

Gasna hormatografija-masena spektrometrija (GC-MS)

Za brzu identifikaciju pirolizidinskih alkaloida najvecu primenu ima GC-MS.
Molekulska masa alkaloida, najées¢e se moze utvrditi samo ukoliko se koristi hemijska

125,126 127 .
126 570butanom'?’ i

jonizacija. Hemijska jonizacija PA se najcesce izvodila metanom
amonijakom'**'***°_ Pirolizidinski alkaloidi izolovani iz iste biljke Gesto imaju jednake
molekulske mase, pa se njihove strukturne razlike mogu utvrditi na osnovu razli¢itih
fragmentacija dobijenih elektronskom jonizacijom. Identifikacija pirolizidinskih
alkaloida je olakSana posle objavljivanja radova koji sadrze podatke o retenciomim
vremenima alkaloida dobijenim pri koris¢enju odredenih kolona i hromatografskih
uslova i njihovih fragmentacija pri elektronskoj jonizaciji’"'**'"*!. Pored toga, u
komercijalnim bibliotekama masenih spektara, vremenom se povecava broj masenih
spektara pirolizidinskih alkaloida. Primenom novijih metoda, kao §to su GC-MS-MS,
GC-GC-MS i GC-TOFMS, znafajno je poboljsano odredivanje pirolizidinskih

alkaloida.'*

Tecna hromatografija visokog razlaganja (HPLC)

Tecna hromatografija visokog razlaganja (HPLC) je nedestruktivna metoda koja
omogucava razdvajanja pirolizidinskih alkaloida i N-oksida u istoj analizi, poSto nema
potrebe da se N-oksidi prethodno redukuju. Razdvajanja su vrSena sa razli¢itim
kombinacijama stacionarnih i mobilnih faza. Kada se koristi reversna fazna kolona,

pirolizidinski alkaloidi se eluiraju pre N-oksida sa kiselom mobilnom fazom’’. Sa druge
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strane, u baznoj mobilnoj fazi N-oksidi su polarniji od odgovaraju¢ih neutralnih
alkaloida i eluiraju se ranije'”. Na C ;s koloni postignuto je znatno bolje razdvajanje
nego na Csg, ali dobri rezultati se dobijaju samo u baznim uslovima (pH 10-11) i sa
duzim trajanjem razdvajanja®’. Sa smanjivanjem pH vrednosti i vremena trajanja
analize, rezultati razdvajanja su losiji. Detekcija alkaloida do pojave MS detektora
najcesce se vrsila pomocu UV detektora. Detekcija nezasi¢enih pirolizidinskih alkaloida
na niskoj i nespecificnoj talasnoj duzini (220 nm) je bila otezana, zbog Cega je izbor

eluenata bio ogranicen.

Tecna hromatografija visokog razlaganja-masena spektometrija (HPLC-MS)

Primena masenih detektora u te¢noj hromatografiji visokog razlaganja prevazisla
je mnoge ranije probleme u analitici pirolizidinskih alkaloida: redukciju N-oksida,
temperature na kojima se jedinjenja raspadaju i probleme sa UV detektorom vezane za
osetljivost 1 neselektivnost talasnih duzina. Azot u prstenu alkaloida se moze lako
protonovati 1 zato se vecina odredivanja PA radi u pozitivnom modu jonizacije.
Jonizacija alkaloida i N-oksida se najcesce vrsi elektron-sprej jonizacijom i hemijskom
jonizacijom na atmosferskom pritisku. Elektron-sprej jonizacija obi¢no zahteva kiselu
mobilnu fazu, sa kojom je razdvajanje alkaloida loSije u odnosu na baznu mobilnu fazu.
Hemijska jonizacija pri atmosferskom pritisku je znatno osetljivija kada se koristi bazna
mobilna faza (pH 9-10), ali je jonizacija polarnih N-oksida znatno manja u odnosu na
elektron-sprej jonizaciju'® '**. Glavni problem kod identifikcije alkaloida HPLC-MS
metodama je Sto molekulski jon moze da odgovara vecem broju razliitih
pirolizidinskih alkaloida. Taj problem je delimi¢no prevaziden upotrebom tandemne
masene spektrometrije i MS" spektrometrije. Glavni problem kod odredivanja alkaloida
je mali broj dostupnih komercijalnih standarda u odnosu na broj poznatih alkaloida,
tako da se joS uvek ne moze re¢i koja je metoda, HPLC-MS ili GC-MS, bolja za

odredivanje pirolizidinskih alkaloida, jer i jedna i druga imaju prednosti i ogranicenja.
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2.8.6. Nuklearna magnetna rezonanca (NMR)

Struktura pirolizidinskih alkaloida se uglavnom odreduje primenom NMR

100-102,135
’ sa tabelarno

spektroskopije. Do sada je objavljeno vise revijalnih radova
prikazanim "H NMR i *C NMR podacima, §to znagajno olak$ava utvrdivanje struktura
izolovanih jedinjenja. Primena 2D NMR metoda olakSava utvrdivanje stereohemije
alkaloida. NajviSe podataka o strukturi nekog alkaloida dobija se iz "H NMR spektra,
narocito vrednosti hemijskog pomeranja protona necinske baze (C-2, C-6, C-7, C-8 ili
C-9). Necinska baza je obi¢no mono-oksigenovana na C-9 ili di-oksigenovana na C-7 i
C-9, a ponekad su oksigenovani i C-2 ili C-6. Hidroksilna grupa na C-7 identifikuje se
na osnovu signala geminalnog protona na 6 ~ 4,5, a hidroksilovani C-9 se prepoznaje na
osnovu signala na 6 ~ 3,5, koji poti¢e od H-9. Ukoliko su oba C atoma esterifikovana
signali geminalnih protona se pomeraju ka nizem polju za priblizno 1ppm. Ako nema
hidroksilne grupe na C-7 protoni su obi¢no neekvivalentni i njihova pomeranja su u
oblasti & 1,5-2,2. O mono- ili diestrima acikli¢nih alkaloida ili o makrocikli¢nim
diestrima zakljucuje se takode na osnovu poloZaja signala protona na C-7 1 C-9. Protoni
na C-9 su Cesto neekvivalentani, posebno u makrociklicnim diestrima, a Ady9 u nekim
slu¢ajevima moze da ukaze na veli¢inu makrociklicnog prstena. Kod jedanestoclanih
7,9-diestarskih prstenova ova razlika je 0,15 -1,24 ppm, ali kod vecine ispod 1,0 ppm,
dok kod dvanaestoclanih ona iznosi 0,08 - 1,54 ppm, a kod malo viSe od polovine
razmatranih jedinjenja ova vrednost je ispod 1,0 ppm. Dakle, Ady.9 ima dijagnosticku
vrednost samo za 12-oClane prstenove kada se kre¢e izmedu 1,25 i 1,55 ppm. Za
trinaestoClane 7,9-diestre ne uocava se nikakav trend, dok je kod 6,9-diestara Ady.9
vrednost u opsegu 1,58 - 1,65 ppm, i znacajno je viSa od najveée vrednosti za 12-oclani
prsten alkaloida. Svi 14-oc€lani tipovi prstena imaju Adp9 u opsegu od 0,75 do 0,95
ppm. H-8 signal je pomeren ka viSim vrednostima hemijskog pomeranja za N-okside, a
izostaje kod pirolizidinskih alkaloida otonecinskog tipa. Na zasi¢enje baze obicno
ukazuje polozaj H-2 signala: kod zasi¢enih baza je na 6 ~ 2,0-2,5 ppm, kod nezasi¢enih
na ~5,8 ppm 1 kod 2-hidroksi baza na ~ 4,0 ppm. Ako je C-6 hidroksilovan hemijsko
pomeranje H-6 je ~ 4,0, a ako nije, njegov signal je obi¢no na & ~ 2,0. Hemijsko
pomeranje H-6 moze takode biti preliminarni pokazatelj stereohemije necinske baze;
kod alkaloida sa retronecinskim tipom baze multiplet protona H-6 se obi¢no javlja na o

vrednosti viSoj od 2,3 ppm, a kod heliotridinskog tipa na nizoj. Kod necinskih kiselina
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su za prepoznavanje njihove strukture najkorisnija hemijska pomeranja karakteristi¢na
za vinilne-protone, jer protoni £ 1 Z dvostrukih veza imaju razli¢ita hemijska pomeranja.
Vrednosti & za uobicajeniju Z konfiguraciju su oko 6 ppm, kao Sto je to slucaj kod
angeli¢ne kiseline (6~6,0), saracinske kiseline (~86,2) i kod mnogih makrocikli¢nih
alkaloida (npr. retrorzin & 5,71; senecionin o 5,71 i senecifilin 6 5,83). Signali vinilnih
protona kod E konfiguracije imaju hemijsko pomeranje vise za 0,5 ppm ili viSe od onih
kod Z konfiguracije. Tako &y kod tiglicne kiseline iznosi 6,6 ppm, za izosaracinsku 6,8
ppm, a za makrocikle kao $to su integerimin i spartioidin 6,52, odnosno 6,70 ppm.
Uopsteno, oblik signala vinilnog protona necinske kiseline (kvartet) omogucéava

njegovo razlikovanje od signala nezasi¢enog protona H-2 (proSireni singlet).

2.8.7. Ostale metode za odredivanje pirolizidinskih alkaloida

Spektrofotometija se primenjuje za odredivanje ukupnog sadrzaja alkaloida.
Najée$ée primenjivani reagensi su Erlich-ov'®® i metil-oranz za nezasicene
pirolizidinske alkaloide'*"'**,

Kapilarna elektoforeza se moze primenjivati za odredivanje ograni¢enog broj
alkaloida'**'.

Protocna injekciona analiza se primenjuje za odredivanje pirolizidinskih
alkaloida 1 N-oksida. Zasniva se na ispoljavanju hemoluminiscencije alkaloida nakon
reakcije sa tris (2,2-bipiridil)rutenijumom(II) ili kalijum-permaganatom'*.

Diferencijalna pulsna polarografija se pokazala kao dobra metoda za
odredivanje alkaloida u koncentracionom opsegu od 1 do 30 ppm, ali su u literaturi
zabelezena samo dva primera ovakvih analiza'*""'*%,

Imunohemijske metode odredivanja imaju visoku selektivnost i veliku osetljivost

pri kvantifikaciji odredenih pirolizidinskih alkaloida. Najc¢e$¢e primenjivane metode su

RIA i ELISA'#14,
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3.1. Aparati i hemikalije

GC-MS analize su radene na Agilent 7890A GC sistemu opremljenom sa 5975C
inert XL EI/CI MSD 1 FID detektorom. Koris¢ena je kolona HP-5 MS (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) pre¢nika 25 mm, duzine 30 m, i debljine filma 0.25
um. Uzorci su injektirani u split-less modu. Zapremina injektiranih uzoraka je bila 0,2
ul, 1 pl i3 pl, a temperature injektora 250 °C. Gas nosac je helijum sa protokom 1.1
ml/min. Temperaturni program je podeSen linarno od 100-325 °C, sa povecanjem od 10
°C/min, i1 zadrZzavanjem na 325 °C u trajanju od dva minuta. Transfer linija je podeSena
na 325 °C, a temperatura FID detektora na 300 °C. EI maseni spektri (70 eV) su snimani

u opsegu 45-450 m/z, a temperatura jonskog izvora je bila 230 °C.

NMR spektri su snimani na spektrometrima Varian Gemini 2000 (200 MHz za
'H i °C), Bruker AMX 500 i Bruker Avance 111 500 (500 MHz za 'H i "*C). Uzorci su
snimani na sobnoj temperaturi i u NMR kivetama pre¢nika 5 mm. Kao rastvara¢
koris¢en je CDCI3 i njegovi signali su koriS¢eni kao referentni. Hemijska pomeranja o

su izrazena u ppm jedinicama, a konstante kuplovanja (J) u Hz.

Hromatografija na tankom sloju (TLC) radena je na aluminijumskim plocama
debljine 0,25 mm (Kieselgel 60 F,s4, Merck, Darmstadt, Nemacka), a preparativna TLC
na staklenim ploc¢ama (20 x 20 cm) debljine 0,75 mm (Kieselgel 60 Fys4).

Ultrazvuéno kupatilo USK Ei Ni§ i rotacioni mikser, napravljen za potrebe
laboratorije, koriS¢eni su tokom optimizacija postupka izolovanja PA iz biljnog

materijala.

Podesavanje pH vrednosti rastvora je radeno na uredaju PHS-38W SERIES

(Microprocessor pH/mV meter).

Koriséene su slede¢e hemikalije: standard pentakozana Sigme (USA), sumporna
kiselina p.a. Zorke (Sabac) i amonojak p.a. NRK InZinjeringa (Beograd). Za
ekstrakciju pirolizidinskih alkaloida iz biljnog materijala koriS¢eni su metanol, etanol i

metilen-hlorid, koji su pre upotrebe predestilovani.
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3.2. Biljni materijal

Biljni materijal R. umbellata Bunge sakupljen je u Deliblatskoj pescari, juna
2011. godine. Berba je izvrSena na latitudi N 44°57'58" 1 longitudi E 21°1'48".
Herbarijumski primerak se nalazi u Herbarijjumu BioloSkog fakulteta u Beogradu, zaveden
pod brojem BEOU 17070.

Sakupljene biljke su osusene na sobnoj temperaturi tokom petnaest dana. Za
svaki eksperiment potrebna koli¢ina biljnog materijala je usitnjena i homogenizovana

blendiranjem.

3.3. Izolovanje pirolizidinskih alkaloida iz biljnog materijala

R. umbellata Bunge

Osuseni i usitnjeni biljni materijal R. umbellata (210 g) je potopljen u 1,0 L
metanola na sobnoj temperaturi i tamnom mestu. Nakon sedam dana metanolni ekstrakt
je cedenjem na Bihnerovom levku odvojen od biljnog ostatka i uparen pod sniZzenim
pritiskom. Dobiveno je 22 g suvog ekstrakta, koji je rastvoren u 150 ml sumporne
kiseline (C=1 mol/L). Kiseli rastvor alkaloida je odmasc¢en metilen-hloridom (2 x 70
ml), nakon cega je u rastvor dodat amonijak do pH=9. Iz alkalnog rastvora alkaloidi su
ekstrahovani metilen-hloridom (3 x 100 ml). Metilen-hloridni ekstrakti su spojeni i
upareni do suva pod sniZzenim pritiskom. SmeSa preciS¢enih alkaloida je razdvojena
preparativnom tankoslojnom hromatografijom na silka-gelu. Sistem za eluiranje je bio
metilen-hlorid : metanol : amonijak (9 : 1 : 0,1), a ploCe su tri puta uzastopno razvijane.
Trake alkaloida su detektovane pomocu 50 % sumporne kiseline 1 Dragendorff-ovog
reagensa. Na ovaj nacin izolovano je Sest Cistih pirolizidinskih alkaloida: 7-
angeloilheliotridan (6,4 mg), 7-angeloilheliotridin (1,2 mg), lindelofin (49,0 mg), 7-
angeloilrinderin (7,8 mg), punktanecin (1,5 mg) i heliosupin (23,1 mg). Strukture
pirolizidinskih  alkaloida su utvrdene NMR spektroskopijom 1 masenom

spektrometrijom.
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3.4. Spektralni podaci izolovanih pirolizidinskih alkaloida

7-Angeloilheliotridan
CIMS [M+H]" m/z 240; EIMS [M]" m/z 239;

13C NMR (50 MHz, CDCl3) 8: 168,5 (s, C-17), 139,4 (d, C-3), 127,4 (s, 2”), 74,8 (d,
C-8), 72,6 (d, C-7), 63,2 (t, C-9), 54,3 (t, C-3), 53,8 (t, C-5), 44,5 (d, C-1), 32,7 (t, C-6),
28,8 (t, C-2), 20,4 (q, C-57), 15,9 (q, C-4”);

'H NMR: (200 MHz, CDCl5) &: 6,13 (1H, qq, J1 = 7,3 Hz, J o= 1,4 Hz, H-3"), 5,19 (1H,
m, H-7), 3,79 (2H, d, J = 6,9 Hz, H-9), 3,50 (1H, m, H-8), 3,24 (1H, m, H-5b), 3.06
(1H, m, H-3b), 2,83 (1H, m, H-5a), 2,63 (1H, m, H-3a), 2,63 (1H, m, H-1), 2,00 (2H, m,
H-6), 1,99 3H, m, J; = 7,2 Hz, J, = 1,4 Hz, H-4), 1,86 (3H, m, H-5"), 1,40 (2H, m, H-
2);

7-Angeloilheliotridin
CIMS [M+H]" m/z 238; EIMS [M]" m/z 237;

'"H NMR: (200 MHz, CDCl5) &: 6,13 (1H, qq, J: = 6,5 Hz, J, = 1,4 Hz, H-3"), 5,62 (1H,
brs, H-2), 5,12 (1H, m, C-7), 4,36 (2H, br s, H-9), 4,06, (1H, m, H-8), 3,90 (1H, m, H-
3b), 3,32 (1H, m, H-3a), 3,16 (1H, m, H-5b), 2,85 (1H, m, H-5a), 2,00 3H, m, J; = 7,4
Hz, J, = 1,4 Hz, H-4”), 1,91 (2H, m, H-6), 1,87 (3H, m, J = 1,4 Hz, H-5”);

Lindelofin
CIMS [M+H]" m/z 286; EIMS [M]" m/z 285;

C NMR (50 MHz ,CDCl3) &: 174,8 (s, C-1'), 83,0 (s, C-27), 69,1 (d, C-3"), 67,0 (d, C-
8), 64,4 (t, C-9), 55,7 (t, C-5), 53,6 (t, C-3), 39,8 (d, C-1), 32,9 (d, C-5°), 26,2 (t, C-2),
25,8 (t, C-7), 25,7 (t, C-6), 16,9 (q, C-7"), 16,8 (g, C-6"), 16,4 (q, C-4’);

'H NMR (200 MHz, CDCl;) &: 4,30 (2H, br d, J = 7,2 Hz, H-9), 4,09 (1H, q, J = 6,4
Hz, H-3°), 3,66 1H, m, H-8), 3,43 (1H, m, H-3a), 2,91 (1H, m, H-5a), 2,65 (1H, m, H-
5b), 2,50 (1H, m, H-3b), 2,00 (1H, m, H-1), 1,96 (1H, m, H-5"), 1,70 (2H, m, H-2 ),

45



Eksperimentalni deo

1,60 (2H, m, H-6), 1,53 (2H, m, H-7), 1,21(3H, d, J = 6,2 Hz, H-4"), 0,97 (3H, d, J =
7,2 Hz, H-7°), 0,92 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-6");

7-Angeloilrinderin
CIMS [M+H]" m/z 382;

13C NMR (50 MHz, CDCl3) 8: 1752 (s, C-1"), 168,1 (s, C-1), 138,9 (d, C-3"), 134,5 (s,
C-1), 129,3 (d, C-2), 127,6 (s, 2), 82,9 (s, 2°), 79,2 (d, C-8), 76,9 (d, C-7), 69,3 (d, C-
3%), 62,2 (t, C-3), 62,2 (t, C-9), 54,2 (t, C-5), 32,8 (d, C-5), 30,2 (t, C-6), 20,4 (q, C-57),
17,3 (g, C-4"), 17,1 (q, C-6"), 16,7 (q, C-7°), 15,8 (q, C-4”);

'"H NMR (200 MHz, CDCl;) &: 6,2 (1H, qq, J1 = 6.9 Hz, J,= 1,4 Hz, H-3"), 5,85 (1H,
brs, H-2), 5,17 (1H, br s, H-7), 4,95 (2H, br s, H-9), 4,09 (1H, q, J = 6,4 Hz, H-3"), 4,06
(1H, m, H-8), 3,96 (1H, br d, H-3b), 3,36 (1H, m, H-3a), 3,20 (1H, m, H-5b), 2,86 (1H,
m, H-5a), 2,08 (1H, m, J = 6,9 Hz, H-5"), 1,98 (3H, m, J; = 6,9 Hz, J,= 1,4 Hz, H-4"),
1,92 (2H, m, H-6), 1,87 (3H, m, J = 1,4 Hz, H-5”), 1,27 (3H, d, J = 6,4 Hz, H-4"), 0,94
(3H, d, J = 6,6 Hz, H-6"), 0,93 3H, d, J = 6,9 Hz, H-7°);

Punktanecin
CIMS [M+H]" m/z 384;

"H NMR (200 MHz, CDCl5) &: 6,10 (1H, qq, J1= 7,9 Hz, J, = 1,4 Hz, H-3”), 5,10 (1H,
dd , H-7), 4,38 (2H, dd, H-9), 4,04 (1H, m, H-3"), 3,60 (1H, m, H-8), 3,22 (1H, m, H-
3b), 2,66 (1H, m, H-3a), 3,02 (1H, m, H-5b), 2,75 (1H, m, H-5a), 2,14 (1H, m, J = 6,6
Hz, H-5"), 2,02 (2H, m, H-2), 2,00 (1H, m, H-1), 2,00 (1H, m, H-6b), 1,97 (3H, m, J1 =
7,4 Hz, J, = 1,4 Hz, H-4”), 1,94 (1H, m, H-6a), 1,87 3H, m, J = 1,4 Hz, H-5"), 1,21
(3H, d, J = 6,6 Hz, H-4"), 0,93 3H, d, J = 6,8 Hz, H-6), 0,92 (3H, d, J = 6,9 Hz, H-7");

Heliosupin
CIMS [M+H]" m/z 398;

3C NMR (125 MHz, CDCl3) 8: 174,3 (s, C-1"), 168,1 (s, C-1"), 139,8 (s, C-1), 139,7
(d, C-3"), 128,9 (d, C-2), 127,2 (s, 2”), 82,8 (s, 2°), 79,1 (d, C-8), 76,7 (d, C-7), 73,8 (s,
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C-5%), 69,8 (d, C-3”), 62,0 (t, C-9), 61,9 (t, C-3), 54,1 (t, C-5), 30,0 (t, C-6), 25,9 (q, C-
6), 24,8 (q, C-7), 20,4 (g, C-5), 185 (q, C-4), 15.9 (q, C-4");

'"H NMR (500 MHz, CDCl;) &: 6,16 (1H, qq, J1= 7,2 Hz, J, = 1,5 Hz, H-3”), 5,92 (1H,
brs, H-2), 5,24 (1H, m, H-7), 5,04 (1H, br d, J = 13 Hz, H-9a), 4,93 (1H, br d, J = 13
Hz, H-9b), 4,21 (1H, q, J = 6,5 Hz, H-3"), 4,41 (1H, m, H-8), 4,16 (1H, m, H-3a ), 3,47
(1H, m, H-3b), 3,38 (1H, m, H-5a), 2,97 (1H, m, H-5b), 2,04 (2H, m, H-6), 1,98 (3H,
dq, J1= 7,2 Hz, J,=1,5 Hz, H-4”), 1,88 (3H, m, J = 1,5 Hz, H-5”), 1,30 (3H, s, H-7"),
1,28 (3H, d, J = 7,0 Hz, H-4"), 1,26 (3H, s, H-6");

3.5. Maceracija biljnog materijala u metanolu

Usitnjeni 1 homogenizovani uzorci (1,00 g) biljnog materijala su potopljeni u 30
ml metanola i ostavljeni na sobnoj temperaturi i tamnom mestu tokom 1, 2, 3,41 5
dana. Zatim su procedeni na Bihnerovom levku i metanolni ekstrakt je uparen do suva
pri snizenom pritisku. Suvi ekstrakt je rastvoren u 30 ml sumporne kiseline (C=1 mol/L)
1 odmasc¢en sa dve porcije metilen-hlorida od 30 ml. U kiseli rastvor je postepeno
dodavan amonijak, odnosno pH rastvora je podeSen na 9. Pirolizidinski alkaloidi su iz
alkalnog rastvora ekstrahovani sa tri porcije metilen-hlorida od po 30 ml. Metilen-
hloridni ekstrakti su spojeni i upareni do suva pri snizenom pritisku. U precis¢enu
smesu pirolizidinskih alkaloida dodato je 10 pL rastvora pentakozana (inertni standard)
u metilen-hloridu (C=1,3550 g/L). Smesa je zatim rastvorena u 1,00 ml metilen-hlorida,
a sadrzaj smese (prinosi svakog od Sest izolovanih alkaloida) je odreden GC/MS-FID

analizom. Svi eksperimenti su radeni kao tri probe.

3.6. Maceracija biljnog materijala u etanolu

Odmereni su uzorci mase 1,00 g usitnjenog 1 homogenizovanog biljnog
materijala i potopljeni u 30 ml etanola. Uzorci su ostavljeni na sobnoj temperaturi i
tamnom mestu u trajanju od 1, 2, 3, 4 1 5 dana. Po isteku vremena etanolni ekstrakt je od

biljnog materijala odvojen cedenjem kroz Bihnerov levak i uparen do suva pri snizenom
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pritisku. Suvi ekstrakt je rastvoren u 30 ml rastvora sumporne kiseline (C=1 mol/L) 1
odmasc¢en sa dve porcije metilen-hlorida od po 30 ml. Kiselom rastvoru je zatim dodat
amonijak do pH=9. Pirolizidinski alkaloidi su iz alkalnog rastvora ekstrahovani sa tri
porcije metilen-hlorida od po 30 ml. Metilen-hloridni ekstrakti su spojeni i upareni do
suva pri snizenom pritisku. U preciS¢enu smesu pirolizidinskih alkaloida dodato je 10
uL standardnog rastvora pentakozana u metilen-hloridu (C=1,3550 g/L). SmeSa PA je
rastvorena u 1,00 ml metilen-hlorida, a sadrzaj smeSe odrden je GC/MS-FID analizom.

Svi eksperimenti su radeni kao tri probe.

3.7. Maceracija biljnog materijala u rastvoru sumporne

kiseline (C=1 mol/L)

Uzorci suve, usitnjene i homogenizovane biljke (1,00 g) su potopljeni u 30 ml
rastvora sumporne kiseline (C=1 mol/L) i ostavljeni na sobnoj temperaturi i tamnom
mestu tokom: 1, 2, 3, 4 1 5 dana. Potom su procedeni kroz Bihnerov levak, odmaséeni sa
dve porcije metilen-hlorida (2 x 30 ml). U kiseli rastvor dodat je amonijak do pH 9. 1z
alkalnog rastvora su pirolizidinski alkaloidi ekstrahovani sa tri porcije metilen-hlorida
od po 30 ml. Metilen-hloridni ekstrakti su spojeni i upareni do suva pri snizenom
pritisku. U preciS¢enu smeSu pirolizidinskih alkaloida dodato je 10 pL standardnog
rastvora pentakozana u metilen-hloridu (C=1,3550 g/L). Smesa je rastvorena u 1,00 ml
metilen-hlorida, a sadrzaj smeSe je odrden GC/MS-FID analizom. Svi eksperimenti su

radeni u triplikatu.

3.8. Optimizacija koncentracije rastvora sumporne Kiseline za

ekstrakciju biljnog materijala

Usitnjeni 1 homogenizovani uzorci osuSenog biljnog materijala (1 g) su
potopljeni u 30 ml sumporne kiseline razli¢ite koncentracije: 0,05 mol/L; 0,10 mol/L;

0,25 mol/L; 0,50 mol/L; 0,75 mol/L; 1,00 mol/L; 1,25 mol/L i 1,50 mol/L. Maceracija
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na tamnom mestu 1 sobnoj temperaturi je trajala Cetiri dana. Biljni materijal je
odstranjen cedenjem kroz Bihnerov levak, a ekstrakt je odmaS¢en sa dve porcije
metilen-hlorida (2 x 30 ml). U kiseli rastvor je dodat amonijak do pH 9. Pirolizidinski
alkaloidi su i1z alkalnog rastvora ekstrahovani metilen-hloridom (3 x 30 ml). Metilen-
hloridni ekstrakti su spojeni 1 upareni do suva pri sniZenom pritisku. Smesi
pirolizidinskih alkaloida dodato je 10 pL standardnog rastvora pentakozana u metilen-
hloridu (C=1,3550 g/L). Smesa je rastvorena u 1,00 ml metilen-hlorida, a sadrzaj smese
(prinosi svakog od Sest izolovanih alkaloida) je odrden GC/MS-FID analizom. Svi

eksperimenti su radeni kao tri probe.

3.9. Izbor tehnike za efikasnu ekstrakciju pirolizidinskih
alkaloida. Odredivanje optimalnog vremena trajanja

ekstrakcije sumpornom kiselinom.

Uzorci osusenog biljnog materijala (1 g) su ekstrahovani sa 30 ml sumporne
kiseline (C=1 mol/L) tokom 1, 2, 3, 4 i 5 dana na sobnoj temperaturi razli¢itim
tehnikama  ekstrakcije: maceracija, ultrazvucna ekstrakcija i ekstrakcija pomocu
rotacionog miksera. Ultrazvucna ekstrakcija je trajala deset sati tokom jednog dana.
Nakon cedenja na Bihnerovom levku uzorci su odmasceni metilen-hloridom (2 x 30 ml)
i potom zaalkalisani amonijum-hidroksidom do pH 9. Pirolizidinski alkaloidi su
ekstrahovani sa tri porcije metilen-hlorida od po 30 ml, ekstrakti su spojeni i1 upareni do
suva pri snizenom pritisku. U suvi ostatak PA dodato je 10 pL standardnog rastvora
pentakozana u metilen-hloridu (C=1,3550 g/L) i 1,00 ml metilen-hlorida i u njoj je
odreden prinos svakog od Sest izolovanih i okarakterisanih alkaloida. Svi eksperimenti

su radeni u triplikatu.
3.10. Optimizacija zapremine rastvora sumporne Kiseline

Uzorci usitnjene 1 homogenizovane biljke (1,00 g) su ekstrahovani tri dana na
rotacionom mikseru sa razliitim zapreminama rastvora sumporne kiseline (C=1

mol/L): 25, 30, 35, 40, 45 i 50 ml, a potom procedeni na Bihnerovom levku.
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Odmascivanje kiselih ekstrakata uradeno je sa dve porcije metilen-hlorida (2 x 30 ml).
Ekstrakti su dalje tretirani kao Sto je opisano u Poglavlju 3.9. Svi eksperimenti su radeni

kao tri probe.

3.11. Optimizacija uslova za alkalnu ekstrakciju

pirolizidinskih alkaloida

Biljni materijal (1,00 g), usitnjen i homogenizovan, je ekstrahovan tri dana na
rotacionom mikseru sa 30 ml sumporne kiseline (C=1 mol/L). Uzorci su procedeni su
na Bihnerovom levku i nepolarne supstance su uklonjene ekstrakcijom sa dve porcije
metilen-hlorida (2 x 30 ml). U kisele rastvore dodavan je amonijum-hidroksid do
postizavanja razlicitih pH vrednosti rastvora: 7,50, 8,00, 8,50, 8,75, 9,00, 9,25, 9,50,
9,75, 10,00 1 10,50. 1z ovih alkalnih rastvora pirolizidinski alkaloidi su dalje tretirani po

postupku opisanom u Poglavlju 3.9. Svi eksperimenti su radeni kao tri probe.

3.12. Broj ponovljenih ekstrakcija pirolizidinskih alkaloida

metilen-hloridom

Usitnjeni 1 homogenizovani uzorci biljnog materijala (1,00 g), su ekstrahovani
tri dana na rotacionom mikseru sa 30 ml sumporne kiseline (C=1 mol/L). Uzorci su
procedeni na Bihnerovom levku i odmasceni sa dve porcije metilen-hlorida (2 x 30 ml).
U kiseli rastvor pirolizidinskih alkaloida dodat je amonijum-hidroksid do pH 9.
Pirolizidinski alkaloidi su iz alkalnog rastvora ekstrahovani metilen-hloridom (30 ml), a
potom se broj uzastopnih ekstrakcija sa istom zapreminom metilen-hlorida povecavao
(2, 3, 4 1 5 puta). Spojeni metilen-hloridni ekstrakti su dalje tretirani po postupku
opisanom u Poglavlju 3.9. Svi eksperimenti su radeni u triplikatu. Prinosi dobijeni u
sluc¢aju ekstrakcije sa jednom porcijom metilen-hlorida poredeni su za svaki od Sest
alkaloida sa prinosima dobijenim pri ponovljenim ekstrakcijama 2, odnosno 3, 4 i 5

puta.
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3.13. Prinos pirolizidinskih alkaloida

U svaki uzorak izolovanih pirolizidinskih alkaloida, pre GC/MS-FID analize je
dodata ista koli¢ina pentakozana kao inertnog standarda. Prinos pirolizidinskih alkaloida

je racunat iz dobivenih hromatograma na slede¢i nacin:

prines PA = povriing ptha PA/povriing pika inertne g standarda

Svi eksperimenti su radeni kao tri probe (n=3). Relativne standarne devijacije srednjih
vrednosti dobivenih prinosa pirolizidinskih alkaloida bile su u opsegu od 0,81 % do

29,74 %.
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Nasi radovi

Cilj ovog rada je optimizacija postupka za izolovanje 1 odredivanje
pirolizidinskih alkaloida iz biljnog materijala. Najve¢i izazov je bio pronaci uslove pod
kojima ¢e jedinjenja sa znaCajnim strukturnim razlikama biti izolovana uz maksimalni
prinos. Pirolizidinski alkaloidi su relativno polarna bazna jedinjenja i na ovim
svojstvima su bazirane ideje za njihovo izolovanje iz biljnog materijala, zabelezene u
literaturi. Za primarnu ekstrakciju iz biljnog materijala najéesce su primenjivani sledeci
organski rastvara¢i (metanol, zakiSeljen metanol, etanol, hloroform/metanol, voda) i
rastvori sumporne, hlorovodoni¢ne i limunske kiseling!>2®%7#7>:81:92-103.105.147.148149
Najmanji prinosi dobiveni su sa vodom (pH 7). Prilikom upotrebe rastvora
hlorovodoni¢ne kiseline i hloroforma, u kome je hlorovodoni¢na kiselina prisutna u
tragovima, dolazilo je do reakcije izmedu hlorovodoni¢ne kiseline i1 alkaloida sa
epoksidnom grupom’’. U literaturi su zabeleZene razli¢ite tehnike pomocu kojih su
vrSene pocetne ekstrakcije biljnog materijala: maceracij a®'"% ultrazvucna ekstrakcija ¥,
Soxhlet-ova ekstrakcija’®**®*, super-kriti¢na ekstrakcija ugljen-dioksidom”®'? i
ekstrakcija pomoc¢u rotacionog miksera. NajCistija smeSa alkaloida dobivala se
superkriticnom ekstrakcijom, ali zabog visoke cene ova tehnika nije zazivela u praksi i

retko je primenjivana. Glavni nedostatak Soxhlet-ove ekstrakcije je $to dolazi do

razlaganja alkaloida nestabilnih na povisenim temperaturama™.

U ovom radu optimizacija uslova primarne ekstrakcije biljnog materijala
izvodena je rastvaracima sa kojima su postizani dobri rezultati (metanol, etanol i rastvor
sumporne kiseline) i poredena je njihova efikasnost. Poredene su i efikasnosti primene
razli¢itih tehnika pri ekstrakciji: maceracija, ultrazvucna ekstrakcija i1 ekstrakcija
pomocu rotacionog miksera. Takode je optimizovana pH vrednost alkalnog rastvora
alkaloida za ekstraciju metilen-hloridom 1 broj reekstrakcija potreban za postizanje
najviseg prinosa alkaloida. Optimizacija postupka za izolovanje i odredivanje PA

radena je sa biljnom vrstom R. umbellata Bunge ¢iji je pirolizidinski sastav prethodno

utvrden. Tokom optimizacija pracen je prinos Sest pirolizidinskih alakloida.
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4.1. Izolovanje i odredivanje strukture pirolizidinskih

alkaloida iz R. umbellata Bunge

Biljni materijal R. umbellata je osusen na vazduhu na sobnoj temperaturi tokom
petnaest dana, nakon ¢ega je usitnjen i homogenizovan u blenderu. Primarna ekstrakcija
je radena metanolom, stajanjem na sobnoj temperaturi tokom sedam dana. Nakon
odvajanja metanolnog ekstrakta od ostatka biljnog materijala cedenjem kroz Bihnerov
levak, ekstrakt je uparen do suva u vakuum-uparivacu, a suvi ostatak rastvoren u
sumpornoj kiselini koncentracije 1 mol/L. Kiseli rastvor alkaloida ekstrahovan je
metilen- hloridom, kako bi se iz rastvora uklonila jedinjenja nepolarnija od alkaloida.
Zatim je kiselom rastvoru dodavan amonijak do pH 9, pri ¢emu su se alkaloidi
deprotonovali i1 time se smanjila njihova rastvorljivost u vodi. Iz alkalnog rastvora
alkaloidi su ekstrahovani metilen-hloridom do negativne reakcije sa Dragendorfovim
reagensom. Metilen-hloridni ekstrakti alkaloida su spojeni i upareni do suva na vakuum-
uparivacu. SmeSa alkaloida razdvojena je pomocu tankoslojne preparativne
hromatografije. Za eluiranje je primenjen sistem metilen-hlorid/metanol/amonijak
(9/1/0,1).

Ovim postupkom izolovano je Sest pirolizidinskih alkaloida (7-
angeloilheliotridan, 7-angeloilheliotridin, lindelofin, 7-angeloilrinderin, punktanecin i
heliosupin, Tabela 5, Slika 15). Strukture alkaloida su odredene NMR spektroskopijom
(Slike 16,17-PA1; 20-PA2; 23,24-PA3; 27,28-PA4; 31-PAS; 34,35-PA6) i masenom
spektrometrijom (Slike 18,19-PA1;21,22-PA2; 25,26-PA3; 29,30-PA4; 32,33.-PAS;

36,37-PA6), poredenjem sa literaturnim NMR podacima'®""'* i masenim spektrima'>’.
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Tabela 5. Pregled alkaloida izolovanih iz Rindera umbellata Bunge

Slike NMR i
Broj Trivijalni naziv Naziv po IUPAC-u
MS spektara

(2)-((1S,7S,7aR)-7- 16117,
PA1 7-Angeloilheliotridan 239

(hidroksimetil)heksahidro-1H- 18119

pirolizin-1-il)2-metilbut-2-enoat

(2)-((1S,7aR)-7-( hidroksimetil)- 20;
PA2 7-Angeloilheliotridin 237

2,3,5,7a-tetrahidro-1H- pirolizin-1- 21122

il)2-metilbut-2-enoat

(2S,3R)-((1R,7aR)- heksahidro-1H- 23124,
PA3 Lindelofin 285

pirolizin-1-il) metil-2,3-dihidroksi- 25126

2-izopropilbutanoat

(2S,3R)-((1S,7aR)- heksahidro -1H- 27128;
PA4  7-Angeloilrinderin 381

pirolizin-1-il) metil-2,3- dihidroksi- 29130

2-izopropilbutanoat

(2)-((1R,7S,7aS)-7-(((2S,3R)-2,3- 31
PAS Punktanecin dihidroksi-2-izopropilbutanoiloksi) 383 oy ’33

i

metil)heksahidro-1H-pirolizin-1-il)

2-metilbut-2-enoat

(2)-((15,7aR)-7-(((R)-2,3-

dihidroksi-2-((R)-1-hidroksietil)-3- 34135;
PA6 Heliosupin 397

metilbutanoiloksi)metil)-2,3,5,7a- 36137

tetrahidro-1H- pirolizin-1-il) 2-

metilbut-2-enoat
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Slika 15.  Strukturne formule pirolizidinskih alkaloida izolovanih iz R. Umbellata.

Nazivi jedinjenjenja, sa oznakama PA od 1-6, dati su u tabeli 5.

Kako je napred istaknuto, PA se prema necinskim bazama mogu klasifikovati u
Cetiri tipa: heliotridinski, platinecinski, otonecinski i retronecinski tip. Retronecine i
heliotridine (enantiomeri na C7 polozaju) su, pored otonecinskog tipa PA, privukli
mnogo paznje zbog njihove rasprostranjenosi i velike toksi¢nosti’*. Ispitivanje raspodele
PA u okviru familija je pokazalo da je otonecinski tip PA glavni predstavnik u familiji
Asteraceae, a heliotridinski u familiji Boraginaceae. Retronecinski tip PA se moze naci

u biljnim vrstama iz familija Fabaceae, Asteraceae i Boraginaceae® >,

Vecina izolovanih PA iz R. umbellata Bunge pripadaju heliotridinskom tipu.
Sliéno ovom nalazu nadeno je da su PA heliotridinskog tipa dominantni u prethodno
ispitivanim Rindera vrstama: R. austroechinata, R. baldschuanica, R. cyclodonta, R.
echanata i R. oblongifolia”®. Ehinatin je prisutan u svim ovim vrstama i stoga bi se on
mogao razmatrati kao karakteristika roda. Ipak do sada nije istrazeno dovoljno Rindera
vrsta da bi se izveli zakljucci o alkaloidima kao hemijskim markerima za razlikovanje

vrsta unutar roda.
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7-Angeloilheliotridin (PA2)
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Slika 21. CI MS spektar 7-angeloilheliotridina
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4.2. Pracenje sadrzaja pirolizidinskih alkaloida tokom

optimizacije postupka za izolovanje, pomo¢u GC-MS/FID

Tokom optimizacije postupka za izolovanje i1 odredivanje PA iz biljnog
materijala, sadrzaj pirolizidinskih alkaloida (okarakterisanih i prikazanih u poglavlju
4.1., PA1 - PA6) u izolovanoj i pre€iS¢enoj smeSi pracen je pomocu gasnog
hromatografa sa masenim i plameno-jonizuju¢im detektorom. Nakon optimizacije
uslova za razdvajanje smeSe pirolizidinskih alkaloida gasnom hromatografijom, na
osnovu masenih spektara dobivenih hemijskom i elektronskom jonizacijom utvrdeno je
koji pikovi u hromatogramu (slika 38) odgovaraju okarakterisanim pirolizidinskim
alkaloidima PA1 - PA6, a pomoc¢u plameno-jonizujeCeg detektora pracen je njihov
sadrzaj u smesi. Kao inertni standard za odredivanje prinosa alkaloida u smeSama
dobivenim tokom optimizacija koristen je pentakozan (slika 39). U svaku izolovanu 1
precis¢enu smesu alkaloida dodata je ista zapremina rastvora pentakozana u metilen-
hloridu, nakon Cega je smeSa rastvorena u 1,00 ml metilen-hlorida. Tako dobiven
rastvor alkaloida sa pentakozanom analiziran je GC-MS/FID. Prinos pirolizidinskih
alkaloida izracunavan je kao odnos povrSine pika svakog od pracenih alkaloida sa
povrSinom pika pentakozana. Svi eksperimenti optimizacije postupka radeni su kao tri

probe.
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4.3. Optimizacija postupka za izolovanje pirolizidinskih

alkaloida

Dobri prinosi za izolovanje pirolizidinskih alkaloida iz biljnog materijala,
zabelezeni u literaturi, postignuti su kada je primarna ekstrakcija biljke radena sa
metanolom, etanolom 1 rastvorima sumporne kiseline. Ostali rastvaraci
(kiselina/metanol, hloroform/metanol, voda) i1 rastvori kiselina (hlorovodoni¢na i
limunska) primenjivani za ekstrakciju biljnog materijala su, ili imali manje prinose, ili
su reagovali sa izolovanim alkaloidima i hemijski ih modifikovali. Eksperimentalno je
dokazano da su najpogodnije tehnike za izolovanje pirolizidinskih alkaloida:
maceracija, ultrazvucna ekstrakcija 1 ekstrakcija pomocu rotacionog miksera. Ostale
tehnike, primenjivane i prikazane u literaturi, su ili znacajno skuplje (pa nisu zazivele)

ili je dolazilo do termickog razlaganja alkaloida.

U ovom radu su ispitani i poredeni razli€iti uslovi i tehnike izolovanja PA iz

biljnog materijala:
e Vreme ekstrakcije maceracijom u metanolu,

e Efikasnost ekstrakcija metanolom, etanolom i rastvorom sumporne

kiseline,
e Ekstrakcija sumpornom kiselinom:
0 Uticaj koncentracija i zapremina sumporne kiseline
0 Vreme i tehnike ekstrakcije:
= Maceracija na sobnoj temperaturi,
= Ultrazvucna ekstrakcija,
= Ekstrakcija pomocu rotacionog miksera,

e pH vrednosti alkalne ekstrakcije PA iz vodenog rastvora sa metilen-

hloridom,

e Broj ponovljenih ekstrakcija PA metilen-hloridom iz alkalnog rastvora

(pH 9).
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Biljni materijal R. umbellata Bunge je osuSen na sobnoj temeperaturi tokom
petnaest dana, nakon ¢ega je usitnjen i homogenizovan blendiranjem. Svi eksperimenti
su radeni kao tri probe, a za svaki eksperiment odmereno je po 1,00 g osusenog,
usitnjenog i1 homogenizovanog biljnog materijala. Ekstrakcije biljke su radene sa
metanolom, etanolom i rastvorima sumporne kiseline, pomocu razli¢ith tehnika
ekstrakcije (maceracija, ultrazvucna ekstrakcija 1 ekstrakcija pomocu rotacionog
miksera). Metanolni i etanolni ekstrakti su nakon cedenja upareni na vakuum uparivacu
1 rastvoreni u sumpornoj kiselini koncentracije 1 mol/L. Iz kiselih rastvora alkaloida
uklonjena su nepolarna jedinjenja ekstrakcijom metilen-hloridom, a zatim su vodeni
rastvori alkaloida zaalkalisani amonijakom i PA su ekstrahovani metilen-hloridom.
Nakon spajanja u uparavanja metilen-hloridnih ekstrakata dobivena je smeSa
prec€iS¢enih alkaloida. U smeSu pirolizidinskih alkaloida dodat je standardni rastvor
pentakozana i prinos alkaloida u razli¢itim eksperimentima je pracen i poreden pomocu

GC-MS/FID.

4.3.1. Maceracija u metanolu

Maceracija u metanolu je najeS¢e primenjivana tehnika za izolovanje PA iz
biljnog materijala. Cilj ovog eksperimenta je bio da se utvrdi vreme trajanja maceracije
biljke u metanolu koje omogucava dobivanje maksimalnog prinosa svih Sest izolovanih
alkaloida. Uzorci biljnog materijala su potopljeni u metanolu i ostavljeni na tamnom
mestu tokom 1, 2, 3, 4 i 5 dana. Prinosi PA (1 — 6), u zavisnosti od vremena trajanja
maceracije, prikazani su na slici 40, a relativne standardne devijacije (RSD) prinosa u

tabeli 6.

Za sve pirolizidinske alkaloide najve¢i prinosi su dobiveni nakon Cetiri dana
maceracije biljnog materijala u metanolu. Posle prva dva dana maceracije nije bilo
znacajne razlike u prinosima vecine alkaloida. ZnaCajan skok u prinosu za sve PA
ostvaren je posle tre¢eg, a posebno posle cetvrtog dana maceracije. Nakon Cetvrtog
dana maceracije prinos alkaloida PA3 i PA6 nije se znacajno menjao, dok je prinos

alkaloida PA1, PA2, PA4 i PAS blago opadao. Na osnovu ovih rezultata zakljuc¢eno je
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da je optimalno vreme za maceraciju biljnog materijala u metanolu, na sobnoj

temperaturi, Cetiri dana.
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Slika 40.  Prinosi pirolizidinskih alkaloida (PA1-PA6) dobiveni maceracijom biljnog

materijala u metanolu u toku pet dana na sobnoj temperaturi.
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Tabela 6. Relativne standardne devijacije (%) prinosa PA1-PA6, pracenih tokom
optimizacije vremena maceracije biljnog materijala u metanolu na sobnoj

temperaturi. Eksperimenti su radeni kao tri probe.

Broj dana RSD (%)

maceracije PA1 PA2 PA3 PA4 PAS PA6
1 11,63 13,74 8,94 9,78 16,79 11,45
2 14,39 16,18 13,62 11,34 14,36 13,78
3 10,12 19,27 11,43 13,89 18,42 14,12
4 9,84 14,73 10,97 8,16 12,66 10,43
5 12,34 12,81 15,43 12,73 13,97 18,67

4.3.2. Efikasnost ekstrakcije pirolizidinskih alkaloida metanolom,

etanolom i sumpornom kiselnom

Pored maceracije u metanolu, za ekstrakciju pirolizidinskih alkaloida primenjivani su

etanol” i rastvori sumporne kiseline®>™

(najcesce koncentracije 1 mol/L). Cilj ovog
eksperimenta je bio da se utvrdi sa kojim od navedenih rastvaraca se postize najveca
efikasnost ekstrakcije svih izolovanih pirolizidinskih alkaloida (PA1-PA6) iz biljnog
materijala. Budu¢i da je utvrdeno optimalno vreme maceracije za metanol (Poglavlje
2.3.1.), uzorci biljnog materijala su potopljeni u metanol, etanol i rastvor sumporne
kiseline koncentracije 1 mol/L tokom cetri dana, na tamnom mestu i na sobnoj
temperaturi. Dobiveni prinosi prac¢enih alkaloida su prikazani na slici 41, a vrednosti
relativnih standardnih devijacija u tabeli 7.

Najnizi prinosi za svih Sest pirolizidinskih alkaloida dobijeni su pri ekstrakeiji
metanolom. Prinosi alkaloida izolovanih maceracijom etanolom i rastvorom sumporne

kiseline (C=1 mol/L) su gotovo jednaki u sluc¢aju PA2, PA3, PAS i PA6. U slucaju PA1
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najvedi prinos je dobiven pri maceraciji sumpornom kiselinom, a za PA4 sa etanolom.
Prednost ekstrakcije alkaloida rastvorom sumporne kiseline u odnosu na ekstrakciju
etanolom je manji broj koraka (za dva) u toku postupka izolovanja. Naime, pri
ekstrakciji PA iz biljnog materijala etanolom, etanolni ekstrakt nakon cedenja treba

upariti, a zatim suvi ostatak rastvoriti u sumpornoj kiselini.
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etanol metanaol 1M sumporna
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¥
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prinos PA = povriina pika PA/povriina pika inertnog standarda

Slika 41.  Prinosi pirolizidinskih alkaloida (PA1-PA6) dobiveni ekstrakcijom iz
biljnog materijala metanolom, etanolom i rastvorom sumporne kiseline
koncentracije 1 mol/L, u toku cetiri dana na tamnom mestu i na sobnoj

temperaturi.
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Pored navedenog, utvrdeno je da se pri maceraciji sumpornom kiselinom izoluje
ve¢i broj pirolizidinskih alkaloida (Slike 42 1 43) nego maceracijom etanolom i
metanolom. Na hromatogramu smesSe pirolizidinskih alkaloida koji je dobiven posle
maceracije rastvorom sumporne kiseline mogu se videti pikovi alkaloida koji su izostali
na hromatogramima smesa alkaloida dobivenih maceracijom metanolom i etanolom.
lako nije utvrdeno o kojim se pirolizidinskim alkaloidama radi, na osnovu masenih
spektara potvrdeno je da se radi o ovoj klasi jedinjenja. Na osnovu svih rezultata
zakljuceno je da je za izolovanje pirolizidinskih alkaloida najefikasnija primarna

ekstrakcija biljnog materijala rastvorom sumporne kiseline.

Tabela 7. Relativne standardne devijacije (%) prinosa PA1-PA6 dobivene pri
ekstrakciji biljnog materijala metanolom, etanolom i rastvorom sumporne
kiseline koncentracije 1 mol/L, u toku cetiri dana, na sobnoj temperaturi.

Eksperimenti su radeni kao tri probe.

RSD (%)
Rastvaracd
PA1 PA2 PA3 PA4 PAS PAG6
Metanol 14,26 11,18 13,27 9,26 13,14 16,27
Etanol 17,96 13,11 14,81 16,71 15,04 11,08

Sumporna Kiselina 12,01 9,88 8,76 11,34 14,37 12,42
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Uporedni prikaz delova hromatograma smesa PA, dobivenih pri ekstrakciji

metanolom, etanolom i rastvorom sumporne kiseline koncentracije 1 mol/L.
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4.3.3. Ekstrakcija pirolizidinskih alkaloida sumpornom Kkiselinom

Nakon S§to je u utvrdeno da je za izolovanje pirolizidinskih alkaloida
najefikasnija primarna ekstrakcija biljnog materijala rastvorom sumporne kiseline, bilo
je potrebno optimatizovati uslove za primenu ovog rastvora. U tom cilju optimizovana
je koncentracija sumporne kiseline 1 zapremina kiseline u odnosu na masu (1,00 g) suve
biljke R. umbellata. Pored toga, ispitane su i uporedene razliCite tehnike ekstrakcije
(maceracija, ultrazvucna ekstrakcija i ekstrakcija pomoc¢u rotacionog miksera) i

optimizovano je vreme ekstrakcija. Svi eksperimenti su radeni kao tri probe.

4.3.3.1. Koncentracija rastvora sumporne kiseline

Pirolizidinski alkaloidi su ekstrahovani iz osuSenog, usitnjenog i
homogemizovanog biljnog materijala maceracijom na sobnoj temperaturi, tokom cetiri
dana na tamnom mestu, sumpornom kiselinom razli¢itih koncentracija: 0,05 mol/L; 0,1
mol/L; 0,25 mol/L; 0,5 mol/L; 0,75 mol/L; 1 mol/L; 1,25 mol/L i 1,5 mol/L. Prinosi Sest
pracenih pirolizidinskih alkaloida (PA1 — PA2) i relativne standardne devijacije prinosa

su prikazani na slici 44 1 u tabeli 8.

Sa porastom koncentracije rastvora sumporne Kkiseline rastu prinosi
pirolizidinskih alkaloida. Za ve¢inu prac¢enih alkaloida maksimalni prinosi su postignuti
rastvorom sumporne kiseline koncentracije 1 mol/L. Daljim poveéanjem koncentracije
sumporne kiseline do 1,5 mol/L prinosi alkaloida su razli€iti: ne menjaju se (PA1, PAS i
PA6), rastu (PA2 i PA4), i manji su (PA3) u odnosu na prinose dobijene kiselinom
koncentracije 1 mol/L. Ove razlike mogu biti posledica razlika u strukturi PA. PA2 i
PA4 su nezasiceni disupstituisani necinski alkaloidi, PA3 je zasi¢eni monosupstituisani,
a PA1 i PAS zasi¢eni disupstituisani necinski alkaloidi. Uzimajué¢i u obzir svih Sest
pirolizidinskih alkaloida zakljuceno je da ekstrakciju biljnog materijala treba raditi sa

rastvorom sumporne kiseline koncentracije 1 mol/L.
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Slika 44. Prinosi pirolizidinskih alkaloida (PA1-PA6) dobiveni primarnom
ekstrakcijom biljnog materijala rastvorima sumporne kiseline razli¢itih

koncentracija, u toku Cetiri dana na tamnom mestu i na sobnoj temperaturi.
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Tabela 8. Relativne standardne devijacije (%) prinosa PA1-PA6 dobivene pri
maceraciji biljnog materijala rastvorima sumporne kiseline razli¢itih
koncentracija, u toku Cetiri dana, na sobnoj temperaturi. Eksperimenti su

radeni kao tri probe.

Koncentracija rastvora RSD (%)

sumporne kiseline PA1 PA2 PA3 PA4 PAS PA6
0,05 mol/LL -k -k 26,73 29,51 14,99 29,25

0,1 mol/LL 11,29 26,68 18,03 10,00 22,99 23,13

0,25 mol/L 11,52 21,67 21,56 12,41 5,21 5,55

0,5 mol/LL 8,36 17,58 19,35 20,57 11,55 16,08

0,75 mol/L 15,49 3,41 14,74 28,65 2293 21,88

1 mol/LL 10,06 2,83 28,57 19,02 9,06 6,43

1,25 mol/LL 11,89 11,17 19,55 12,39 7,83 11,74

1,5 mol/L 16,97 5,42 9,09 25,10 2,39 11,80

* prinosi PA1 1 PA2 za conc. 0,05 mol/L su ispod granice kvantifikacije metode

4.3.3.2. Primena razlicitih tehnika za ekstrakciju. Vreme trajanja ekstrakcije

rastvorom sumporne kiseline koncentracije 1 mol/L

Za ekstrakciju biljnog materijala sumornom kiselinom koncentracije 1 mol/L
testirane su 1 uporedene efikasnosti razli¢itih tehnika ekstrakcije na sobnoj temperaturi:
maceracija na tamnom mestu, ultrazvucna ekstrakcija i ekstrakcija pomocu rotacionog

miksera. Za svaku od tehnika optimizovano je vreme trajanja ekstrakcije.

4.3.3.2.1. Maceracija biljnog materijala rastvorom sumporne kiseline

koncentracije 1 mol/L

Osuseni, usitnjeni 1 homogenizovani uzorci biljke potopljeni su u sumpornoj
kiselini (C=1 mol/L) i ostavljeni na tamnom mestu tokom: 1, 2, 3, 4 i 5 dana. Cilj

eksperimenta je bio da se utvrdi optimalno vreme maceracije u rastvoru sumporne
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kiseline. Prinosi alkaloida (PA1-PA6) prikazani su na slici 45, a relativne standardne

devijacije prinosa u tabeli 9.

Tokom cetiri dana maceracije biljnog materijala prinosi alkaloida su rasli sa
vremenom trajanja maceracije. Za svih Sest okarakterisanih pirolizidinskih alkaloida
maksimalni prinosi su postignuti posle ¢etvrtog dana. Posle petog dana maceracije doslo
je do smanjenja prinosa, pa je zaklju¢eno da maceracija biljnog materijala u rastvoru

sumporne kiseline (C=1 mol/L) u toku cetiri dana predstavlja optimalno vreme

maceracije.
0,015 —— 0,18 — 0024
0,014 +—— 016 ——
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0,12 +—+———
0,011 ——
0,1 - 0018 —
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prinas PA = povriina pika PA/povriina pika inertnog standarda

Slika 45.  Prinosi pirolizidinskih alkaloida (PA1-PA6) dobiveni u zavisnosti od
vremena trajanja maceracije biljnog materijala u rastvoru sumporne kiseline

(C=1 mol/L), na tamnom mestu.
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Tabela 9. Relativne standardne devijacije (%) prinosa PA1-PA6, dobivene tokom
optimizacije vremena trajanja maceracije biljnog materijala u rastvoru

sumporne kiseline (C=1 mol/L). Eksperimenti su radeni kao tri probe.

Vreme trajanja RSD (%)
maceracije (dani) PA1 PA2 PA3 PA4 PAS PA6

1 18,32 12,08 6,77 11,23 16,43 13,42

2 12,41 14,45 11,01 13,07 19,01 10,17

3 10,02 9,76 9,43 9,41 14,43 12,36

4 8,11 13,01 10,08 10,10 12,01 10,88

5 9,67 10,12 14,20 11,63 10,76 16,72
4.3.3.2.2. Ultrazvucna ekstrakcija biljnog materijala

U literaturi je zabelezeno da prinos alkaloida pri ekstrakciji biljnog materijala na

9 Zato je

ultrazvuénom kupatilu moze da raste, ali i da opada sa vremenom trajanja
cilj ovog eksperimenta bio da se utvrdi optimalno vreme ekstrakcije biljnog materijala u
rastvoru sumporne kiseline (C=1 mol/L) na ultrazvu¢nom kupatilu, na osnovu prinosa
svih Sest prac¢enih alkaloida u ekstrahovanoj smesi. Biljni materijal je ekstrahovan u
trajanju od 1, 2, 3, 4 1 5 dana. Ultrazvuc¢no kupatilo je tokom svakog dana bilo ukljuceno
deset sati. Prinosi alkaloida u zavisnosti od vremena trajanja ekstrakcija prikazani su na

slici 46, a relativne standardne devijacije prinosa u tabeli 10.

Najveci porast u prinosu svih Sest pracenih alkaloida (PA1-PA6) dobijen je
posle tri dana ekstrakcije biljnog materijala na ultrazvu¢nom kupatilu. Prinosi dobijeni
posle Cetiri, odnosno pet dana ekstrakcije nisu se znacajno promenili u odnosu na
prinose postignute nakon treCeg dana. Dakle, optimalno vreme za ultrazvu¢nu
ekstrakciju biljnog materijala sa rastvorom sumporne kiseline (C=1 mol/L) iznosi tri

dana.
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Slika 46.  Prinosi pirolizidinskih alkaloida (PA1-PA6) dobiveni u zavisnosti od

vremena trajanja ultrazvu¢ne ekstrakcije biljnog materijala u rastvoru

sumporne kiseline (C=1 mol/L).
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Tabela 10.  Relativne standardne devijacije (%) prinosa PA1-PA6, dobivene tokom
optimizacije vremena trajanja ultrazvuéne ekstrakcije  biljnog
materijala u rastvoru sumporne kiseline (C=1 mol/L). Eksperimenti su
radeni kao tri probe.

Vreme trajanja RSD (%)

ekstrakcije (dani)  PA1l PA2 PA3 PA4 PAS PA6

1

2
3
4
5

17,39 29,57 23,37 25,07 22,67 25,07
28,24 20,21 21,09 21,27 10,84 28,47
29,66 29,91 11,20 25,76 14,72 29,75
27,77 17,89 12,49 29,23 24,11 10,75
26,90 18,32 4,27 15,94 19,31 28,95

4.3.3.2.3. Ekstrakcija biljnog materijala pomocu rotacionog miksera

Ekstrakcije biljnog materijala u rastvoru sumporne kiseline (C=1 mol/L) radene

su pomocu rotacionog miksera u toku 1, 2, 3, 4 i 5 dana. Dobijeni rezultati za svaki od

Sest pracenih alkaloida prikazani su na slici 47 1 u tabeli 11.

Promene prinosa PA sa vremenom trajanje ekstrakcije imale su slican trend kao

promene dobijene pri ultrazvucnoj ekstrakciji. Izraziti porast prinosa (za oko dva puta)

dobiven je za svih Sest alkaloida posle treeg dana ekstrakcije biljnog materijala u

odnosu na prinose dobivene prvog i drugog dana. Trajanje ekstrakcije Cetiri, odnosno

pet dana nije dovelo do znacajnih promena u prinosima svih prac¢enih pirolizidinskih

alkaloida u odnosu na tri dana ekstrakcije. Stoga je zaklju€eno da je optimalno vreme za

ekstrakciju biljnog materijala u sumpornoj kiselini (C=1 mol/L) pomocu rotacionog

miksera tri dana.
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Slika 47.  Prinosi pirolizidinskih alkaloida (PA1-PA6) dobiveni u zavisnosti od
vremena trajanja ekstrakcije biljnog materijala u rastvoru sumporne kiseline

(C=1 mol/L) pomocu rotacionog miksera.

Tabela 11.  Relativne standardne devijacije (%) prinosa pracenih PA, dobivene pri
optimizaciji vremena trajanja ekstrakcije biljnog materijala u rastvoru
sumporne  kiseline (C=Imol/L) pomoc¢u rotacionog miksera.

Eksperimenti su radeni u tri probe.

Vreme trajanja RSD (%)
ekstrakcije (dani) PA1l PA2 PA3 PA4 PAS PA6
24,64 6,82 24,82 7,96 11,18 29,49
0,81 22,36 17,56 4,95 26,83 21,11
21,61 3,97 13,76 14,71 19,57 24,49
22,64 13,63 8,09 3.09 1,61 26,79
19,12 16,30 4,06 19,88 23,46 25,53

N KA W N =

83



Nasi radovi

4.3.3.2.4. Poredenje efikasnosti razlicitih tehnika ekstrakcije

Optimizacija vremena trajanja ekstrakcije biljnog materijala u sumpornoj kiselini
koncentracije 1 mol/L pomocu razli¢itih tehnika imala je za cilj postizanje maksimalnih
prinosa izolovanih i okarakterisanih pirolizidinskih alkaloida (PA1-PA6) iz R.
umbellata. Utvrdeno je da je otpimalno vreme maceracije biljnog materijala u
sumpornoj kiselini Cetiri dana, a otpimalno vreme ekstrakcije ultrazvukom i pomocéu
rotacionog miksera tri dana. U cilju sagledavanja koja od primenjenih tehnika je
najefikasnija poredeni su prinosi svih Sest pirolizidinskih alkaloida dobiveni pri

ekstrakciji u vremenu koje je bilo optimalno za svaku tehniku (Slika 48).

Za pet od Sest pracenih prirolizidinskih alkaloida (PA1, PA3, PA4, PAS i PA6)
najve¢i prinosi su postignuti pri ekstrakciji biljnog materijala pomocu rotacionog
miksera u toku tri dana i oni su bili za 1,5 do 3 puta veci u odnosu na prinose dobijene
ultrazvucnom ekstrakcijom, odnosno 3 do 20 puta veci u odnosu na maceraciju biljnog
materijala. Prinosi PA2 postignuti primenom sve tri tehnike ekstrakcije nisu se znacajno
razlikovali. Efikasnost tehnika primenjenih za ekstrakciju PA, u odnosu na dobivrne
prinose alkaloida, opada u nizu: ekstrakcija pomocu rotacionog miksera > ultrazvu¢na
ekstrakcija > maceracija. Dakle, ekstrakcija pirolizidinskih alkaloida iz biljnog
materijala u sumpornoj kiselini (C=1 mol/L) je najefikasnija kada se ekstrakcija radi

pomocu rotacionog miksera tokom tri dana.
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Slika 48.

Poredenje prinosa pirolizidinskih alkaloida (PA1-PA6) dobivenih nakon
tri dana ekstrakcije na ultrazvu¢nom kupatilu, tri dana ekstrakcije pomocu

rotacionog miksera i Cetiri dana maceracije biljnog materijala u sumpornoj
kiselini (C=1 mol/L).
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4.3.3.3. Zapremina rastvora sumporne kiseline

Nakon §to je utvrdena optimalna koncentracija sumporne kiseline (C=1 mol/L),
vreme (tri sata) 1 tehnika ekstrakcije pirolizidinskih alkaloida iz biljnog materijala,
odredena je i optimalna zapremina rastvora kiseline u odnosu na masu uzorka biljke.
Odmereni uzorci suve, usitnjene i homogenizovane biljke, mase 1,00 g, su ekstrahovani
pomocu rotacionog miksera tokom tri dana sa razli¢itim zapreminama sumporne
kiseline (C=1 mol/L): 25 ml, 30 ml, 35 ml, 40 ml, 45 ml 1 50 ml. Zavisnost prinosa od
upotrebljene zapremine sumporne kiseline za svaki od Sest alkaloida, i vrednosti
relativnih standardnih devijacija, dobijenih za eksperimente radene kao tri probe,

prikazani su na slici 49 i u tabeli 12.

Najveci prinosi za pet od Sest pracenih pirolizidinskih alkaloida (PA1, PA2,
PA3, PAS i PA6) su dobijeni pri ekstrakeiji 1,00 g biljnog materijala sa 30 ml 1 M
sumporne kiseline. Sa povecanjem zapremine kiseline prinosi ovih pet alkaloida su
opadali. Za PA4 najveci prinos je dobiven pri ekstrakciji 1,00 g biljke sa 40 ml kiseline.
Na onovu navedenog zaklju¢eno je da optimalna zapremina sumporne kiseline (C=1

mol/L), neophodna za ekstrakciju 1,00 g suvog biljnog materijala, iznosi 30 ml.

Tabela 12.  Vrednosti relativnih standardnih devijacija (%) prinosa pracenih PA,
koje su dobivene pri optimizaciji zapremine rastvora sumporne kiseline
(C=1 mol/L), neophodne za ekstrakciju 1,0 g suvog biljnog materijala

pomocu rotacionog miksera. Eksperimenti su radeni kao tri probe.

Zapremina rastvora RSD (%)

sumporne Kkiseline
PAl PA2 PA3 PA4 PAS PA6

(C=1 mol/L)
25 ml 18,94 29,60 16,06 20,10 27,42 9,22
30 ml 15,88 20,86 13,78 15,08 29,84 20,58
35 ml 16,44 9,22 15,49 3,47 29,80 23,34
40 ml 13,14 2265 17,64 525 2,78 26,62
45 ml 19,76 21,67 17,20 20,94 1228 14,59
S0 ml 11,54 6,57 24,50 2,05 2580 17,43
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Slika 49.  Zavisnost prinosa PA1-PA6 od zapremine rastvora sumporne kiseline
(C=1 mol/L), koja je primenjivana za ekstrakciju 1,00 g suvog biljnog

materijala pomocu rotacionog miksera, u periodu od tri dana.

87



Nasi radovi

4.3.4. Ekstrakcija alkaloida iz alkalnog rastvora metilen-hloridom

Nakon ekstrakcije biljnog materijala rastvorom sumporne kiseline (C=1 mol/L)
(pomocu rotacionog miksera), rastvor alkaloida se cedenjem odvaja od biljnog ostatka.
U kiselom rastvoru pirolizidinski alkaloidi su protonovani, odnosno nalaze se u obliku
soli 1 stoga su lako rastvorni u vodi. U slede¢em koraku se kiseli rastvor ekstrahuje
metilen-hloridom, §to omogucava da se iz rastvora uklone jedinjenja koja su nepolarnija
od alkaloida. U preciS¢eni kiseli rastvor alkaloida dalje se dodaje rastvor amonijum-
hidroksida do alkalne reakcije rastvora. Pirolizidinski alkaloidi se u alkalnoj sredini
nalaze u deprotonovanom obliku i stoga se mogu ekstrahovati metilen-hloridom. Cilj
ovog cksperimenta je optimizacija pH vrednosti alkalnog rastvora pri kome bi se
postigao maksimalan prinos izolovanih pirolizidinskih alkaloida. Stoga je ekstrakcija
pirolizidinskih alkaloida metilen-hloridom izvodena pri razli¢itim pH vrednostima
rastvora: 7,50; 8,00; 8,50; 8,75; 9,00; 9,25; 9,50; 9,75; 10,00 i 10,50. Zavisnost prinosa
svakog od Sest okarakterisanih alkaloida od pH vrednosti alkalnog rastvora prikazane su

na slici 50, a relativne standardne devijacije prinosa u tabeli 13.

Za alkaloide PA2, PA4, PAS i PA6 najveci prinosi su dobiveni kada su oni
ekstrahovani iz rastvora ¢iji je pH bio 9. Sa porastom pH vrednosti rastvora prinosi ovih
alkaloida su se smanjivali. Prinosi alkaloida PA1 1 PA3 su bili dvostruko ve¢i kada su
strukturnih razlika pirolizidinskih alkaloida ovaj korak u izolovanju po potrebi moze biti
prilagoden stukturnom tipu pirolizidinskih alkaloida. Takode je moguée da se
ekstrakcije metilen-hloridom rade iz rastvora na dve pH vrednosti ili da se alkaloidi
ekstrahuju iz rastvora podesenog na jednu pH vrednost, ali sa ve¢im brojem ponovljenih
ekstrakcija metilen-hloridom, sve do negativne reakcije na alkaloide sa Dragendorff-
ovim reagensom. Budu¢i da je za vecinu analiziranih alkaloida maksimalan prinos

dobijen iz rastvora ¢iji je pH 9, ova vrednost je uzeta kao optimalna.
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Slika 50. Zavisnost prinosa svakog od Sest okarakterisanih PA od pH vrednosti

alkalnog rastvora iz koga se alkaloidi ekstrahuju metilen-hloridom.
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Tabela 13.  Relativne standardne devijacije (%) prinosa PA dobivenih tokom
optimizacije pH vrednosti rastvora za ekstrakciju metilen-hloridom.
Eksperimenti su radeni kao tri probe.

RSD (%)

PH vrednost PAI PA2  PA3 PA4 PA5 PA6
7,50 14,31 18,23 8,76 13,44 11,58 11,66
8,00 15,12 14,33 12,99 11,81 8,77 24,31
8,50 11,43 17,26 9,88 9,82 13,22 12,88
8,75 8,76 12,33 17,47 10,13 16,47 7,46
9,00 11,88 21,14 11,68 13,14 14,57 11,83
9,25 20,01 19,76 6,46 8,77 9,11 14,76
9,50 13,44 13,13 12,77 19,26 11,08 21,13
9,75 7,99 28,31 19,16 24,01 8,51 14,03
10,00 11,48 10,17 21,44 17,37 18,34 17,19
10,50 6,43 15,34 18,93 19,77 16,27 11,18

4.3.5. Broj ponovljenih ekstrakcija alkaloida iz alkalnog rastvora sa

metilen-hloridom

Pirolizidinski alkaloidi se iz baznog rastvora najCeS¢e ekstrahuju metilen-

hloridom sve do negativne reakcije na alkaloide sa Dragendorff-ovim reagensom. U

ovom eksperimentu ispitana je zavisnost prinosa pirolizidinskih alkaloida ekstrahovanih

iz alkalnog rastvora (pH 9) od broja ponovljenih ekstrakcija sa porcijama od 30 ml

metilen-hlorida. Ekstrakcije metilen-hloridom su radene: 1, 2, 3, 4 i 5 puta. Prinosi

svakog od Sest pracenih alkaloida u zavisnosti od broja reekstrakcija prikazani su na

slici 51, a relativne standardne devijacije prinosa u tabeli 14.

Za alkaloide PA1 i PA3 maksimalni prinosi postignuti su sa tri uzastopne

ekstrakcije sa po 30 ml metilen-hlorida, a za PA4 i PAS sa cetiri ekstrakcije. U slucaju

PA2 i PA6 prinosi postignuti nakon pet reekstrakcija su ve¢i u odnosu na Cetiri, ali

razlika nije znacajna. Zato je zakljueno da je optimalni broj ponovljenih ekstrakcija
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pirolizidinskh alkaloida iz alkalnog rastvora (pH 9), sa porcijama od po 30 ml metilen-

hlorida, Cetiri.
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Slika 51.  Prinosi PA-PA6 u zavisnosti od broja ekstrakcija metilen-hloridom, iz

alkalnog rastvora (pH 9).

Tabela 14.  Vrednosti RSD (%) za prinose PA, koji su dobiveni pri optimizaciji

broja uzastopnih ekstrakcija metilen-hloridom iz alkalnih rastvora na pH

9. Eksperimenti su radeni kao tri probe.

Broj ekstrakcija RSD (%)

metilen-hloridom  PA1 PA2 PA3 PA4 PAS PAG6
1 8,08 12,42 24,18 15,20 13,36 25,37
2 4,01 38,27 16,75 22,53 23,83 10,80
3 8,35 4,68 9,41 29,66 14,41 12,35
4 18,75 20,74 29,74 26,48 29,48 16,45
5 17,19 9,68 17,82 21,37 19,61 16,22
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Zakljucak

Do sad su opisani brojni postupci za izolovanje i preciS¢avanje pirolizidinskih alkaloida, ali
zbog raznolikosti njihovih struktura i hemijskih svojstava, ni jedan od njih nije nasao
Siroku primenu u praksi. Stoga jer cilj ove doktorske teze bila optimizacija svih faza
postupka za izolovanje pirolizidinskih alkaloida iz biljnog materijala, koji omogucava da se
ova jedinjenja sa znac¢ajnim strukturnim razlikama izoluju sa maksimalnim prinosom, $to je
veoma znacCajno za odredivanje Cesto veoma toksi¢nih PA nekom od instrumentalnih
metoda, kao i1 za izolovanje PA u cilju odredivanja njihove strukture i bioloske aktivnosti.
Kao model-sistem upotrebljena je biljna vrsta R. umbellata Bunge. Pored toga, cilj teze je i
izolovanje pojedinacnih alkaloida iz pomenute biljne vrste, njihova karakterizacija,

odnosno odredivanje struktura.

U cilju pracena prinosa PA tokom optimizacije postupka izolovanja utvrden je
pirolizidinski sastav R. umbellata Bunge i izolovano je Sest PA (7-angeloilheliotridan, 7-
angeloilheliotridin, lindelofin, 7-angeloilrinderin, punktanecin i heliosupin, 1 — 6, redom),

¢ije su strukture odredene NMR spektroskopijom i masenom spektrometrijom:

o) o) O Ho H

4 5 6

Razli¢iti uslovi 1 tehnike izolovanja PA iz biljnog materijala ispitani su i poredeni: vreme
ekstrakcije maceracijom biljnog materijala u metanolu, efikasnost ekstrakcija metanolom,
etanolom i rastvorom sumporne kiseline, ekstrakcija sumpornom kiselinom (koncentracija 1
zapremina sumporne kiseline, razliCite tehnike za ekstrakciju (maceracija na sobnoj

temperaturi, ultrazvucna ekstrakcija, ekstrakcija pomocu rotacionog miksera), vreme
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trajanja ekstrakcije, pH vrednost rastvora za ekstrakcije PA u baznoj sredini metilen-
hloridom, broj ponovljenih ekstrakcija metilen-hloridom iz alkalnog rastvora. Sadrzaj i
prinos pirolizidinskih alkaloida u izolovanim i preciS¢enim smeSama pracen je pomocu
GC-MS/FID. Za izraunavanje prinosa upotrebljavan je pentakozan kao inertni standard.

Na osnovu dobivenih rezultata izvedeni su slede¢i zakljucci:

- Pri ekstrakciji PA iz osuSenog, usitnjenog i homogenizovanog biljnog materijala
mase 1,00 g maceracijom u metanolu, na sobnoj temperaturi, za svih Sest izolovanih
pirolizidinskih alkaloida (PA1-PAG6) najvec¢i prinosi se dobivaju nakon Cetiri dana

maceracije.

- Poredenjem prinosa svih Sest PA, dobivenih pri ekstrakciji metanolom, etanolom i
rastvorom sumporne kiseline, u toku cetiri dana na sobnoj temperaturi, utvdeno je

da je ekstrakcija rastvorom sumporne kiseline najefikasnija.

- Ekstrakcija PA sumpornom kiselinom omogucava izolovanje veéeg broja
pirolizidinskih alkaloida u odnosu na ekstrakcije etanolom 1 metanolom. Pored toga,
pri upotrebi sumporne kiseline smanjuje se broj koraka u celokupnom postupku

izolovanja, $to je veoma znacajno za laboratorijsku praksu.

- Pri maceraciji biljnog materijala na sobnoj temperaturi, rastvorima sumporne
kiseline razli¢itih koncentracija (0,05 mol/L; 0,1 mol/L; 0,25 mol/L; 0,5 mol/L; 0,75
mol/L; 1 mol/L; 1,25 mol/L i 1,5 mol/L), utvrdeno je da je optimalna koncentracija

za ekstrakciju svih Sest PA 1 mol/L.

- Primenom razli¢itih tehnika za ekstraciju PA iz biljnog materijala (maceracija,
ekstrakcija na ultrazvuénom kupatilu, ekstrakcija pomocu rotacionog miksera)
rastvorom sumporne kiseline koncentracije 1 mol/L, i odredivanjem vremena
ekstrakcije koje omogucava najvece prinose za svaku tehniku, utvrdeno je da je
optimalno vreme za maceraciju biljnog materijala Cetiri dana, a za ekstrakciju

ultrazvukom 1 pomocu rotacionog miksera tri dana.
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- Efikasnosti tehnika primenjenih za ekstrakciju PA (maceracija, ultrazvucna
ekstrakcija, ekstrakcija pomocu rotacionog miksera) poredene su u odnosu na
prinose svih Sest alkaloida (PA1- PAG), koji su dobiveni pri optimalnim vremenima
ekstrakcija. Ekstrakcija pomocu rotacionog miksera je najefikasnija. Prinosi
alkaloida dobiveni ovom tehnikom su 1,5 do 3 puta veéi u odnosu na prinose
dobijene ultrazvu¢nom ekstrakcijom, odnosno 3 do 20 puta veé¢i u odnosu na

maceraciju biljnog materijala.

- Kada se polazi od 1,00 g suvog, usitnjenog i homogenizovanog biljnog materijala,
za ckstrakciju pirolizidinskih alkaloida optimalno je upotrebiti 30 ml rastvora
sumporne kiseline (C=1 mol/L ) (uz primenu rotacionog miksera, u trajanju od tri

dana).

- Posle ekstrakcije biljnog materijala rastvorom sumporne kiseline (C=1 mol/L ),
odvajanja kiselog ekstrakta od ostatka biljnog materijala, uklanjanja jedinjenja koja
su nepolarnija od alkaloida metilen-hloridom, pre¢is¢enim kiselim rastvorima se
doda amonijak 1 alkaloidi ekstrahuju metilen-hloridom. Optimalno pH vrednost
rastvora za izolovanje vecine okarakterisanih PA sa maksimalnim prinosom iznosi

9.

- Ekstrakciju PA iz alkalnog rastvora (pH 9) trebalo bi ponoviti Cetiri puta
(optimalni broj ekstrakcija) sa po 30 ml metilen-hlorida, S$to omoguéava

maksimalne prinose.

Dakle, optimizovani postupak omogucava da se u svakoj fazi izolovanja za vecinu

okarakterisanih pirolizidinskih alkaloida (7-angeloilheliotridan, 7-angeloilheliotridin,

lindelofin, 7-angeloilrinderin, punktanecin i heliosupin) iz biljnog materijala R. umbellate

Bunge postignu maksimalni prinosi. Ovo je veoma vazno za izolovanje i karakterizaciju

pirolizidinskih alkaloida, za ispitivanje njihove bioloske aktivnosti, ali 1 za pripremu

uzoraka biljnog materijala u cilju pouzdanog odredivanja njihovog sadrzaja.
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Novembra 2003. zaposlen je u Centru za hemiju IHTM-a. U zvanje asistenta pripravnika
na Hemijskom fakultetu Univerziteta u Beogradu izabran je 2004. godine, a u zvanje asistenta
2008. godine. Drzao je vezbe iz viSe predmeta na Katedri za analiticku hemiju Hemijskog
fakulteta.

Od 2004. godine angazovan je na nauc¢nim projektima finansiranim od strane
Ministarstva za prosvetu, nauku i tehnoloski razvoj. U okviru svog naucno-istrazivatkog rada
bavi se hemijom sekundarnih metabolita biljaka, hromatografskim i spektroskopskim tehnikama
analize njihove strukture, ispitivanjem njihove aktivnosti, kao i razvojem metoda za njihovo
izolovanje 1 precis¢avanje.

Koautor je 16 radova sa SCI liste, od toga 9 u vode¢im medunarodnim ¢asopisima (4 u
vrhunskim medunarodnim casopisima kategorija M21 1 5 u istaknutim medunarodnim
Casopisima kategorije M22), a 7 u medunarodnim Casopisima (kategorija M23).

Clan je Srpskog hemijskog drustva Srbije.



Mpwunor 1.

MUzjaBa o ayTopcTBy

Motnucann: Bopuc M. MaHguh
bpoj nHpekca: /

UsjaBrbyjem
Jia je JOKTOpCKa AucepTaumja nog HacnoBom

“‘OnTumMusaumja nocTynka 3a n3onosawe 1 oapefuBame NUPONU3NANHCKUX ankanouaa
y GurbHom matepujany”

e pe3ynTtaTt CONCTBEHOr UCTpaXuBayKor paga,

e [a npeanoxeHa auceprauuja y LEnnHWN HA y fernoBuMa Huje Guna npeanoxexa
3a pobujake 6uUno koje gunnome npemMa CTYAMICKMM nporpammma apyrux
BMCOKOLLIKOIICKMX YCTaHOBa,

e [a Cy pe3yntatu KOpeKTHO HaBegeHU U

* [la HACaM KpLUMO ayTopcka npaBa M KOPUCTUO WHTENEKTyasnHy CBOjUHY ApYrux
nuua.

MoTtnuc gokTopaHaa

j;E"VL<\ AK\:\(’{/(’({]
] [T

Y beorpaay, 19.01.2015.




Mpunor 2.

M3jaBa 0 UICTOBETHOCTHU LUTaMMNaHe U erieKTPOHCKe
Bep3uvje AOKTOpPCKOor paga

Vime n npesnme aytopa: bopuc M. Manaunh

bpoj uHpekca: /
Cryaujcku nporpam:  /

Hacnoe papga: ‘Ontumusaumja noctynka 3a u3onosawe U oapehuBan-e
NUPONU3UAMHCKNX ankanouga y 6urbHom matepujany”

MeHTtopu: npod. ap CHexxaHa Humkonuh-Manauh v npod. Ap Bene Teluesuh

MoTtnucaxu: Bopuc M. Manauh

MsjaBrbyjem Oa je wramnaHa Bepavja MoOr AOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNeKTPOHCKO)
BEpP3ujU Kojy cam npeaao 3a objaBrbuBake Ha noptany [iurutanHor penosutopujyma
YHuBep3uteta y Beorpany.

JlosBorbaBam Aa ce oGjaBe Moju NUYHW nopauy BesaHW 3a Aobujare akajemckor
3Batba JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe M NpesumMe, roanHa u MecTto pofiewa U gatym
onbpaHe paga.

OBM nuYHM nopauu Mory ce o6jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama aurutanHe
6ubnunoTeke, y ENEKTPOHCKOM KaTasiory v y nybnukauujama YHusepsuteta y beorpaay.

Motnuc gokropaHaa

Y Beorpaay, 19.01.2015.
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Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHuBepautetcky Gubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® aa y [urutantu
penosuTopujym YHuBepauteta y bBeorpagy yHece Mojy AOKTOpPCKYy Auceptauujy nop
Hacnosom:

“OnTMMusaumja nocTynka 3a u3onoBawe W ogpefuBakbe NUPONU3UOUHCKUX
ankanouga y 6urbHom matepujany”™

Koja je Moje ayTopcKo Aerno.

[vncepTaumjy ca cBMM npunosnuma npefgao cam y erieKTpoHckoM coopmary norogHoMm 3a
TpajHO apxuBupame.

Mojy [oOKTOpCKy AucepTauujy noxpaweHy y QurutanHu penosutopujyM YHusepsuteta
y Beorpagy mory fa kopucte CBU Koju nowTyjy oapeade cappxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo.

1. AyTopcTBO

2. AyTOPCTBO - HEKOMepLUjanHo

@) AyTOpCTBO — HEKoMepLujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjanHo — AennTu NoA UCTUM YyCrioBUMa
5. AytopctBo — 6e3 npepage

6. AyTOpPCTBO — AENUTU NOA UCTUM YCrioBuMa

(Monumo Oa 3aoKpyxuTe camo jedHy O LecCT MoHyHeHuX nuueHuw, KpaTak onuc
NULEHUM OaT je Ha nonefuHu nucta).

MoTnuc AOKTOpaH4a

go\/uzk. /(/("1 "(7‘&{
/ /

Y Beorpagy, 19.01.2015.
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