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U okviru doktorske disertacije su razvijeni i optm@vani postupci pripreme

uzoraka hrane (zitarica, sirovina, poluproizvodarehrambenih proizvoda

na bazi Zitarica, W@ i povka) i st@&ne hrane, kao i simultano odreanje

tropanskih i glikoalkaloida primenom gasne &rte hromatografije uz

maseno-spektrometrijsku detekciju. Razdvajanjelaidta primenom gasne

hromatografije je izvedeno na kapilarnoj koloni (AMS Ul), uz detekciju

sa kvadrupolnom masenom spektrometrijom SIM telmiko intervalum/z

50-550 a.m.u. Pri optimizovanim uslovima postignyéo razdvajanje

homatropina, atropina i skopolamina u vremenu odd.2nin, pricemu

tropin i anisodamin nisu mogli biti detektovani.ikalalkaloidi nisu direktno

mogli biti odrefivani gasnom hromatografijom usled njihove visoke

molekulske mase i male isparljivosti. Za simultatrelivanje tropanskih

alkaloida (tropin, I-hiosciamin, atropin, skopolami homatropin i

anisodamin) i glikoalkaloidaogsolanin ia-kakonin) validirana je brza i

osetljiva multirezidualna LC-MS/MS metoda. K@ée#a je disperzivna



¢vrsto-fazna ekstrakcija sa 0.5% mravlje kiselingcatonitrilu/vodi (75:25,
vlv), solima magnezijum sulfat, natrijum hlorid atnjum citrat kao i Gg
sorbent. Analiti su razdvojeni na Chirobiotic V &ol, sa mobilnom fazom
sastavljenom od 10 mM amonijum formata u voda/asetb(90:10, v/V) i
metanol/acetonitril (50:50, v/v), meSanim u odn@8u80 (v/v). Detekcija
komponenti je izvedena u pozitivnom elektrosprej dmo (EST),
koris¢enjem reakcionog viSestrukog monitoring akvizacgpnanoda
(MRM). Optimizovana t&no-hromatografska metoda je podrazumevala brz
i jednostavan proces ekstrakcije, sa prinosom od 1826 za pojedine
alkaloide, dobru linearnost u Sirokom opsegu (548tkg, f=0.998), dobru
selektivnost, robusnost i preciznost (CV < 5%)aréca detekcije (LOD) za
sve alkaloide je bila u opsegu od 0.74 do 0.79 rdpy§ se granica
kvantifikacije (LOQ) kretala od 2.17 do 2.46 ng/gwm Zitaricama, izuzev
za tropin u soji i lanenom semenu (LOD = 1.55 i L&GQ.91 ng/g). Pri
analizi uzoraka sa trziSta alkaloidi nisu detektowaanaliziranim uzorcima
hrane, kao Sto su: pSenica, raz, kukuruz, braSnomedanih Zitarica,
kukuruzno brasno, biskvit i krekeri. $tta hrana hamenjena ishrani svinja i
peradi je sadrzala atropin, skopolamim-solanin i o-kakonin u
koncentracionom opsegu od 3.6 do 21.7 ng/g. Atropgkopolamin su
detektovani u koncentracionom opsegu od 2.8 do r@g®) u hrani
namenjenoj ishrani krava i &va, dok u hrani nemenjenoj ishrani konja i
divljih Zivotinja alkaloidi nisu detektovani. U ali@ranim uzorcima véa i
povréa (jabuka, kruska, avokado, mrkva, krastvac i aprpo prvi put u
ovom radu su detektovani glikoalkaloidig-solanin i a-kakonin.
Koncentracija oba glikoalkaloida se kretala u opsedg 0.3 do 15 ng/g.
Sadrzaj glikoalkaloida u krompirucipsu (8708.9-18794.7 ng/g) se nalazio
u okviru preporgenog ukupnog sadrzaja glikoalkaloida od 200 mg/kg
(sirova odvaga) (FAO/WHO, 1999). Apsorpcija i trkscija alkaloida od
strane pSenice u koren, listove i stabljiku je nstdjena upotrebom atropina
14C. Utvrdeno je da bilika nakon 15 dana apsorbuje 4.309289%. atropina
14C za nizi (13676 dpm/g soil) i visi (37203 dpm/glssadrzaj standarda sa
kojim je zemljiSte spajkovano, redom. Kathia apsorbovanog atropina se
smanjivala tokom rasta biljke. Biljka starosti 98na je apsorbovala 0.38% i

0.21% atropina #C za nizi i vi§i sadrzaj standarda,



redom. Povéanje koncentracije supstance u zemljiStu nije ldicea dalje
povetanje apsorpcije. Do nagomilavanja supstance jeodaslistovima
(83%) dok su nize koncentracije zabillezene u koré¢d.6%), stabljici
(4.2%) i semenu (4.1%). U analiziranim uzorcimaejokbja je poticala od
ispiranja zemlji$ta oboganog atropinont“C, nakon 30 dana supstanca je
detektovana u koncentraciji od 0.5%. Tokom vrem@naustanovljeno
smanjenje ispiranja ove supstance (0.01% nakora8@)dAnaliza uzoraka
zemljiSta nakon 30 i 60 dana je pokazalacai@e adsorpcione osobine
atropina, tako da je kdlnha c¢vrsto adsorbovanog (neekstrahovanog)
atropina iznosila 60% i 70%, redom. Zaostali atngpi bio stabilan i nakon
90 dana.
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The methods of sample preparation have been deactlapd optimized for

food (grains, raw materials, food products basedy@ins and fruits and

vegetables) and feed analyses for the purposemiltsineous determination

of tropane and glycoalkaloids by gas and liquicoatography hyphenated

to mass spectrometry. Separation of alkaloids sy dmmomatography was

achieved by using capillary column HP-5MS UI. Thieakids have been

detected by using a quadrupole mass spectrome&Mimode for the

range ofm/z50-550 a.m.u. Under optimised conditions, good redjom of

homatropine, atropine and scopolamine was achiaefted 12.75 min, while

tropine and anisodamine couldn't be detected. Glyedoids could not be

analysed directly by gas chromatography due ta tiigh molecular weight

and low volatility. For simultaneous determinatioh tropane alkaloids

(tropine,

atropine, scopolamine, homatropine, aasune) and

glycoalkaloids ¢-solanine, a-chaconine) fast and sensitive multiresidue

LC-MS/MS method was validated. In sample prepanatispersive solid

phase extraction (DSPE) was performed with 0.5%mior acid in

acetonitrile/water (75:25, v/v) and a mixture ofgnasium sulphate, sodium

chloride, sodium citrate andi£sorbent. The analytes were separated by



isocratic HPLC on a Chirobiotic V column with theohile phase that
consisted of 10 mM ammonium formate in water/adétte (90:10, v/v)
and methanol/acetonitrile (50:50, v/v), mixed ire thatio of 20:80 (v/v).
Compounds were detected in positive electrospraization mode (ES),
using multi reaction monitoring (MRM). Optimisedliid-chromatographic
method exhibited good linearity in the range 5-8Jgn(F=0.998). The
method has shown to be specific, selective, aceUracoveries from 61-
111%), precise (CV < 5%) and rugged. Calculateddimf detection (LOD)
for all alkaloids were in the range 0.74-0.79 ngidhile the limits of
guantitation (LOQ) were in the range 2.2-4.9 ngi/@ll grains, except for
tropine in soybean and linseed (LOD = 1.55 and L©@.91 ng/g). The
proposed method was applied in the analyses oflearoptained from local
supermarkets. The alkaloids were not detected llowong food samples:
wheat, rye, maize, mixed grain flour, corn flouisduits and crackers. The
feeds for pigs and chicken were the most contamehatith atropine,
scopolaminegp-solanine andr-chaconine with the contents of alkaloids in
the range of 3.6 to 21.7 ng/g. Atropine and scapoia were detected in
cattle and rabbit feed in concentrations rangiognfr2.8 to 9.8 ng/g, while
in feed for horses and wild animals none of theyetralkaloids were
detected. Conducted research reports for the fiins¢ the presence of
glycoalkaloids,a-solanine andi-chaconine in fruit and vegetable samples
(apple, pear, avocado, carrot, cucumber and pgpiikee concentrations of
these alkaloids were in the range of 0.3 to 15 .ngke content of
glycoalkaloids in potato and chips complied witk tecommended content
of total glycoalkaloids concentration of 200 mg/kgaw weight)
(FAO/WHO, 1999). Absorption and translocation okadbids in wheat
(roots, leaves, stem) was determined by using isxedfC. It was found that
young wheat after 15 days absorbed approximatél@%.and 2.28% of
atropine™“C for low (13676 dpm/g soil) and high (37203 dprsdi) spiked
levels in soil, respectively. Increase in the s@ikencentration in the soil
did not affect higher absorption of atropin& in wheat. The highest
accumulation of atropin¥'C was observed in the leaves (83%) while lower
concentrations were detected in the roots (8.6%ms (4.2%) and seeds

(4.1%). In collected water samples during the $dlching, atropiné“C



was detected in the concentration of 0.5%. Leactieggeased with the time
(0.01% after 90 days). Analyses of soil samplegraB0 and 60 days
showed strong adsorption of atropine to the sod guantity of adsorbed
atropine was 60% and 70%, respectively. Adsorbexpate in the soil was
stable after 90 days.
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Spisak skratenica

a.m.u.

ACN

APCI

API

APPI

BSTFA
CDC

CE
CE-MS

Cl
DSPE

EA-IRMS

EC
EFSA
El
ELISA

ESI
ESCI

FAB
FAO

atomska jedinica masgg(.atomic mass unit)
acetonitril
hemijska jonizacija pod atri@oskim pritiskom éngl. Atmosferic Pressure
Chemical lonization)
jonizacija pod atmosferskpmitiskom gengl. Atmosferic Pressure
lonization)
fotojonizacija pod atmosfensipritiskom €engl. Atmosferic Pressure
Photo lonization)
bis(trimetilsilil-trifluoroacetaid)
Centar za kontrolu i zaSttubmlesti €ngl. Center for disease control and
prevention)
kapilarna elektroforeeadl. Capillary Electrophoresy)
kapilarna elektroforeze-masgpektrometrije €ngl. Capillary
Electrophoresy-Mass $aunetry)
hemijska jonizacijangl. Chemical lonization)
disperzivitarsto-fazna ekstrakcijaefigl. Dispersive Solid Phase

Extraction)

elementalni analizat@ngl. Elemental Analyser) spojen sa masenim

spektrometroan(l. Isotope Ratio Mass Spectrometry)
Evropska zajednieadl. European Community)
Evropska agencija za sigurhoane €ngl. European Food Safety Agency)
jonizacija elektronimen@l. Electron Impact)
enzimska imunoloska metodad].Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay)
elektron sprej jonizadigagl. Electron Spray lonization)
hemijska jonizacija sa alektsprejom€ngl. Elektron Spray Chemical
lonization)
bombardovanje brzim atomifeagl. Fast Atom Bombardment)
Organizacija za hranu i pphivredu éngl.Food and Agriculture

Organization)



FD jonizacija desorpcijg¢emgl. Field Desorption)

Fl jonizacija u elektiom polju éngl.Field lonization)

FID plameno jonizacionieldbr engl.Flame lonization Detector)

FLD fluorescentni detektengl. Fluorescence Detector)

GC gasna hromatograigagl. Gas Chromatography)

GC-MS gasna hromatografija-masgpektirometrijag¢ngl. Gas Chromatography-
Mass Spectrometry)

HLB hidrofilni-lipofilni bans éngl.Hydrophilic Lypophilic Balance)

HOAc stetna kiselina

HPLC visokopritisnactea hromatografijagngl.High Preassure Liquid
Chromatography)

HPLC-MS/MS visokopritisna ¢aa hromatografija- maseno/masena spektromedrijgl(
High Preassure Liquid Chromatography- Mass/Masgtgpaetry)
HPLC-UV visokopritisnadea hromatografija sa UV detektoroen@l.High
Preassure Liquid&@hatography with UV detection)
HPLC-UV/VIS visokopritisna tana hromatografija sa UV/VIS detektoroen@l.High
Preassure Liquid@hatography with UV and VIS detection)
IAEA Internacioanalna atomsiggencija za energijiegl. Internacional

Atomic Energy Agenc

IS unutrasnji standéedgl. Internal Standard)

IT jon trap analizatengl.lon Trap)

LC tma hromatografijagngl.Liquid Chromatography)

LC-MS t;a hromatografija-masena spektrometm@adl. Liquid
Chromatography-M8&ggctrometry)

LLE to-teina ekstrakcijagngl. Liquid Liquid Extraction)

LSC tai sciantilacioni broj& (engl. Liquid Sciantilation Counter)

MALDI jonizacija potpomognuta éaaskom desorpcijom iz matriksangl. Matrix

Assisted Laser Dpsion lonization)

MALDI-TOF-MS matriks podrzana laserska desorgpmjsizacija sa vremenom preleta i
masenom spektroijoetr (engl. Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonizatiTime-of-Flight-Mass Spectrometry)

MAX mesSani anjonski izmenjrastvaréi (engl.Mixed-mode anion exchange)

MCX mesSani katjonski izmempigstvargi (engl. Mixed-mode cation

exchange)



MeOH
MRM

MS
MSD
MS/MS
MSPD
NMR
NPD
PLOT
PSA
PTV

TCD
TEA
TIC
TLC
TMCS
TOF
SCAN
SCOT

SIM
SS
SPE
SSE
POPOP

PPO
uv
VIS
VPDB
WCOT
WHO

metanol

prgenje jona definisanih masa u posebnim kanalengl( Multyple
Reaction Monitay)n

masena spektromefgjagl. Mass Spectrometry)

maseno selektivni dete¢ngl. Mass Selective Detector)
maseno/masena spektrojadengl. Mass/Mass Spectrometry)
dispergovamirsto-fazni materijaléngl. Matrix Solid Phase dispersion)
nuklearna magnetna rexma éngl.Nuclear Magnetic Resonance)
azotno fosforni detelingl.Nitrogen Phosphorus Detector)
kapilarne kolone sa @mim slojem é€ngl.Porous Layer Open Tubular)
primarni sekundarnimugengl.Primary Secondary Amine)
temperaturno prograno isparavanjeeigl. Programmed Temperature
Vaporizing)

detektor tertke provodljivosti €ngl. Thermal Conductivity Detector)
trietilamin

totalni jonski hromgtam engl.Total lon Chromatogram)
hromatografija na tanksloju engl. Thin Layer Chromatography)
trimetilhlorosilan

analizator na bazi vesa preletagngl. Time Of Flight)

snimanje masenog spektra

kolone sa unutrasnjinom previdenim stacionarnom likvidnom fazom
i spraSenim inertmos&em ngl. Supported Coated Open Tubular)
ptanje jona definisanih masangl.Selected lon Monitoring)

jonizacija varnicéemgl. Spark Source)

¢vrsto-fazna ekstrakcijaefgl. Solid Phase Extraction)

patenje/smanjenje signalar{gl.Signal Suppression/Enhancement)
1,4 bis-2-(5-feniloksddienzen éngl.1,4 bis-2-(5-phenyloxazolyl)-
benzene)
2,5-difeniloksazolén@l.2,5-dipheniloxazolyl )
ultraljubasta oblast elektromagnetnog spekérag(. Ultraviolet)
vidljiva oblast elekimagnetnog spektrarggl.Visible)
Vienna PeeDee Belemnite
standardne kapilarne kel@ngl.Wall-Coated Open Tubular)
Svetska zdravstvena oigija €ngl.World Health Organization)



CK
CO
TK
TO

kalina adsorbovane supstance
kalina ugljenika u korenu
kd@iina ugljenika u ostatku biljke
tezina korena

teZina ostataka biljke
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1. UvOD

Alkaloidi su bazna, azotova organska jedinjenjaefueiklicne strukture i izrazitog
fizioloSkog dejstva. Hemija alkaloida datira od %8@odine, kada je prvi put izolovan
morfin. Nova klasa jedinjenja dobila je tada ndhiljne alkalije”, a 1818. godine Meisner je
ovim jedinjenjima dao imedikaloidi“. U hemijskom pogledu, alkaloidi pripadaju raznim
grupama organskih jedinjenja. &edeo su heterocikliha azotova jedinjenja, a manji dio
sadrzi azot u alifatnom dijelu molekula. Pored azota alkalaidsto sadrze i kiseonik.

Tropanski alkaloidi i glikoalkaloidi su prirodniksini koje proizvode biljke iz familije
Solanaceagkoja broji preko 100 rodova i 3000 vrsta. Visddancentracije ovih alkaloida su
posebno ndene u sledgm rodovima: Datura (Datura stramonium(tatula), Datura ferox,
Datura innoxia, Atropa beladonngbunika) Hyoscymus, Brugmansia, Solanum nigrum
Solanum tuberosurfkrompir), Lycopersicon esculentu(paradajz) Capsicum(razlicite vrste
slatke i ljute paprike) olanum melongeng@atlidzan). Svi delovi biljke a posebno seme, su
toksiéni. Najzna&ajniji tropanski alkaloidi su: tropin, I-hiosciamiatropin (racemska smesa I-
I d-hiosciamina), skopolamin (tale poznat kao hioscin), homatropin i anisodamin.
Glikoalkaloidi su steroidni glikozidi, a n&@&i nadeni u biljkama suu-solanin,a-kakonin,
tomatin i dehidrotomatin.

Tokskno delovanje tropanskih alkaloida i glikoalkaloid® najeXe ogleda u
blokiranju aktivnosti nervnog sistema inhibicijomolimesteraze, i ostenju celijske
membrane, kao i zglobova uzrokovanjem inflamacipgene mineralnog sastava.

Billke koje proizvode tropanske i glikoalkaloid®sto rastu kao korov na poljima
zajedno sa zitaricama i njihovo seme moze kontamnusgve (pSenica, kukuruz, raz, soja, lan,
itd.), kao i hranu za ljude i zivotinje. Drugi ¢ia dospevanja alkaloida u zitarice podrazumeva
apsorpciju alkaloida od strane biljaka iz zemljiseakome su prethodno uzgajane biljke koje
prirodno proizvode ove alkaloide, kao npr. kromparadajz, parika, patlizan.

Tropanski alkaloidi i glikoalkaloidi su prepoznatd strane evropske organizacije za
bezbednost hrane (EFSA, 2008, 2009) kao jako smbtbkstne, adiktivhe i fizotropske
supstance. @na do sad razvijenih metoda odneanja alkaloida se bazirala na odireanju
u biljkama koje ih proizvode, kodénjem jako komplikovanih i dugih metoda ekstrakcije
analizi pomau visokopritisne téne hromatografije uz UV, fluorescentni detektor (P
UV/FLD) ili masenu detekciju (HPLC-MS), kao i gasrte@omatografije uz plameno
jonizacionu (GC-FID), azotno fosfornu (GC-NPD) iiiasenu detekciju (GC-MS), uz dosta
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visok prag detekcije i kvantifikacije. Jako je malostupnih visoko-osjetljivih metoda koje
omogu«avaju odrdivanje tragova toksnih supstanci u drugim billkama koje su
kontaminirane sa ove dve grupe alkaloida.

S obzirom na tok&nost tropanskih i glikoalkaloida, kao i na real@ikrod trovanja
ovim jedinjenjima, a bazirafi se na preporuci evropske organizacije za bezlstdmane,
osnovni cilj ove disertacije je bio razvoj i vald@ pouzdane, brze, jednostavne i osetljive
analitcke (hromatografske) metode za ativanje najznaajnijih tropanskih alkaloida
(tropin, I-hiosciamin, atropin, skopolamin, homatiro i anisodamin) i glikoalkaloidaof
solanin ia-kakonin) u hrani i sténoj hrani. Razvijena metoda je ka@ha u analizi uzoraka
sa trzista i uzoraka pSenice koja je uzgajana ndjigeu kontaminiranom sa atropinoffC.
Uzgoj pSenice, na zemljistu spajkovartosa atropinont’C, je vr8en da bi se pratila i utvrdila
moguta kontaminacija Zitarica sa alkaloidima putem apsige iz zemljiSta. Takde je praen
nain translokacije i stabilnost radioaktivne supstnanalizom uzoraka zemljiSta, vode i
pojedinih delova biljke (listova, stabljike i sena@m odréenim vremenskim periodima.

Prema nasem saznanju do sada nisu razvijeni iisalidmetodi za simultano
odretivanje tropanskih alkaloida i glikoalkaloida u hrdaziranoj na zitaricama i s100j
hrani. S obzirom da u literaturi nisu dostupni mdpci o apsorpciji i translokaciji ovih
alkaloida u billkama koje rastu na kontaminiranoemjiStu, zndajan deo istraZivanja
izvedenih u okviru ove disertacije je bio po&e razjasSnjavanju mehanizama kontaminacije

useva poméu radioaktivnih izotopa.

' Spajkovanje podrazumeva dodatak poznatesikalistandarda uzorku. Termin je usvojen iz englggkaika
,{0 spike" i prihvaten je kao takav u krugovima hemijskih anatitia.
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2. TEORIJSKI DEO

2.1. Alkaloidi

Velik je broj biljaka otrovnih, lekovitih i halucogenih osobina, koje su poznate od
davnina mnogim civilizacijama. \@a takvih biljaka pripada familijiPapaveraceae,
Papilonaceae, Apocyanaceae, Solanaceae, Brassicdbeavolvulaceae, Erythroxylaceae,
Euphorbiaceae, Olacaceae, Proteaceae, CompositagacBae, Rubiaceae drugim. Ove
biljke sadrze bazna, @se heterocikitna, jedinjenja nazvanalkaloidima, prema izrazu
walkali-like* (alkalijama sleni) koji je 1818. godine predlozio W. Meisner. Hgmalkaloida,
poznavanje osobina i strukture, kao i sinteza gafinjenja novijeg je datuma, mada je jo$
1805. godine F.W. Serturner izolovao prvi alkalawbrfin, iz opijuma maka, a nova klasa
jedinjenja dobila je tada naziv "biljne alkalije".

Alkaloidi su bazna, azotova organska jedinjenjadetoeiklicne strukture i izrazitog
fizioloSkog dejstva. U hemijskom pogledu, alkalojtipadaju raznim grupama organskih
jedinjenja. Véi deo su heterocikina azotova jedinjenja, a manji deo sadrzi azot u
alifatichom delu molekula. Azot n&gse zatvara heterocikini prsten, tako da su neka druga
bazna jedinjenja vrlo retko prisutna u organimgakd, kao npr. metil-, -trimetil i ostali
alifati¢ni prosti alkilamaini, holini i betaini, p&k i purini. Ovakva jedinjenja se ne ubrajaju u
alkaloide, vé se cesto klasifikuju kao ,amini bioloSkih osobina® ikao ,protoalkaloidi®
(Mili ¢ i sar. 1998). Pored azota alkalotdsto sadrze i kiseonik.

Alkaloidi su nateni u mnogim biljkama u priblizno 100 ragtih familija, gde se
javljaju u biljnom tkivu (listu, cvetu, kori, semenli korenu biljke) kao metaboliti intenzivne
¢elijske aktivnosti. Pojedine vrste gljiva se ubpaja druge prirodne proizvace alkaloida
(ergot alkaloidi i amidi lisergne kiseline), dok se samo jedan alkaloid — bufotewilazi i u
biljkama, gljivama i sekretu gmizavaca (Milisar., 1998).

Funkcija i fizioloSka uloga alkaloida u biljkam&sjovek nije dovoljno razjasnjena, ali
se pretpostavlja da su oni skladiSte azota i daldiZki Stite biljku od napada insekata i
Zivotinja. Neka istrazivanja ukazuju da su alkalogbog svoje specifne strukture, helatni
agensi i pomazu biljkama u selekciji pojedinih nheeta zemljiSta (Milt i sar. 1998). Prema
danasnjim podacima biljke koje sadrze alkalaite oko 10% od ukupne svetske flore.

U zavisnosti od stepana zastupljenosti alkaloidmiista biljaka, familije koje
proizvode alkaloide se dele u tri grupe:

1. "Visokoalkaloidne familije”, koje imaju pre®% rodova sa alkaloidnim vrstama,
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2. "Srednjealkaloidne familijegjjih 10-20% rodova sadrzi alkaloidne vrste,
3. "Maloalkaloidne familije'¢ijih 1-10% rodova ima vrste bogate alkaloidima.

Alkaloidi se u billkkama nalaze u obliku soli razlih organskih (mléna, jabdna,
siretna i dr.) ili neorganskih (ng&e sumporna i fosforna) kiselina, estara ili amkigi su
rastvorni u vodi i etanolu. Bazni karakter alkakidotte od prisustva azota koji moze da
reaguje sa protonom kiseline svojim slobodnim eteigkim parom. Ova jedinjenja se
nage&e javljaju kao kristalna i bezbojna. Maniji broj al&ida je téan (nikotin, arekolin) ili
obojen (berberin). Tai alkaloidi destiluju se vodenom parom. Alkalog#i dobro rastvaraju
u mnogim organskim rastvaiena.

Postoji viSe podela alkaloida, ali se alkaloidi¢esie klasifikuju na osnovu hemijske
strukture ili na osnovu biogeneze. Na osnovu stimekimolekula, odnosno onog dela koji
sadrzi azot, moze se izvrSiti slédepodela: alkaloidi proste strukture (fenil-alkiliam
efedrin, meskalin), alkaloidi sa pirolidinskim, pifdinskim i piridinskim prstenom (piperin,
lupinin), alkaloidi sa kondenzovanim pirolidinskim piperidinskim prstenom (atropin,
kokain), alkaloidi sa izohinolinskim prstenom (natik, emetin), alkaloidi sa fenantrenskim
prstenom (morfin, heroin), alkaloidi sa hinolinskprnstenom (hinin), alkaloidi sa indolovim
prstenom (johinbin, strihnin), betalaini - pigmeaikaloidi, likopodijum alkaloidi, purinski
alkaloidi, steroidni alkaloidi i alkaloidi razite strukture. Prema Herbertu (1979),
klasifikacija alkaloida se zasniva na biogenezhgedinjenja, odnosno na strukturi njihovih
prekursora. Vé@na alkaloida je izvedena iz lizina i ornitina, aamji broj iz aromatinih
kiselina, fenilalanina, tirozina i triptofana. Alkedi su po strukturi svojih prekursora svrstani
u devet posebnih grupa:

1. Pirolidin alklaoidi
Piperidin i piridin alklaoidi
Izokvinolin i sli¢ni alklaoidi
Amaryllidaceag mecembrin alklaoidi
Kvinolin i sli¢ni alklaoidi
Indol alklaoidi
Ipeka alklaoidi
Steroidni i terpenoidni alklaoidi
Ostali alklaoidi.

© © N o O B~ WD
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Nightshade Family,
Solanaceae

Slika 1.Tatula,Datura stramoniuni.
1, gornji deo biljke; 2, cvetovi; 3 semetahura; 4, seme

Za coveka alkaloidi predstavljaju vaznu grupu jedingekpo sastojci razliitih lekova
I farmaceutskih preparata. Njihova upotreba u huwpamedicini za léenje raznih bolesti,
moze biti nezamenljiva u nekim ghjevima. Do sada je poznato viSe od 6000 ¢dirlivrsta
alkaloida, od kojih su neke viSestruko korisne iotugbljavaju se dugi niz godina u
farmaceutskoj industriji. Ipak, bitno je napomerddise alkaloidtesto koriste u vidu opojnih
sredstava za uzivanje (droge) i pri tome tohksideluju na zdravlj€oveka. S druge strane,
biljke koje proizvode alkaloid€esto rastu kao korov na poljima zajedno sa zitar&ca
njihovo seme je odgovorno za kontaminaciju usewvenig®, kukuruza, razi, soje, lana i dr.
Tokom Zetve, proizvodnje, prerade i prometa Zitgricbog svoje hemijske stabilnosti
alkaloidi se skladiSte zajedno sa sirovinama. Ogakagdene sirovine unose kontaminaciju
u hranu namenjenu ishrani ljudi i zivotinja. Biljke familije Solanaceaesadrze kapsule
(nage&e 50 kapsula po biljci) u kojima se nalazi oko 15p@menki, koje sadrZze tokse
supstance (Slika 1). Procenjeno je da oko 3000@es)&i iz suhe kapsule se rasprsi po
povrSini od oko 1-4 kvadratna metra (Mountain 198V taj n&in se kontaminiraju voda,
zemljiSte, ali i usevi u toku zetvéestive biljke kao Sto su krompir, paradajz, parpgatlizan,
takade proizvode odrdene koltine alkaloidagija koncentracija se menja zavisno od uzgoja,
naina obrade i skladiStenja. Jasno je da pame koncentracije usled dejstva atineih
faktora mogu da ugroze zdravlje potrégaZbog visoke toksnosti alkaloida u niskim
koncentracijama, veoma je vazno pratiti potenagjapoveéanje koncentracije alkaloida u
jestivim biljkama (krompir, paprika, patlidzan) iagutu kontaminaciju namirnica koje se

koriste u ishrani ljudi i Zivotinja.
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Uloga hrane je viSestruka, a pored ostalog, ona gnaaivni, energetski i zastitni
znaaj. Na zdravljetoveka negativno deluju strane supstance koje unarga mogu dospeti
preko zagdene hrane i vode. BioloSka kontaminacija (prirodmaksinima i toksinima koje
proizvode mikroorganizmi) i hemijska antropogenanteminacija (pesticidi, antibiotici,
hormoni, toksini metali, policikliéni aromatski ugljovodonici, polihlorovani bifenilignoli,
itd.) su nategi natini kontaminacije namirnical{armati, 1985). Namirnice i stoa hrana su
podlozne kontaminaciji alkaloidima, pa su velikembgwnosti unoSenja ovih toksina u
organizam. Prirodni toksini zahtevaju 2amu paznju zbog svoje akutne tak®isti, ali i kao
potencijalni rizik pri hroninom unosu i to prvenstveno usled kancerogenogafékuda je
analitika prirodnih toksina izuzetno ziggna u kontroli zdravstvene ispravnosti hrane imvo
problemu u svetu se u poslednje vreme pageesve véi zn&'a).

Alkalodi mogu izazvati primarno i sekundarno téks delovanje na zdravlgveka
u zavisnosti od r@na ulaska u lanac ishrane. Do primarnog delov&ogh ljudi uglavnom
dolazi zbog konzumiranja kontaminirane hrane bdjnprekla. Alkaloidi, koje doma
Zivotinje unesu u organizam, mogu §rau mleko, meso i jajagime i oni postaju
kontaminirani i mogu ugroziti ljudsko zdravlje (sgldarno delovanje).

Kroz istoriju je zabelezen veliki broj glajeva masovnih trovanja ragtim
alkaloidima. 1979. godine u Velikoj Britaniji je lelezeno 50 sliajeva trovanja sa
quinolizidine i isoquinolinalkaloidima koje proizvodeéaburnumbiljke, dok je u Njem&oj
izmedu 1998 i 2004 je zabelezeno 892¢slja trovanja (Pietsch i sar., 2008; Forrester, 1979
Bramley i sar., 1981). Ove biljke su uglavhom kammane pusenjem, zbog stimulirajo
halucinogenih efekata.

Trovanje ergot alkaloidimge poznato kao ergotizam i prvi put je zabelezeB631
godine u Engleskoj (Capora€l976). Ergotizam je posledica dugotrajnog izlagasjgot
alkaloidima, naje&e kozumiranjem hleba pripremljenog od kontaminirasua ali i drugih
Zitarica. Kod nas je ova pojava poznata kao bgtagene glavnice”.

Najcega trovanja sa tropanskim alkaloidima su posledicakthog konzumiranja
biljaka koje proizvode ove alkaloida. Biljke su nmEne kao opojna sredstva a posledice
konzumacije su rezultirale u antiholir&égom trovanju, paak i smrti. 975 takvih skaja
trovanja je zabelezeno u Americi 2005. godine (Laar., 2006). Méutim poznata su
trovanja sa tropanskim alkaloidima putem kontaraimér hrane, i to n&se konzumacijom
doma&ih proizvoda kao Sto su kompot i vino (CDC, 2016)d (Ramirez i sar., 1999),
hamburgeri (CDC, 1984), biljriaj, i jela pripremana od mrkve i Zitarica (Fretzar., 2007).

U Sloveniji je 2005. godine registrovano trovangkumiranjem doné@ hrane pripremljene
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od pSeninog brasna (Perharic, 2005). Druge akcidentne @jeuasu zabeleZzene nakon
konzumacije divljeg véa (Chang i sar., 1999) i¢no pravljene paste za zube (Pereira, 1994).
Do velike epidemije u New Yorku je doSlo kao posted konzumiranja heroina
kontaminiranog sa skopolaminom (Hamilton i sarQ@0

Glikoalkaloidi, posebnoa-solanin i a-kakonin, poseduju izuzetno visoku akutnu
toksknost i mogu biti fatalni i za ljude i za zivotin{&orpan i sar., 2004). OpSte poznato je
da se zeleni delovi krompira ne bi trebali konzwahirzbog povéane koncentracije
glikoalkaloida. U Severnoj Koreji su zabelezena 38£aja trovanja kao posledica
konzumiranja crvenog krompira. Od toga 52 osobbilsusmesStene u bolnicu sa simptomima
glavobolje, povréanja, proliva i halucinacije, a 22 ghja su se zavrSila smrtnim ishodom
(McMillan i Thompson, 1979)Cesto citiran je i skgj trovanja 78 &enika nakon jela
(McMillan and Thompson, 1979), koje se delimd sastojalo od krompira a stajalo u kuhinji
u toku duge Skolske pauze. Analiza preostolag kiamp jelu je pokazala visok sadrzaj
glikoalkaloida. 17 tenika je smeSteno u bolnicu sa simptomima p@ng, dijareje i
abdomalnog bola. Trovanje sa glikoalkaloidima iarkpira je izvesteno i u Svedskoj, Kipru i
Velikoj Britaniji (McMillan i Thompson, 1979).

Zbog izuzetno velike akutne tokepsti, alkaloidi u namirnicama ne mogu da se
odretuju putem hemijskih metoda analize¢ye za njihovo odréivanje neophodno primeniti

visokoselektivne i visokoosetljive instrumentalnetode analize.

2.1.1. Osobine tropanskih i glikoalkaloida

Tropanski alkaloidi i glikoalkaloidi su prirodni keini koje proizvode biljke iz
familije Solanaceagkoja broji preko 100 rodova i 3000 vrsta. Visdkencentracije ovih
alkaloida su pron#ene u sled@m rodovima:Datura (Datura stramonium(tatula), Datura
ferox, Datura innoxia), Atropa beladonna, Hyoscymmiger (bunika) Brugmansia(rajska
truba), Solanum nigrumSolanum tuberosurgkrompir), Lycopersicon esculentu(paradajz),
Capsicum(razlicite vrste slatke i ljute paprike)Solanum melongen@atlidzan). Svi delovi
biljke a posebno seme, su taksi Najzn&ajniji tropanski alkaloidi su: tropin, I-hiosciamin
atropin (racemska smeSa od |- i d-hiosciamina)pskomin (takde poznat kao hioscin),
homatropin i anisodamin. Glikoalkaloidi su steroidfikozidi, a nage&i nadeni u biljkama

su:a-solanin,a-kakonin,tomatin i dehidrotomatin.

U grupu tropanskih alkaloida spada preko 200 jedia, sa karakteristhom

strukturom od dva kondenzovana prstena: pirolicigskpipiredinskog. Ovi prstenovi imaju

-7-
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tri zajednéka atoma, jedan atom azota i dva atoma ugljenikainA grupa, karakteristna za
sve alkaloide, je u i slucajeva metilovana. Prema tome, u@lpna struktura tropanskih
alkaloida je biciklo azabiciklo-oktanski skelet azan na Slici 2 (Lounasmaa i Tamminen,
1993). Veliki broj alkaloida, koji se pojavljuje familiji Solanaceagenastaje esterifikacijom
kiselina, kao Sto su: setna, propionska, izobuterna, izovalerijskanetilbuterna, tiglinska,
(+)-a-hidroksif-fenilpropionska tropinska i atropinska, sa ré&@h hidroksitropanima do-
tropanol,a-tropan-diol ilia-tropan-triol).

HC—NS;

5
F AN
6

Slika 2. Osnovni skelet molekula tropanskih alkadoi

Najznaajniji tropanski alkaloid je I-hiosciamin, prvi pukolovan 1833. god. iz
Hyoscyamus nigefbunika), ali je takde i glavni alkaloid u vrstiDatura stramonium.
Racemizacijom I|-hiosciamina nastaje atropin. Atnoge koristio u medicini joS od 1500. god.
kada je i prvi put izolovan u Evropi i3olanaceavrste, Atropa belladonna(velebilje ili
ludata). I-skopolamin, poznat i kao hioscin, je prvi putlaan iz Scopola carniolical881.
godine, a kasnije je identifikovan i dyoscyamus nigerDatura metel, Datura wrightii
Datura ferox Kao i I-hiosciamin i |-skopolamin moZe da formiracemsku smeSu pri
izolaciji.

Tropin je endo-8-metil-8-azabiciklo(3,2)oktan-3-alvrsta je supstanca, gastog
kristalo-grafskog oblika, lako higroskopna sa&ktma topljenja 63°C i klganja 233°C.
Rastvoran je u etru, hloroformu, vodi i alkoholakio se sintetiSe iz tropidina reakcijom sa
HBr, zatim hidrolizom i razdvajanjem od svog izomepseuodtropina, ili iz tropinona
hidrogenacijom u prisustvu katalizatora R-Ni. Tropi svomcistom stanju nije detektovan u
prirodi, metutim nalazi se u osnovi skeleta tropanskih alkadflika 3).

HaC—N

'S

OH
Slika 3. Struktura tropina

Hiosciamin je po svojoj strukturi 8-metil-8-azabiciklo[3,2¢Kt-3-il estar [3(S)-endog-

(hidroksimetil) benzoséetne kiseline. Cvrsta je supstanca, svilenkastih tetragonalnih
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iglicastih kristala sa tkom topljenja 108.5°C i optkom rotacijom §]p?° -21°. Lako je
rastvoran u alkoholu i hloroformu. Hiosciamin j@lavan izHyoscyamus nigek., Atropa
beladonal., Datura stramoniunt., i ostalih biljaka iz familijeSolanaca€Slika 4).

H3C—N H —OH
Hom

H 0

Slika 4. Struktura hiosciamina

Atropin (endo-(x)a-racemska smeSa ili dl-hiosiamin) je&vrsta supstanca dugih
ortoromboedarskih prizmatiih kristala, take kljucanja 114-116°C. Atropin sublimuje u

visokom vakumu na temperaturama od 93°C do 110fika(S) i sa kiselinama gradi soli.
HsC—N

H _OH

o
T

Slika 5. Struktura atropina

Skopolaminje 9-metil-3-oksa-9-azatriciklo[3,2,1,0]non-7-istar [7(S)-(&,2B,48,5¢, 7B)]-o-
(hidroksimetil) benzensietne kiseline. Viskozna jedeost sa optikom rotacijom §]p>° -28

i tatkom topljenja 59°C. Rastvoran je u vodi (1 g skapaiha u 9.5 g vode), a tak® je lako

je rastvoran u alkoholu, etru, hloroformu i acetodikiseloj i alkalnoj sredini, skopolamin se
lako hidrolizuje i spontano se dekarboksiluje. jqagk u véini biljaka familije Solanaceage
posebno WDatura metelL., i Scopola Carniolical., kao i u néistom izolatu duboiscina iz
Duboiscia myoporoideR. Cist duboiscin je I-hiosciamin. Skopolamin (Slika j6)jedan od
najrasprostranjenijin tropanskih alkaloida visoketgpena oksidacije, nastao iz tropina
(dehidrotropina), odnosno hiosciamina koji je imedijer u biosintezi. Prosta reakcija

epoksidovanja dehidrotropina vodi nastajanju skamaha.
HyC—N

ij}—_q _-OH
S
T

Slika 6. Struktura skopolamina
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Homatropin je  (N,N-dimetil-8-azoniabiciklo[3,2,1]oct-3-il)  2-hidroksd-fenilacetat.
Homatropin takde nastaje kao proizvod sinteze biljaka iz famifji@lanaceaeStabilan je u
rastvorima a proseo 0.38% homatropina (kod pKa=9.88) se nalazi omepvanom obliku.
Takadie se moze i vestki sintetizovati pricemu se koristi kao lek u inhibiciji acetilholnih

receptora, delujti parasimpatetki na nervni sistem (Slika 7).

HsC—N

N o

o)
0

Slika 7. Struktura homatropina

Anisodamin je [(1S,3S,5S,7S)-7-Hidroksi-8-metil-8-azabicil3d],1]oktan-3-il] (2S)-3-
hidroksi-2-fenil-propanoat (Bhidroksihiosciamin), nastaje kao intermedijer izime
hiosciamina i skopolamina (Slika 8). Prvi put jedvupjen iz Hyoscyamuse nigeL. a
detektovan je i u nekim biljkama koje sadrze skapoh. Antagonistiki deluje na centralni
nervni ali je manje tok&an od atropiana i skopolamina. U Kini je kégg kao lek za

poboljSanje mikrocirkulacije, posebno u toku sgaig Soka (Norby i Ren, 2002).

HsC—N

OH
OH

0

Slika 8. Struktura anisodamina

Steroidni glikoalkaloidi su uglavnom pradeni u familiji Solanacae zbog toga su i
dobili naziv Solanum glikoalkaloidi. Pored familijeSolanacage glikoalkaloidi su takde
otkriveni i u familiji Liliacae, ali u tom sl¢aju se nazivajWeratrum alkaloidi. Najveéa
koncentracija glikoalkaloida je pro#ena u krompiru, ali pored krompira postoje i druge
biljke koje sadrze glikoalkaloide kao Sto su pajadhycopersicon esculentum)patlidzan
(Solanum melongena).
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Slika 9 Strukture aglikona najztajnijih glikoalkaloida prondenih u Solanum vrstama
(Friedman i McDonald 1997)

Vecta paznja istrazivanju glikoalkaloida je poésea posle otkéa solanina 1820
godine. Kasnije je dokazano da je solanin smeSdvadglikoalkaloida: solanina i kakonina,
koji se nalaze u obliku glikozida (Kuhn i sar. 185%). Glikoalkaloidi pripadaju grupi
pseudoalkaloida ili izoprenoidnih alkaloida zbogdaosto je atom azota ugen u ne-amino
kiselinski ostatak (Goodwin i Mercer 1988). Postojelruge klasifikacije po kojima su
glikoalkaloidi svrstani u grupu steroidnih sapon{iahato i sar., 1982) i steroida (Heftmann
1983). Glikoalkaloidi krompira su glikozidi, kojiessastoje od dve strukturne komponente:
hidrofobnog C27-ugljenikovog skeleta aglikona i rbitinog ugljenohidratnog lanca.
Aglikoni sadrze amino i alkoholnu funkcionalnu gagto upduje da su oni alkamini
(amino-alkoholi). Na osnovu strukture, aglikonigadeljeni u pet raalitih grupa: solanidini
(npr. solanidin), spirosolani (tomatidin), epimimdéstani (solakongestidin), alkaloidi sa
solanokapsinskim skeletom (solanokapsin) i 3-anpmostani (jurubidin) (Schreiber 1968;
Ripperger i Schreiber, 1981). Najmanje 90 struldumazliitin steroidnih alkaloida je

-11 -



Univerzitet u Novom Sadu, Tehnoloski fakultet Zora Jandridoktorska disertacija

pronadjeno u preko 358olanumvrsta (Friedman i McDonald, 199 Najznaajniji aglikoni
pronaieni u Solanumvrstama su: solanidin, demisidin, i solasodin, dodenol i tomatidin
(Slika 9).

U prirodi su steroidni alkaloidi uglavnom prisutni obliku a-glikozida.
Ugljenohidratni dio glikoalkaloida je povezan s#&i8roksi grupom prvog prstena aglikona.
B, v 1 0 glikozidi (mono-, di- i trisaharidi) su take prondeni ali su oni uglavnom proizvodi
hidrolize a-glikozida. Ugljenohidratne komponente glikoalkd®i su uglavnom tri- i
tetrasaharidi. Najzrajniji ugljeno-hidratni Séeri su: D-glukoze, D-galaktoze, D-ksiloze i L-
ramnozef-solatrioze predstavljaju ugljenohidratni desolanina i sastoje se od: D-glukoze,
D-galaktoze i L-ramnozex -kakonin sadrzi glikozidno vezarfiikaktriozu, dok S&rni deo
tomatidina i demisidina jeB-likotetraoza (Slika 10). Ugljenohidratni lanci atioze i
likotetraoze su pripojeni kroz hidroksilnu grupw@g ugljenikovog atom@-D-galaktoze, a

kakotrioze kroz hidroksilnu grupu prvog ugljenikgvatomaB-D-glukoze.

Solatroze Kakotrioze
D-Galaktoza D-Glukoza
CH.OH

CH,0H HE, iHJUH 0
o g -

HO

N, \I'I\&Glukﬂza
K=iloza b -0
0"\
/ "0 cHoH
Ho_ A \?__L'_D
A NER
N enon oH
¢ D-Galaktoza
oM

D-Glukoza

Slika 10.Strukture tri najeka ugljenohidratna lanca glikoalkaloida Solanumavrst
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2.1.2. Biosinteza tropanskih i glikoalkaloida

Alkaloidi predstavljaju sekundarne metabolite Ik§ai vazni su kao njihov
odbrambeni mehanizam od insekata. Biosintetskigtkdaloida je predstavljen na Slici 11.
Smatra se da biosinteza tropanskih alkaloida &aoiz a-aminokiseline, ornitina. Leete
(1962) i Nelson (1969) su utvrdili da se [&]ornitin ugratuje u razlsite alkaloide, npr.
hiosciamin, kao i njegov derivat nastao dekarboksihjem, putrescin. Kod putrescina se
obelezeni*'C-atomi nalaze u poloZajima;G C4 odnosno u premésnim uglienikovim

atomima (Slika 12).
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Slika 11. Biosintetski put alkaloida
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Tropanski alkaloidi se obtmo javljaju esterifikovani tropinskom ili tiglinsko
kiselinom, kao kod hiosciamina, odnosno meteloiditsrazivanja biosinteze tropinske
kiseline su pokazala da ona nastaje iz fenilalaningotviena su ispitivanjima sa'C-
fenilalaninom (Beresford i Woolley, 1974). Biosin#e tiglinske kiseline je posledica

transformacije izoleucina (Basey i Wooley, 1973).

A N B
NH5 H HO N
Me

NHQ EKCHECOZ
putrescin picolidin

|

Ph/z\ P“ p AA

OH

hiosciamin OH ktorin

Slika 12. Biosinteza tropanskih alkaloida iz putiea (Herbert, 2003)

lako su istrazivanja vezana za biosintezu glikdalkia brojna, biosintetski put od
holesterola do glikoalkaloida joS nije potpuno &bjan. U biljkama biosinteza glikoalkaloida
zapainje u toku klijanja (Heftmann 1983). Na osnovu dsja izvedenih sa paradajzom
predpostavlja se da su mikrozomalne orgabtelige mesta biosinteze glikoalkaloida (Roddick
1976). Druga mesta &eliji, kao Sto su plastidi su taie predloZeni (Bergenstrale i sar.,
1992). Nakon sinteze glikoalkaloidi prelaze u cig@mu i/ili vakuolu (Roddick 1976, 1977).
Za glikoalkaloide je karakteristho da se ne transportuju iz jednog dela biljke ugdr
(Roddick 1982; Heftmann 1983), oni ostaju na mesiteze.

Patetna t&ka sinteze glikoalkaloida se smatra da je ista kdamd svih drugih
steroidnih biosinteza. Biosinteza zapge reakcijom izméu acetata i acetil koenzima A, i
nastavlja se kroz intermedijerne produkte mevalengiseline, skvalena, lanosterola i
cikloartenola do holesterola. Nedavno je deno da holesterol djeluje kao prekursor u sintezi
glikoalkaloida (Arnqvist i sar. 2003). Postoje dwaoguta puta sinteze glikoalkaloida iz

holesterola.
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Petersen i sar. (1993) smatraju da se solasodiladglcidin formiraju iz holesterola,
dok tomatidenol, tomatidin, solanidin i demisidinastaju iz zasenog holesterola.
Tomatidenol i solanidin imaju si&n biosintetski put, Sto se ne bi moglekivati na osnovu
njihove hemijske strukture. Za razliku od njih, as®din i tomatidin, koji su jako &he
hemijske strukture, su biosintetski r&ili Smatra se da aglikoni sa dvostrukim vezama
nastaju prvi, a zatim za&sini aglikoni.

Nesto drugadiji biosintetski put glikoalkaloida je opisan odate Kaneko i sar. (1972,
1976, 1977 a, b, 1978) posle pauanja Veratrum grandiflorum Oni su prikazali
biosintetske faze formiranja solanidina (Slika i3$matraju da najverovatnije l-arginin
predstavlja izvor azota za solanidin. S druge stidadhav i sar. (1973) smatraju da su glicin i

alanin donori sinteze azota.

geranil farnexzil
pirofosfat pirofosfat

izopentil
pirofosfat S opp E;-b
WUF‘P . = e hﬁ/ »

skvalen

solanidin holesterol
HOY

Slika 13. Pretpostavljeni biosintetski put solanaiodnosna-solanina io-kakonina
(Kaneko i sar., 1976)

Slede&i korak u biosintezi, posle formiranja aglikona,gkkozilacija u toku koje se
aglikoni jako brzo enzimatski glikoziraju de-forme glikoalkaloida (Jadhav i sar., 1973;
Osman i sar., 1980). Zbog ovako brze reakcije agkksa Sgerima slobodni oblik aglikona

se ne moze gau krompiru.
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2.1.3. Toksénost tropanskih i glikoalkaloida

Nezavisno kojoj hemijskoj grupi pripadaju, neke @ame karakteristike tok&mnog
delovanja alkaloida se mogu definisati kao:

* Nastalo patolosko stanje nije infektivno,

* Do trovanja alkaloidima dolazi slajnom konzumacijom kontaminirane hrane ili
biljaka koje sadrze alkaloide, ali i svesnim ung8emizolovanih alkaloida u vidu
narkotika, odnosno zloupotrebom taksh biljaka,

* Alkaloidi mogu ispoljiti svoje delovanje na zdrawlgkutno i hrorino, Sto zavisi od
doze i duzine izlaganja.

Kod hrontnog trovanja alkalodima, zavisno od vrste alkaloidajhovih ciljnih tkiva i
organa, toksina delovanja mogu biti raZlta. Osnovna akutna toksia dejstva alkaloida
ukjucuju blokiranje adrenergninh nervnih impulsa, halucinogeno dejstvo, stimutad
delovanje na centralni nervni sistem i zastoj reida. Pri prolongiranom unosu moze&iddo
mozdanog krvarenja i izazivanja depresije, impdjenanorgazmije, itd.

Toksiknost tropanskih i glikoalkaloida je uglavnom ptauwana posmatranjem dva
mehanizma dejstva. Prvi je njihova sposobnost dataon provdenje nervnih impulsa,
odnosno inhibicija holinesteraze. Kod izrazitogilmiornog dejstva na holinesterazu, kao Sto
je slutaj kod tropanskih alkaloida, bivaju patgmi i nervi koji kontroliSu pokretanje mé
Sto dovodi do nekontrolisanogcégnja i opustanja mi&h, a u tezim skajevim i do paralize.
Glikoalkaloidi takale blokiraju aktivnost holinesteraze ali blokadaengovoljno jaka da
izazove nekontrolisano ¢&gnje i opuStanje mi&. Solanine i kakonine poseduju priblizno
inhibitorno dejstvo na holinesteraze (acetil- iilhalinesteraze) (Roddick, 1989). Drugi
simptomi hrontne tokstnosti solanum alkaloida ukiuje oStéenje zglobova zbog
inflamacije i izmene mineralnog sastava kostijutpogri prolongiranom unosu alkaloidi
izazivaju gubitak kalcijuma iz kostiju. Zbog togawnici preporduju eliminaciju hrane
(posebno one koja potencijalno sadrzi visoke komaeije glikoalkaloide) ljudima koji
boluju od osteoaritritisa, reumatidnog aritritida slicnih bolesti kao Sto je kostobolja.
Glikoalkaloidi takale mogu da uzrokuju razarangelijske membrane. Do razaranje dolazi
usled formiranja kompleksa é¢elijskoj membrani izméu aglikonskog dela glikoalkaloida i
sterola (Friedman, 2006). Ovo uzrokuje strukturmongenu ¢elijske membrane, njeno
oSteenje i gubitakéelijskog sadrzaja. Kakonin imac¢g delovanje na razaranjelijske
membrane od solanina, jer stvara stabilnije kongd#eka holesterolima i fitosterolima
(Roddick, 1979).
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Trovanje sa datura biljkama izaziva efekte zamagdjevida, spréavanje l¢enje
pljuvacke, vazodilataciju, hiperpireksiju, pridenje i delirijum, kao i kompletnu nesposobnost
razlikovanja realnosti i fantazije. Hipertermijahtkardija, amnezija, fotofobija, nastrano i
nasilno ponaSanje, glavobolje, patamje, proliv, su neke od posledica trovanja solanum
alkaloidima koje mogu trajati i do nekoliko danaé&-Gajt, 2011;CDC, 2010; Freye 2009;
van Gelder, 1991; Friedman and McDonald, 1997, 1999

Predlozeni sigurnosni sadrzaj glikoalkaloida u kpinon je 200 mg/kg (sirova odvaga)
(1000 mg/kg, suha odvagtfAO/WHO, 1999). Sadrzaj glikoalkaloida ispod ovarmgce se
ne smatra opasnim po ljudsko zdravlje. Akutna thiast glikoalkaloida za ljude varira
izmedu 2-5 mg/kg, a letalna doza iznosi 3-6 mg/kg (Morriee, 1984), miutim moze biti i
dosta niza (1-2 mg/kg) (Friedman i McDonald, 1997).

2.2. Masena spektrometrija

Masena spektrometrija (MS) predstavlja jedan od¢mijiv i pouzdanijih naina
identifikacije komponenata na osnovu njihove masaelektrisanja. Osnovni cilj u masenoj
spektrometriji je dobijanje speaifie informacije o strukturi ispitivanog molekula, j&o
omoguiava njegovu identifikaciju uz prihvatljiv nivo o§etosti. Princip tehnike se sastoji u
jonizaciji supstanci da bi se proizvelli joni ilaalektrisani molekulski fragmenti. Nastali joni
se dalje razdvajaju na osnovu odnosa mase i naskelija (m/z) pricemu se meri intenzitet
svakog od njih. Na osnovu tifrie fragmentacije molekula, véie fragmenata i njihovog
odnosa ututuje se tana hemijska struktura analiziranog jedinjenja. &igrazdvojenih,
detektovanih jona sa njihovim relativnim intenzitea (abundancom) se prikazuje u obliku
masenog, odnosno m/z spektra.

Osnovni delovi masenog spektrometra su: jonizatoalizator i detektor. Prvi korak
pri analizi molekula masenom spektrometrijom jeizanija molekulaNastali joni se provode
kroz maseni analizator, koji razdvaja jone u prasifli vr.emenu na osnovu odnosa njihove
mase i naelektrisanja (m/z), tako da maseni analizaedstavlja najzriajniji deo masenog
spektrometra. |z analizatora joni se dalje usmguaka detektoru gde proizvode elektn
signal, koji se moZe registrovati na osciloskopisaj, raunaru ili na nekom drugom
uredaju.

Obrazovanje jona u velikoj meri zavisi od jonskayara koji treba da omogu
nastajanje Sto veg broja jona iz neutralnigestica kako bi se povala osetljivost, odnosno

smanjila potrebna kalina injektovanog uzorka. Radi Sto pouzdanije aeali@astali joni
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moraju imati Sto uniformniju energiju, jonska s&upora biti stabilna i fon (jonidestice koji
ne potéu iz uzorka) jonskog izvora moraju biti Sto mamjigrsel, 1977).

Postoji velik broj jonizacionih tehnika, &sto korigene su: jonizacija elektronima
(Electron Impact, EIl), hemijska jonizacija (Chenhimization, CI), jonizacija u elektfihom
polju (Field lonization, FI), jonizacija desorpaijp (Field Desorption, FD), jonizacija
varnicom (Spark Source, SS), bombardovanje brzommiana (Fast Atom Bombardment,
FAB) i jonizacija potpomognuta laserskom desorpuijz matriksa (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization, MALDI). Izbor tehnike jonizige pre svega zavisi od cilja analize, kao
i od vrste uzorka.

U ovom radu je kori&na jonizacija elektronima kod GC-MS tehnike. Jomskor za
jonizaciju elektronima (Slika 14) se sastoji iz kwigane komore néijoj se jednoj strani
nalazi filament — usijano vlakno od volframa ilnigima (katoda), a na suprotnoj, pozitivho
naelektrisana pl@a (anoda). Usijana katoda emituje elektrone kajdaadi anoda pricemu je
energija elektrona oddena razlikom potencijala iznie elektroda. Koristi se visoka energija
elektrona (70 eV) usletkga nastaje veoma velik broj jona ispitivanog uaoMolekulski jon
nastaje izbijanjem samo jednog elektrona iz mokekako da njegov m/z odnos ukazuje
direktno na molekulsku masu supstance. Kod ovog jodizacije molekulski jon je ofmo
slabog intenziteta i teSko sedawa, ali zato prisustvo velikog broja ostalih jamaoguwava
utvrdivanje strukture molekula. Obrazovani joni se pgatjg iz jonskog izvora ka masenom
analizatoru, gde nailaze na uzani razrez i uslelikeapotencijala od 2000-10000 V (izthe

jonske komore i razreza) ubrzano ulaze u maselizatar.

A
JTard 1/
Mlolelnle i - I| lDEtE-'k‘tDI'
\(F T Propuftend jond
H " Kvadnipoln analizator
Bl o
EE ~ EI jordzator

Slika 14. Sematski prikaz El jonizatora i kvadropmj analizatora

Prilikom korigenja HPLC sa MS, uslovi jonizacije su slozeni zpogustva mobilne
faze, koja je i sama ngg&e jonizovana. Zbog toga se primenjuju rétlinacini jonizacije da
se njen uticaj svede na minimum, a da se pri tomizgebe osnovne karakteristike
odretivanog jedinjenja. Kod masene spektrometrije u kimadiji sa HPLC, moze se
definisati pet n&éna jonizacije: jonizacija pod atmosferskim pritisk (Atmosferic Pressure
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lonization, API), elektron sprej jonizacija (Elemtr Spray lonization, ESI), hemijska
jonizacija pod atmosferskim pritiskom (AtmosfericeBsure Chemical lonization, APCI),
hemijska jonizacija sa elektron sprejom (Elektropra&y Chemical lonization, ESCI) i
fotojonizacija pod atmosferskim pritiskom (AtmoséelPressure Photo lonization, APPI).

Elektron sprej jonizacije se zasniva ha prismju eluata kroz kapilaru koja se nalazi
na visokom potencijalu od 3-4 kV. Prolaskom krozlektrisanu kapilaru formiraju se
naelektrisane kapljice eluata. Desolvatacija néstéapljica se potpomaze udenjem
inertnog gasa, n&g&e azota. U momentu kada kulonove sile idmaeaelektrisanih kapljica
nadvladaju adhezione sile u kapljici eluata dothztzv. kulonove eksplozij@me se kapljice
raspadaju na joS manje. Proces se nastavlja svenel@aostanu individualni joni. Kako se
kapilara visokog napona moze naelektrisati pozitivmegativno, tako se moze favorizovati
pozitivna i negativna jonizacija. Kod ESI jonizaciflolazi do formiranja (8" ili (M)
jona. Bazne supstance (npr. amini) mogu formiratitqgnizovane molekule (M)* koji se
mogu analizirati u pozitivnom jonskom modu, dajpik na masi (M")*. Kisele supstance
(npr. sulfonske kiseline) mogu formirati deprotaniane molekule (M) koji se mogu
detektovati u negativnhom jonskom modu dajoik na masi (M) (introduction to LC/MS,
Waters Corp. 2002).

Quazi-Molecular lon

(M+1)* or(M-1)
Fragments

|

Isotopes
Relative
lon

Current

(Signal) Solvent
g Adduct Adduct

Neutral Loss lon

2 1 1 ]I | ' (M

Mass / Charge
miz

Slika 15. Nastanak masenih spektara pri ESI i ARizaciji
(Introduction to Waters Corp., 2002)
Kada je ré o kombinaciji MS sa GC i HPLC, n@&e kori&eni maseni analizatori

su: kvadrupolni analizator (jednostruki ili viSest), analizator sa magnetnim sektorom,
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jonska zamka analizator (lon Trap, IT) i analizatarbazi vremena preleta (Time Of Flight,
TOF).

Kvadrupolni analizator (koré&n u ovom radu u kombinaciji sa GC) spada u
analizatore niske rezolucije. Sastoji se @&atiri Stapne elektrode kojima se istovremeno
saopStavaju elektmi i radiofrekventni impulsi. Radiofrekventni immilkoji se dovode na
par suprotno postavljenih elektroda su smaknuti azi fza 180. Pod dejstvom
radiofrekventnog potencijala joni odienog odnosa m/z bivaju naizmémo fokusirani u
razlicitim ravnima. U prvoj polovini radiofrekventnog dilsa gornja i donja elektroda su na
pozitivnom potencijalu, dok su leva i desha na tiegam potencijalu, usledega joni bivaju
potisnuti u horizontalnu ravan. U drugoj polovinklasa polarnost elektroda je obrnuta, Sto
menja elektdno polje i fokusira jone u vertikalnoj ravni. Usledvakvog dejstva
kvadrupolnog polja dolazi do slozenog kretanja ja@nosno nastaje trodimenzionalni talas.
Amplituda trodimenzionalnog talasa zavisi od odnas#& datog jona, primenjenog
potencijala i frekvencije naizmemog potencijala, te kvadrupolno polje propusSta samo
odrelene jone. Snimanje masenog spektra se izvodi pramgadnosmerne i naizmenie
komponente napona, gremu je njihov odnos konstantan (Silverstein i Weh<st997).

Maseni spektrometri koji se sastoje od viSe kvadinip analizatora (quadrupole -
quadrupole) se nazivaju tandem maseni spektronlét8-MS). Tehnika maseno-masene
spektrometrije se moze primenjivati u rdidé svrhe a ngp&e od njih su: analiza jona-
produkata, analiza prekursor jona, gaaje neutralnog gubitka i izdenje SRM (Selected
Reaction Monitoring) tehnike. Kod maseno-masenetspetrije jona-produkta, koja je
primenjena u ovom radu, u poslednjem masenom atailiz se razdvajaju joni koji su nastali
od tatno odrelenog jona primarne jonizacije. Taj jon se nazivekprsor jon te se samo on
dalje uvodi u kolizionweliju i prati se njegov maseni spektar analizomdpkata jona. U
ovom radu, MS-MS je korégn sa u kombinaciji sa HPLC. Kvadrupolni analizatsu
razdvojeni poméu kolizionecelije koja takde moze biti jedan kvadrupolni segment u koju
se uvodi inertni gas (argon, ksenon) i vrSi fragtaeija prekursor jona oditezanog analita
(obieno (M+H)" ili (M-H)"). Identifikacija nastalih fragmentiranih jona sgSivna osnovu
odnosa njihovih masa i naelektrisanja (m/z) péundrugog analizatora.

Analizator sa magnetnim sektorom se sastoji od mtagizmeu cijih polova prolaze
joni. Na ulasku i izlasku iz magnetskog sektorapalse dve pukotine koje ogréamvaju snop
jona koji ulaze, odnosno onih koji izlaze iz sektdtako bi se smetnje na detektoru

minimizirale. Magnetno polje deluje na naboj u krgti Lorenzovom silom. Zbog te sile,
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putanje jona u magnetnom polju su zakrivljenemaeadreieni joni mogu préi kroz izlaznu
pukotinu i biti detektovani. Pretrazivanje po masase provodi promenomdgae magnetnog
polja zbog uticaja na radijuse zakrivljenosti jamanagnetnom polju. Razdvajanje jona po
odnosu njihovih masa i naelektrisanja je sporos@lodlikuje vrlo dobrim razdvajanjem.

Jonska zamka se sastoji od prstenaste elektrode didk elektrode smeStene ispod i
iznad nje. Elektrodama se saopStavaju radiofrekwvanelektricni signali. Jon koji de u
zamku oscilira u zamci kompleksnim putanjama, kaee kontroliSu elektrodama s
istosmernim naponom. Ova metoda je brza ali s&kwdlislabim razdvajanjem jona. Pored
klasikne masene spektrometrije maseni analizatori sakgomszamkom omogiavaju i
izvodenje maseno-masene spektrometrije. U ovomiagluse i fragmentacija i razdvajanje
jona odvijaju u istom delu intrumenta, a proces Eustize promenom uslova rada.
Prilagalavanjem né&na rada svi joni osim jona-prekursora mogu biba®ni iz prostora
elektroda. Po njegovoj fragmentaciji joni se uvadenaseni analizator. Na &in n&in se
mozZe postii i dalje pr&enje sudbine jona, omogavajuti MS" spektrometriju.

TOF analizator ubrzava jone iz jonizatora p@émdiomogenog elektmog polja.
Ukoliko se svim jonima saopsSti ista kindda energija, njihova brzinge biti obrnuto-
proporcionalna kvadratnom korenu mase. Vreme potrela joni razliite mase dospeju do
detektoratini osnovu razdvajanja jona u TOF-u. Laksi jonjae ubrzavaju i prvi dolaze do
detektora. TOF metoda je brza, ali je razdvajalakije od onog u eleki¥fhom ili magnetnom
sektoru.

Nakon razdvajanja jonskih vrsta u masenom anali@atgihovo prisustvo je potrebno
detektovati, a kodiinu izmeriti. Detekcija se n&gse izvodi elekténim putem, merenjem
ukupne jonske struje (abundance). Dvae@e kori¥ena detektora su: elektronmultiplikator
(electron multiplier) i fotomultiplikator (photomtyblier conversion dynode). Princip rada
elektronmultiplikatora zasniva se na upotrebi wizastopnih ,Faradejevih kapa“, dinoda (8—
20) sa rasttim potencijalom. Jonski zrak iz masenog analizafseaenergijom 4000—-8000
eV) pada na elektrodu (,Faradejeva kapa“) multgtitka i izbija elektrone (otmo 1-2
elektrona po jonu). Oni se ubrzavaju prema slegdgFaradejevoj kapi“ koja je na visem
pozitivnom potencijalu u odnosu na prethodnu, ugkggh dolazi do emisije joS é&&g broja
elektrona, i tako redom.

Pri radu sa kvadrupolnim masenim spektrometromgp@siva naina prikupljanja
podataka tokom hromatografske analize:

1. SCAN - snimanje kompletnog masenog spektra i

2. SIM (Selected lon Monitoring) — snimanje odkrih jona.
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SCAN tehnika podrazumeva snimanje kompletnog masenog spektrapsad
praenje masa u oddenom opsegu uz simultano peaje retencionog vremena Sto
omoguuje identifikaciju analita na osnovu masenog spektretencionog vremena. Ova
tehnika se prvenstveno koristi za kvalitativhu &mal Ukupne abundance sabrane tokom
analize, prikazane u funkciji vremena predstavljtalni jonski hromatogram (TIC), Kkoji
sadrzi podatke o kvalitetu (retenciona vremenaddgbke o kvantitetu (povrSina zalteaa
pikom).

Kod SIM tehnikese detektuju samo m/z vrednosti jona reprezeniatiza odréeni
molekul, tako da se po¥ava vreme prgenja odrdenog jona, a samim tim i osetljivost za
100 do 1000 puta. Tako da se SIM tehnika prvenstkemisti za kvantitativha oddezanja i
to komponenata u tragovima. U toku razvoja SIM mdetoneophodno je optimizovati
parametre kao Sto su: karaktetisti joni za pojedingne komponente, vreme {mtka
snimanja jona (start time), vreme @eaja jona (dwell time), itd. Neophodno je poznavati
izgled masenog spektra i samog hromatografskogzaikevaku ispitivanu komponentu.

U danasnje vreme MS sgesto koristi u kombinaciji sa GC ili HPLC. NedostatGC-
MS se ogleda u ograf@nju po pitanju upotrebe. PokwoGC-MS se mogu analizirati samo
komponenteiji je napon pare w& od 10*° mbar a maseni spektri izomernih komponenti se
ne razlikuju. Problem razdvajanja izomera se préazizupotrebom specifnih kapilarnih
kolona (hiralnih), poméu kojih se postize njihovo hromatografsko razdvgamrednost
HPLC-MS u odnosu na GC-MS se ogleda u ntogsti odréivanja ve&eg broja razlitih
supstanci. Supstance koje su toplotno nestabilsek® polarne ili sa visokom molekulskom

masom se n&g&e odreluju pomau HPLC-MS.

2.3. Hromatografske tehnike spregnute sa masenomedgrometrijom

Moze se ré da hromatografske tehnike u kombinaciji sa masespektrometrijom
predstavljaju jednu od najmwoijin  kombinovanih analitkin tehnika danaSnjice,
nezamenljivih u analizi kompleksnih smeSa. Prviokadsezani za primenu GC i HPLC u
kombinaciji sa MS su objavljeni pedesetih godina Yeka. Krajem sedamdesetih igetkom
osamdesetihtih godina XX veka usledio je veomagmast u upotrebi ovih tehnika u svim
oblastima organske analize. U ovom radu su kené GC-MS i HPLC-MS/MS, pa su ove

tehnike u narednom tekstu i detaljnije objasnjene.
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2.3.1. Gasna hromatografija

Gasna hromatografija (GC) je hromatografska metodzadvajanja i detekcije
organskih jedinjenja u kojoj se komponente razduajameiu mobilne gasne fazecvrste
(adsorpciona GC) ili tame (podeona GC) stacionarne faze. Princip gasnmdiagrafske
analize je u prolasku uzorka noSenog gasom ¢eosakroz kolonu u kojoj se razdvajaju
komponente uzorka u zavisnosti od njihovindkan i hemijskih osobina i njihovih mogth
uzajamnih odnosa sa stacionarnom fazom, tj. kolamskunjenjem. Razdvajanjem
komponenata smeSe, ra&#im vremenskim zadrZzavanjem komponenti u kolornvaka
komponenta ima svoje retenciono vreme) i njihovoetekicijom, vrSi se identifikacija
pojedininh komponenti. Na kraju kolone je detektoyi lelekticnim putem registruje pojedine
komponente uzorka proporcionalno koncentraciji svakdatom uzorku. Brzina prolaska
uzorka kroz kolonu se odteje temperaturom kolone u @& podeSavanjem brzine prolaska

nose€eg gasa.

Kod ove instrumentalne metode mobilna faza j€e®¢ inertan gas, argon, helijum
ili azot. Pored osnhovnih zahteva dasto¢i, malom viskozitetu, niskoj ceni i hemijskoj
inertnosti prema komponentama koje se razdvajajohioe gasa tokom strujanja kroz kolonu
i detektor moraju ostati konstantne u napjemogutoj meri (Marjanow, 2001). Protok
nose€eg gasa ima zdajan uticaj na proces analize. Brzi protok omi@ya brzu analizu ali
smanjuje mogénost potpunog razdvajanja komponenti smeSe uslefedsrzadrzavanje
pojedinih komponenti u koloni. Zbog toga, pri ragvanetode odréivanja nekog analita,
protok noséeg gasa se optimizuje zajedno sa optimizacijomngukblone i temperaturnim
rezimom.

Injektovanje uzoraka u kapilarnoj gasnoj hromatbgrse moze vrSiti na viSe gana:
direktno na kolonu (on column), injektovanje uz dalpvanje (split), injektovanje bez
razdeljivanja  (splitless), temperaturno programiiran isparavanjem (Programmed
Temperature Vaporizing — PTV).

Osnovni princip radaplit-injektora je uvdenje uzorka mikroSpricem preko septuma u
komoru za isparavanje (liner). U lajneru dolazimdomentalnog isparavanja uzorka, nakon
¢ega kroz jedan vod samo mali deo ulazi u kolonosi@atak preko drugog voda izlazi u
atmosferu. Ovo omoguije injektovanje uzorka zapremine 0.1il2a da pri tom ne die do
zastenja kapilarne kolone. Por&o split moda (Slika 14) mogu se odireati analiti prisutni u

-23-



Univerzitet u Novom Sadu, Tehnoloski fakultet Zora Jandridoktorska disertacija

vedim koncentracijama. Kodplitlessinjekora, sav ispareni uzorak iz komore ulazi loka.

Ovaj injektor se uglavnom Koristi za odieanje analitaije su koncentracije u tragovima.

- septum
—»

ulaz za gas nosad ivod za fiFdenje septuma

————— zplit izlaz

zagrejand metalnd blok ——

kotora za isparavatie

stakderd lajner
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p—
—

kolona

%
.

Slika 16. Sematski prikaz split injektora

Jako je bitno da se uzorak nanese na sam vrh kol@te uzoj zoni odega zavisi |
kvalitet hromatograma, péemu neisparljive komponente ne bi smele dospetilonki.

Tradicionalne kolone u gasno hromatografskoj anakzdele na dve osnovne vrste:
punjene i kapilarne. Osnovne karakteristike kol@ua duzina, unutrasnji pteik, vrsta
stacionarne faze, polarnost i debljina filma staaime faze. U savremenim gasno-
hromatografskim tehnikama stacionarna faza obuhiaau lepezu punjenja od molekulskih
sita pa do viskoznih taosti ili mikroskopskih slojeva polimera (Rouess&vouessac, 2007).
Pakovane kolone su duzine od 1.5 - 10 m i dijamadrd - 4 mm. Telo kolone je napravljeno
obicno od nedajuceg celika (stainless steeli)i stakla i sadrzi inertno punjenje koje dersto
ili je presviteno sa tenom stacionarnom fazom. ¥ea kapilarnih kolona su napravljene od
stopljene silike sa polimidom kao oblogom. Ugdjena duzina kapilarnih kolona je 25-60 m,
a dijametar:< 0.1 mm, 0.18-0.32 mm i 0.53 mm. Postoji viSe &#h tipova kapilarnih
kolona kod kojih unutrasnji zid moze biti prédam sa: stacionarnom likvidnom fazom
(WCOT-Wall Coated Open Tubular), slojem adsorbefB&OT -Porous Layer Open
Tubular), stacionarnom likvidnom fazom i sprasemmartnim nos&em (SCOT - Supported
Coated Open Tubular) i mikropakovane kapilarne kelo- kod kojih je celokupna
unutrasnjost ispunjena inertnim nésm impregniranim stacionarnom likvidnom fazom.
Prednost upotrebe kapilarnih kolona nad punjeninu jeoveéanoj efikasnosti razdvajanja,

nizim radnim temperaturama i Kem vremenu analize. Izbor kolone, odnosno njenih
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karakteristika, zavisi pre svega od vrste i sastaxarka, kao i od detektora. Unutrasniji
prednik kolone utée na efikasnost razdvajanja i vreme trajanja aealir cilju dobijanja Sto
bolje rezolucije, treba koristiti kolone sa manjunutrasnjim prénikom i ve&éom duzinom.
Injektirane supstance, nakon prolaska kroz kolseuregistruju pomia detektora. U gasnoj
hromatografiji se koriste viSe vrsta detektora. @éapatiji i najkorigeniji meiu njima su
plameno jonizacioni detektor (FID), detektor tetke provodljivosti (TCD) i azot-fosforni
detektor (NPD). Pontm ovih detektora je moge detektovati veliki opseg komponenti u

Sirokom opsegu koncentracije.

2.3.2. Visokopritisna téna hromatografija

HPLC je kolonska hromatografska tehnika razdvajamjpstanci na osnovu njihove
raspodele izm#u stacionarne i mobilne dee faze. Mobilna faza se propusta kroz kolonu
pomaiu visokog pritiska i komponente uzorka se postepeaxdvajaju izméu faza.
Razdvajanje komponenti zavisi od njihovog afinitptama fazama. Komponente se eluiraju
iz kolone pri odrdenom vremenu, speaihom za svaku komponentu, i u tomdsgju svaka
supstanca se individualno detektuje.

Osnovni delovi t&énog hromatografa ukljiuju pumpu, injektor, kolonu i detektor, kao
I neki registrator za snimanje signala sa detekidemas ipak gotovo svi HPLC sistemi pored
ovih osnovnih delova imaju i sistem za akvizicijjuobradu podataka, Sto je defe
personalni r&unar koji ima ulogu procesnogcimara i kojim se reguliSe rad kompletne
opreme.

U tenoj hromatografiji razdvajanje komponenata moZe sda izvede pomi
izokratskog ili postepenog (gradijentnog) razdvgarJ sliaju izokratskog razdvajanja,
sastav mobilne faze se odrzava konstantnim, dokodegradijentnog razdvajanja, sadrzaj
postepeno menja prema mobilnoj fazi u kojoj su kongmte viSe rastvorljive. Postoji veliki
broj razlkitih stacioanrnih faza koje sa analitima intereagpjitem raztiitih mehanizama.
Dominanatan tip HPLC razdvajanja danas z&inte nepolarnih organskih jedinjenja je
razdvajanje na obrnutim fazama, gdje se nepolaawosarne faze koriste u kombinaciji sa
poalrnim mobilnim fazama. Stacionarne faze sadm@golarne grupe kao Sto su:isbls7
(poznate kao C18), #E17 (C8), -CN, NH. Drugi tipovi HPLC razdvajanja ukljwju
hromatografiju na normalnim fazama i sa jonskomemaom (Rubinson i Rubinson, 2000).
Efikasnost kolona se almo izrazava brojem ekvivalentnih teoretskih platpadova), Sto

sustinski predstavlja broj uspostavljenih ravnotedaloni. V&i broj teorijskih ekvivalentnih
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platoa omogéuje bolju rezoluciju izméu pikova. Kvalitet kolone se meri stabildoSi
reproduktivnodu retencionih vremena i brojem analiza koje se maygesti do regeneracije,
odnosno zamene kolone. Izbor mobilne i staciondaze zavisi od tipa uzorka, analita i
natina detekcije. HPLC tehnika se dege koristi za odréivanje neisparljivih jedinjenja. Na
razdvajanje komponenti tate mogu uticati dimenzije kolone, protok kroz kolprkao i
sastav mobilne faze.

Nakon razdvajanja komponenata u koloni one dospedajHPLC detektoraiija je
uloga da signal koncentracije, mase ili sadrzagwvguie u elektni signal koji se kasnije na
odgovarajdi n&in registruje. U kombinaciji sa HPLC rage su u primeni UV/VIS-
detektori (zasnovani na apsorpciji &aja iz UV i vidljive oblasti elektromagnetnog spel,
detektori na bazi merenja fluorescencije (FLD),elksh refrakcije, elektrohemijski i ostali.
Fluorescentne osobine izvesnih jedinjenja dozvaljjavnjihovo odrdivanje u malim
(pikogramskim) kokinama. Pod optimalnim uslovima fluorescencija omiaga oko 30 do
40 puta osetljivije odidvanje poméu FLD nego UV detektora. Ukupna osetljivost je
delimi¢no funkcija dizajna detektora i tak®, efikasnosti pr@Scavanja uzorka, koja

ograntava koltinu analita koji moze biti detektovan.

2.4. Tehnike kori&ene za praenje apsorpcije atropina*“C u psenici

Stabilnost atoma se menja izmenom odnosa neutrgm@tona pri¢emu nastaju
stabilni i nestabilni (radioaktivni) izotopi. Izgio hemijskog elementa imaju iste hemijske
osobine icesto se koriste za @enje sudbine pojedinih supstanci u r&@gin hemijskim,
bioloSkim i biohemijskim procesima. Remnje apsorpcije i translokacije alkaloida iz zegtdji
u pSenicu je izvdeno korigenjem radioaktivnog atropiff&C. Za analizu nestabilnog izotopa
uglienika ¢“C) su korigeni teni sciantilacioni broj& (Liquid Sciantilation Counter, LSC) i
bioloski urelaj za oksidaciju, dok je analiza stabilnog izotoP%C) izvodena poméu
elementalnog analizatora (EA) spojenog sa masepiektsometrom (Isotope Ratio Mass

Spectrometry, IRMS).

2.4.1. Téni sciantilacioni broja¢®

Radioaktivnost je spontani proces u kojem se atoneskgro, emitujti jednu ili viSe
cestica ili kvanata elektromagnetnog &aja, preobrazava u drugje jezgro. Prvobitno nije

bila poznata priroda z¢anja nego se zbirno govorilo o radijaciji pa je @@ava "raspada”
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jezgra nazvana radioaktivnost, a jezgra koja ennitagtice ili zr&enje - radioaktivha jezgra,
radionukleidi ili radioaktivni izotopi (IAEA, 1991)Raspadom p@@tnog jezgra, koje se
naziva i jezgro roditelj, nastaje novo jezgro, po&k, koje moze da ima redni broj Z i/ili
maseni broj A raztit od jezgra roditelja. Radioaktivni raspad atonaadkteriSe se vrstom i
energijom emitovane radijacije i vremenom poluraspd) prirodi se javljaju alfa raspad,
beta-raspad i gama raspad. Pri alfa-raspadu radioakfigngra emituju jezgra helijumovih
atoma’He"". Kod betaraspada, iz jezgra se emituju elektron i antineat(1), a kod gama-
raspada jezgro ztaelektromagnetne talase (fotone) velike energijéaboratoriji mogu da se

dobiju i jezgra koja se raspadaju emitiijpozitrone i neutrina (betaaspad) (2):

YC — UN+p+v (1)

HCo— PB4pTHy )

U biohemijskim istrazivanjima s&sto koriste radioaktivne supstance i prati njihovo
ponaSanje u sistemima. U ovom &ju se u neradioaktivnu strukturu supstance diugea
jedan od radioaktivnih izotopa obelezavjna taj ndin supstancu kako bi se mogla pratiti
njena sudbina. Prednost radioaktivnih izotopa jeelanogu koristiti jako male kdélne i lako
pratiti njihovo ponaSanje u odienom sistemu u padenju sa stabilnim izotopima istog
elementa. Radioaktivni izotopi imaju isto ponasaae i njihovi stabilni izotopi a detekcija
je mnogo jednostavnija kotiénjem radiohemijskih tehnika. N@ge se koriste radioaktivni
izotopi 1*C, *H, *S, cije odretivanje se veoma efikasno izvodi poénd_SC (Slika 17).

Da bi se izmerio intenzitet emitovanog &aja radioaktivni uzorak sa meSa sa
sciantilacionim koktelom u LSC posudicama, gde dotlo interakcije izméu betacestica i
scintilatora (fluora) pri cemu se emituju fotoni. Broj nastalih fotona je Hir®
proporcionalan energiji betd&estica, odnosno radioaktivnosti uzorka. Nastalioriotse
registruju na fotokatodnom-fotomultiplikator sistemLSC posudice sa radioaktivnim
uzorkom se smesStaju u odgovatgukomore okruzene fotokatodnim-fotomultiplikator
sistemom. Olgno se koriste dva fotomultiplikatora za kolekcijaznja emitovanog iz LSC
posudica. Na ovaj @& se povéava odnos izm#u registrovanih fotona uzorka i
elektronskog Suma. Nakon svakog jonizacionog dajga fotoni se registruju na obe
fotokatode. Elektromagnetno Zemje registrovano na katodi se pretvara u @lekimpuls
gde je visina signala direktno proporcionalna begpsorbovanih fotona. Signal koji peiod
elektonskog Suma se kompenzuje u elektronskoj gigsiey komori tzv. ,coincidence unit",

pri ¢emu se powava osetljivost sistema. Signali koji patiod elektonskog Suma jednog
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fotomultiplikatora su u poslethoj reakciji sa signalima drugog fotomultiplikatoria
poniStavaju se. Registruju se samo signali kojagelsa obe fotokatode uzastopno (u praksi
sa jako kratkim vremenskim intervalom od 1 us)im@iSu se sva pulsiranja koja péatiod
samo jedne katode.

Generisani elekttni signal se analizira u analizatoru, p@ea, kvantifikuje i
racunarski registruje. LSC instrumenti mogu biti spojea dva ili tri analizatora ili danas sve
viSe u upotrebi su viSekanalni analizatori. Rezud ob¢no prikazuje brajano u dpm ili
cpm jedinicama (broj dezintegracija po minuti-désgnation per minute ili brojanje po
minuti-counting per minute) ili u obliku grafika.

Efikasnost brojanja zavisi od hemijskog tretmanarka i korienog koktela.
Interferencije (hemijske i ogtke) koje potéu od uzorka mogu ometati prenos energije
emitovane od strane fotona. U tomdcslw je neophodno obratiti paZznju natimapripreme i
presiscavanja uzorka. Efikasnost brojanfAC poma@u LSC je ohbino oko 96% kod

neinterferirajdih uzoraka.

| Hladna komora |

| Fotomultiplikator LSC posudica Fotomultiplikator |

Posladitna
komora

Analiztor
pulza

Amplifikator

Registrator

Slika 17. LSC blok dijagram

2.4.2. Bioloski urdaj za oksidaciju

Bioloski ureiaj za oksidaciju se koristi za analizu uzoraka kefdrze *C
radionukleide. Princip tehnike se sastoji od spaljja uzoraka u struji kiseonika na jako
visokoj temperaturi (oko 900°C) da bi se proizve®,CNastali gasni produkti se unose u
redukcionu komoru (oko 700°C) u kojoj se izvodi idkegija preostale kaline organskog
materijala koja nije prethodno oksidovana. Nagtdl, se zatim apsorbuje u LSC posudice

punjene sa odgovarajim koktelom a“C radionukleidi se odteiju poma@u LSC.
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2.4.3. Elementalni analizator sa masenim spektroret

Pomdu elementalnog analizatora sa masenim spektrometxRMS) se obino
izvodi odretivanje stabilnih izotopa ugljenika, azota i sumpdrancip tehnike se sastoji u
oksidaciji i redukciji uzoraka na visokim tempernaiona da bi se proizveli gasni produkti.
Nakon toga, gasni produlde razdvajaju na hromatografskoj koloni i prolarezkdetektor
toplotne provodljivosti. U ovom radu je izvedenaa@iivanje izotopa ugljenika i azota, pa su
nastali gasni produkti bili CO N». Ulaskom gasova u IRMS se meri odnos izotopa w@work
referentnog standarada poznatog izotopskog saskahizaj izotopa u uzorku se odinge iz
kalibracione krive koja se konstruiSe analizom m&fénog standarda za spetain element
definisanjem zavisnosti intenziteta signala (powsSipika) gasnih produkata njihove
koncentracije.

Izotopski odnos se izrazava u promilintg ( predstavlja odnos iznde intenziteta
masa teskog i laganog izotopa u uzorku i standardu

d (%o) = (Rg/Rr — 1)x1000 R =heskiizotop/ liagani-izotop

Rs- odnos masa izotopa u uzorku,
Rr- odnos masa izotopa u referentnom standardu,
R - odnos izméu intenziteta masa teSkog{liizotop | laganog izotopa felyani-izotop-
Izrazavanje izotopskog odnosa &ge uvedeno da bi se izrazile jako male varija&ipge
postoje izm@u izotopskog sastava materijala prirodnog porek#éaodrelivanje izotopa azota
(*>*N/*N) se kao referentni standard koristi atmosfersgkitaza koji je poznato da ima veoma
stabilan izotopski sastav (R=0.0036765) Sirom syMariotti, 1983). Dok se za ugljenik
nage&e koristi Vienna PeeDee Belemnite (VPDB), refererdgtandard za oddévanje
izotopa uglienika €C/?C) (“Marine Carbonate Standard” dobijen iz fosila,
Belemnitellaamericanakoji ima izotopski odnos R=0.0112372.

2.5.Odredivanje tropanskih i glikoalkaloida

Analiticki postupak odredjivanja alkaloida u realnim uzor@imoze da se podeli u tri
faze: ekstrakcija supstanci iz matriksa, ¢@@vanje ekstrakta (prtemu se uklanjaju
interfirajuce  komponente) i oddévanje analita odgovarajom analittkom tehnikom.
Dodatne faze mogu uk§iti koncentrovanje i derivatizaciju analita, Stovisa od primenjenog

analitickog postupka.
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2.5.1.Priprema uzoraka

Priprema uzorka je klfna procedura u modernim instrumentalnim analizaR@.
nekim procenama, 60-80% radne aktivnosti i opendtivtroSkova u analitkim
laboratorijama se utroSi na pripremu uzoraka. Taviga razloga koja daju ogroman Zap
pripremi uzoraka su: uklanjanje interferir@ju komponenata, dodenje koncentracije analita
u oblast kvantitativnog oddevanja i prevdenje analita u rastvor. Prisustvo interferitaju
komponenata matriksa moze maskirati ili ometatedidanje odréenog analita. Pri pripremi
uzorka za hromatografsku analizu neophodno je oifkl.komponente matriksa u cilju
postizanjatistog, informativnog hromatograma. Pored toga&igéavanje ekstrakata uzoraka
smanjuje kontaminaciju samog instrumenta.

Tehnike koje su nag&e kori€ene za pripremu uzoraka pri odireanju alkaloida su:

tecno-tena ekstrakcija i ekstrakcija arstim fazama.

2.5.1.1. Téno-te’na ekstrakcija

Ova vrsta pr&S¢avanja uzoraka je najstarija i zashiva se na radpadalita izmdu
dve te&ne faze koje se miasobno ne meSaju. Radti koeficijenti raspodele, konstante
disocijacije, konstante nestabilnosti kompleksa rugeé osobine analita u rasdtim
rastvargima, dovode do toga da se supstance od interesgeodd citavog niza nezeljenih
(balastnih) materija.

Vazno je napomenuti da sesto korekcijom vrednosti pH moZe uticati na izmenu
oblika ne samo analiziranog jedinjenja nego i narferencije iz matriksa. Prelazak iz jedne u
drugu fazu nikad nije kvantitativan, posSto se nangnoj povrSini izméu dve faze
uspostavlja dinamika ravnoteza koja moze biti pomjerena ka organdgkojodenoj fazi.
Koli¢ina jedinjenja koja prelazi u drugu fazu zavisi wali¢cine aktivne dodirne povrSine,
koncentracije rastvora, duzine kontakta i tempeeatliakae, i j&ina meSanja ima veliki
uticaj na efikasnost ekstrakcije. Duzinadkanja je najeXe u intervalu izméu 15 i 30 min.
Obi¢no je potrebno ekstrakciju vrsiti barem tri putabil@e dobilo kvantitativno iskokignje.
Zbog neizbeznih gubitaka tokom procedure ekstrakggtrebno je utvrditi prinos, odnosno
efikasnost ekstrakcije (recovery).

Te¢no-tena ekstrakcija je n&g&e prvi korak pripreme realnih uzoraka kada jeae
odredivanju alkaloida. Alkaloidi se n&&e ekstrahuju iz uzorka poréo rastvaréa koji se

meSa sa vodom. Metod zavisi od rastvorljivosti ik u ekstrakcionom rastvara i
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sloZenosti matriksa uzorka. Pri primeni HPLC tehriia je granica detekcije u ppb opsegu
ekstrahovane alkaloide je neophodno koncentrof2ginas se gotovo kao pravilo u te svrhe

koristi ekstrakcija navrstim fazama.

2.5.1.2. Ekstrakcija navrstim fazama

Napredak u tehnologijtvrsto-fazne (SPE) ekstrakcije oma@gua da se brzo, lako,
efikasno i isplativo obavi priprema uzorka (Vicawaters Co, Agilent, J.T. Baker, Supelco
Co, Application note for SPE). Koti8njem relativno jeftinih, prethodno pakovanih kotzn
(ketridza) koje sadrze odgovaréjsorbent, trazeno jedinjenje iz rastvora uzorkdnasno
ekstrakta, se odvaja od ostalih supstanci iz nsgtrikJnoSenjem rastvora uzorka u kertridz
analiti se vezuju za sorbent i zatim, pawaelektivnog eluiranja razltim rastvargima se
ispiraju sa kertridza. Pogodnost i jednostavno &erije su osnovne osobine kolonica za
ekstrakciju navrstim fazama.

Postoje dve osnovne strategije ekstrakcijévmatim fazama za pripremu uzorka.

Strategija 1. Trazena jedinjenja se propustaju, dok se intemf@y@ iz matriksa uzorka
zadrzavaju na sorbentu.

Strategija 2. ZadrZzavaju se trazena jedinjenja, dok se intemf@je matriksa propustaju.
Analiti od interesa se naknadno eluiraju.

Prva strategija se ainio bira kada je koncentracija analita u uzorku dowovisoka.

U slwaju nizin koncentracija ili potrebe za izolacijomSe jedinjenja jako razlitih
polarnosti, uglavnom se koristi druga strategijauda strategija se tale moze Koristiti za
koncentrisanje jedinjenja ekstremno niskih konamija. Obe strategije pfiScavanja se
mogu koristiti za izolovanje raziltih ciljnih analita kod kompleksnih matriksa.

Bez obzira na to koja strategija se koristi, u prale najege primenjivani mehanizmi
sorpcije nacvrstoj fazi mogu podvesti pod hromatografiju: narmalnim fazama, na
obrnutim fazama i sa jonskom izmjenom. Postoji jaladik broj sorbenata za svaki od
mehanizama sorpcije. Izbor sorbenta i elucioniivaaa zavisi od analita, matriksa i cilja
analize.

U razvoju tehnika ekstrakcije navrstoj fazi tezi se brzim protocima, boljoj
ponovljivosti, reproduktivnost i selektivnost. Zazdvajanje tropanskih alkaloida i
glikoalkaloida cesto je korien Oasi® HLB kopolimer sa jedinstvenim hidrofilnim-
lipofilnim balansom, i to viSe raziitih tipova:

* HLB - hidrofilni-lipofilni balans
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* MCX —-smeSa HLB i jakog katjonskog izmjenjékag kopolimera
* MAX - smeSa HLB i jakog anjonskog izmjenjikog kopolimera
Treba naglasiti da je izbor odgovar@urste sorbenta od velikog ziaga posebno u
slwaju ekstrakcije nekih tropanskih alkaloida (nphidsciamina i atropina), gde u toku
ekstrakcije moze do do racemizacije |-hiosciamina do atropina (Bumlgar.,1996; Reist i
sar.,1997).

2.5.1.3. Disperzivnévrsto fazna ekstrakcija

Disperzivnacvrsto-fazna ekstrakcija (Dispersive Solid Phaserdetion, DSPE) je
metod ekstrakcije koji podrazumeva da &esta ekstrakciona faza disperguje wntam
uzorku. Umesto sa SPE gde je sorlisnsto pakovan u kertidzima, kod ove tehnike se sdrbe
suspenduje u uzorku, a dobar kontakt se postieazintnim muékanjem. Originalno razvijen
za analizu pesticid&P@yai sar., 2007; Aysal i sar., 2007), ovaj metod gepovi put korigen
u ovom radu za ekstrakciju alkaloida. Tehnika jeidena kao alternativa tradicionalnoj
tecno-te&noj i ekstrakciji nacvrstim fazama. Kori&njem ove metode moéel je brzo i
robusno pré&scavanje matriksa, pricemu se Stedi vreme neophodno Z&cenje,
kondicioniranje i eluiranje analita (Sto je neophodkada se koriste SPE kertridzi).

Procedura se sastoji iz dve faze. Prva je homogeijsz uzorka sa organskim
rastvatima i solima (magnezijum sulfat, natrijum hlorid-Glanatrijum citrat dibazni hidrat-
CsHsNagO;- 2H,0, natrijum hidrogencitrat  Sesthidrat- sHfgNaO;- 1.5H0). Ove soli
potpomaZzu razdvajanje faza organskog rast@araizorka smanjujt rastvorljivost ciljanog
analita u uzorku. Druga faza je pe&ivanje ekstrakta pongo c¢vrstih sorbenta kao Sto su
primarni sekondarni amin (Primary Secondary AmiR8A) i Gg materijali. U ovoj fazi se
takale moze dodati MgS£Xoji ima ulogu suSenja ekstrakta, dok PSA adsorlSajere i
masne Kkiseline. Dispergovanivrsto-fazni materijal (MSPD) f{g uklanja nepolarne
interfirajuce komponente kao Sto su lipidi. Biggen ekstrakt primenjenim postupkom se
moze direktno injektovati u hromatografski sistem.

2.5.2. Analiticke tehnike koris¢ene pri odredivanju tropanskih i glikoalkaloida

Tokom godina, raztti analiticki metodi su kori€eni za odréivanje tropanskih i
glikoalkaloida. Razvoj u oblasti anatike hemije je doprineo tome, da se primenjivane

tehnike zamene onim koje bolje ispunjavaju najajrdje analittke zahteve, kao Sto su
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osetljivost i selektivhost. Prve koéEne metode, kao sto su kolorimetrija, papirna
hromatografija i tankoslojna hromatografija (TL®aseshnichenko i Guseva, 1956) su brzo
zamenjene novijim tehnikama, kao Sto su HPLC i GLC.analizi alkaloida su takie
upotrebljavane enzimska imunoloska metoda (ELDJSAKapilarna elektroforeza (CE),
micelarna elektrokinatka hromatografija, MALDI-TOF-MS (matrix-assisted sé
desorption/ionization time-of-flight-mass spectrargei nuklearna magnetna spektroskopija
(NMR).

2.5.2.1 Tankoslojna hromatografija

TLC je hromatografska tehnika kod koje se razdyejamvodi izmelu stacionarne
faze prévrséene na staklenu ili plagtiu platu i mobilne faze. TLC tehnika je uglavnom
primenjivana za kvalitativno odivanje tropankih alkaloida, glikoalkaloida i njihibv
aglikona (Schreiber i sar., 1963b; Coxon, 1979)al&xa alkaloida je izvéena poméu silika-
gela (stacionarne faze) i mobilne faze sastavljederazltitih kombinacija rastvaka
(hloroform, metanol, amonijak i voda) (Friedman cDbnald, 1997; Roddick i Melchers,
1985; Bodart i sar., 2000; Nikolic i Stankéyi2003). Osnovna prednost TLC metoda je
njihova jednostavnost i moguost brze analize velikog broja uzoraka. Ova tednisid takde
koristila i za kvantitativno oddivanje alkaloida, denzitometrijski, na bazi mereapsorpcije
ili fluorescencije na odgovarajagj talasnoj duzini (Ferreira i sar., 1993; Simonravs Vovk,
2000). TLC je danas uglavnom zamenjena sa HPLC.

2.5.2.2. Gasna hromatografija

Zbog visoke molekulske mase i slabe isparljivagitkoalkaloidi i njihovi aglikoni se
teSko odrduju gasnom hromatografijom. Primenom gasne hromafijgy mnogocese su
odredivani tropanski alkaloidi u odnosu na glikoalkakeidako priltno precizna i efikasna,
gasna hroamatografija izlaze uzorke visokim tentpesena koje mogu uzrokovati raspad
nekih alkaloida, pa je zato mnogege kori¥ena metoda tme hromatografije.

U praksi je pri odréivanju glikoalkaloida okino vrSena hidroliza do njihovih
odgovarajdih aglikona (solanidin, tomatidin, itd.), koji sogem direktno odréivani pom@u
GC-MS (Nikoli¢ i sar., 2003; Lawson i sar., 1992). Druga mogst odrdivanja
glikoalkaloida gasnom hromatografijom je analizakara derivatizacije. Prve kodéne
metode derivatizacije su bazirane na metilacijdredivanju glikozida (Herb i sar., 1975;

Osman i sar., 1978; Gregory i sar., 198azdvajanje solanidina, solasodina, leptinidina,
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tomatidina i acetileptinidina je postignuto paiuokapilarne GC, nakon kombinovane
ekstrakcije i hidrolize (Lawson i sar. 1992).

Za odrdivanje tropanskih i glikoalkaloida, gasna hromasdigm je nafele
upotrebljavana u kombinaciji sa: FID, NPD i MS (v&elder 1984; Lawson i sar., 1992;
Kartal i sar., 2002; Namera i sar., 2002; Nikdlisar., 2003) Scopolamin i I-hosciamin (u
biljakamaDatura stramonium, Hyoscyamus reticulatui3atura fero} su odrdivani pomau
GC-MS, u split modu, kort&njem kapilarnih kolona (30 m 0.25 mm i.d., debljina filma
0.25 pm) (Amdouna i sar., 2009; Kartal i sar., 200Rale i sar., 1995). Da bi se smanjio
raspad tropanskih alkaloida usled visoke tempezatlori€ena je derivatizacija koja
poboljSava toplotnu stabilnost supstanci.dddje upotrebljavane supstance za derivatizaciju
tropanskih  alkaloida su silani:  bis(trimetilsilfftuoroacetamide) (BSTFA) i
trimetilhlorosilane (TMCS) (Namera i sar., 2002).

Prednost gasno-hromatografske metode ddaaja glikoalkaloida u odnosu na druge
hromatografske tehnike je u dobrom razdvajanjuiditil aglikona. Hidroliza glikoalkaloida
je nage&e izvaiena pod dejstvom rastvora kiselif@sman i Sinden, 1977; Coxon i sar.
1979) i enzima(Nikoli¢ i sar., 2003: King, 1980; van Gelder, 1984; Laws$mar. 1992;
Friedman i McDonald 1995a) u radtim vremenskim periodima. Otimalno vreme hidrolize
za solanin i tomatin je iznosilo 2.5-3 sata u drafam sistemu (van Gelder, 1984).
Derivatizacija aglikona sa reagensima za metileyag viSe isparljivih i toplotno stabilnijih
komponenti nije postala uafaijna procedura u pripremi uzoraka. ddém formiranje acetil
(King 1980) i trimetilsilil (Juvik i sar., 1982) d&ata je optimizovano i viSe kodéno.

Solanidin je najeXe odrelivan u vidu trimetilsilil derivata (Griffiths i sgr2000).

2.5.2.3. Visokopritisna t&a hromatografija

HPLC-UV tehnika je najviSe korg&na hromatografska tehnika u anakim
laboratorijama za oddévanje tropanskih i glikoalkaloida (Papadoyanni@93). Prvi HPLC-
UV metod odrdivanja glikoalkaloida je objavljen prije 30 godirfBushway i sar., 1979),
gdje je razdvajanjer-kakonina ia-solanina postignuto na koloni sa amino punjenjem.
Kasnije, razvojem novih tehnika i kolona, objavljgnjako veliki broj usavrSenih metoda
(Carman i sar., 1986; Edwards i Cobb, 1996; Kurangar., 1999; Friedman i sar., 2003b).
Najceke su upotrebljavane kolone sa C18 stacioanrnomnfaad kolone sa C8 i NH
punjenjem isto tako mogu biti koésne. Sastav mobilnih faza, ka@e$ih za razdvajanje

glikoalkaloida, su uglavhom podrazumevale smeSdoaitgla i vode ili acetonitrila i

-34-



Univerzitet u Novom Sadu, Tehnoloski fakultet Zora Jandridoktorska disertacija

alkohola. Da bi se poboljSala separacija, u mobfemu suc¢esto dodavane raziie soli i
kiseline (Friedman i McDonald, 1997). U oficijalniMOAC metodama oddivanja
glikoalkaloida u krompiru koristi se C18 kolona anmkbinaciji sa mobilnom fazom od 60:40
acetonitrile/voda (0.01 M fosfatni pufer, pH 7.88QAC, 2000). Glikoalkaloidi ne sadrze
hromofore i jako malo absrbuju UV svetlost Sto sradava na osetljivost odiiganja.
Odretivanje pomdéu UV detektora je obho izvaieno na 200-215 nm (Veerporte, 2000) a
vedina razvijenih metoda je je bila usmerena na didemju glikalkaloida u biljkama
(Solanacae) (Saito i sar., 1990; Hellends i sa®92). Tipkne granice detekcije za
glikoalkaloide poméu HPLC-UV su 2-8 mg/l (Sotelo i Serrano, 2000; &nwan i sar.,
2003b).

Kolone punjene sa C18 stacionarnom fazom sudwaKkmri&ene i pri odrdivanju
tropanskih alkaloida (Miraldi i sar., 200Bucher i sar., 1989)Radvajanje je négke
izvodeno sa izokratnom elucijom, upotrebom mobilnih faaalicitog odnosa organskih
rastvarga (acetonitril i metanol) u kombinacija sa vodona. @odeSavanje hromatografskih
uslova analize (razdvajanja, osetljivosti) dedfe su dodavani: tetrahidrofuran, ¢gtna
kiselina, trietilamin i trietlamonium fosfat (Drger, 2002; Xu i sar., 199% Vecina
tropanskih alkaloida ne posjeduje tako snazne Wmiefore u pogodnim regijama spektra,
ali je ipak mogude njihovo odrdivanje pomdu UV i FLD detektora (Steenkamp i sar., 2004).
Odredivanje tropankih alkaloida je izdeno na sled@m talasnim duzinama: 210 nm, 220 nm
I 254 nm (Papadoyannis, 19%cher i sar., 1999 Granice detekcije oddesanja tropanskih
alkaloida pomocu HPLC-UV/FLD, su se kretale od jogIml do 50 pg/ml.

Danas, sve viSe kotgna tehnika u analitici alkaloida je masena spekétaja (MS)

u kombinaciji sa HPLC. Oddevanje tropanskih alkaloida porfiw HPLC-MS je naje&e
izvodeno u ekstraktima biljaka. Kotiénjem razliitog interfejs sistema (termosprej,
elektrosprej, jonsprej itd.) sa odgovatmm mobilnom i stacionarnom fazom, postignute su
granice detekcije i do 5 ng/ml (Drager, 2002). Pmetod odrdivanja glikoalkaloida
koris&¢enjem LC-MS je objavljen 2003 god. (Stobiecki i.s&003). Kasnije je objavljeno i
nekoliko drugih metoda sa granicom detekcije u gp<e25 to 39ug/l (Matsuda i sar., 2004;
Chuda i sar., 2004; Zywicki i sar., 2005).

2.5.2.4. Enzimsko-imunoloSke metode

Osnovna karakteristika ELISA (enzyme-linked immuwrbent assay) metode je

,obelezavanje” odrdivane komponente enzimom. Aktivhost enzima u kokglese odréuje
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na osnovu indikatorske reakcije tog enzima sa dmiven supstratom, koji se dejstvom
enzima transformiSe u bojeni produkt. ELISA je uspekori§ena pri odrdivanju ukupnih
glikoalkaloida (Morgan i sar., 1983; Morgan i sd985; Ward i sar., 1988; Friedman i sar.,
1998), kao i njihovih aglikona (Plhak i Sporns, 499 tropanskih alkaloida (Kikuchi i sar.,
1991). Prednosti ELISA metode su jednostavnostkovanju i pripremi uzoraka za analizu,
kao 1 neSto niza cena instrumenta. ddéma, ELISA ne moze biti kod&na u analizi
kompleksnih smesa alkaloida, kao ni u @dranju njihove strukture. U tom slgju se mora

koristiti neka od hromatografsko-maseno spektroijskiin metoda.

2.5.2.5. Druge metode odiiwranja tropanskih i glikoalkaloida

Objavljeno je i nekoliko drugih tehnika odieanja tropanskih i glikoalkaloida, i to
pomaiu kapilarne elektroforeze-masene spektrometrije-fCE sa granicom detekcije u
opsegu od 10-5Qug/l (Bianco i sar., 2002). CE-MS je tal® uspesSno koré&na i za
razdvajanje enatiomera tropanskih alkaloida uz nepot f-cyclodextrin supstanci kao
hiralnih selektora (Mateus i sar., 1998, 2000; aeui i sar., 1997, 1999, 2001). Pamo
masene spektrometrije u kombinaciji sa MALDI-TOF afnx-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight) su odiigani glikoalkaloidi (Jensen 2008). Nuklerna
magnetna rezonatna spektroskopija (NMR) je uglavkon&iena za odmdvanje strukture
razlicitih glikoalkaloida i njihovih aglikona (solasonine-tomatine, solanidine, demissidine,
tomatidine, itd.) (Radeglia i sar., 1977; Westorsar., 1977). Ova tehnika je tale®
upotrebljavana i za identifikaciju pojedinih glikkaloida (solasonine i solamargine)

izolavnaih izSolanunbiljaka (Valverde i sar., 1993; Puri i sar., 1994)

2.5.2.6. Izbor metode

Iz prethodnih razmatranja je demonstrirano da aealizi tropanskih i glikoalkaloida
mogu primeniti raztite analittke tehnike. Izbor metode zavisi od vrste uzorakp &e
planiraju analizirati kao i cilja analize, odnosda li je heophodno odrediti ukupnu ktiu
glikoalkaloida ili samo sadrzaj pojeditrah alkaloida. Pri analizi uzoraka u kojima se
oc¢ekuje povisen sadrzaj alkaloida moze se primeiidikoja od navedenih metoda, dok se u
analizi uzoraka gde s&e&kuju niske koncentracije, kao Sto su kontaminiragmljiSte, voda,
hrana i sténa hrana, neophodno primeniti osetljiviju metodteleije, kao npr. MS.

U ovom radu je planirana analiza uzoraka hranednst hrane u kojima secekuje

prisutvo alkaloida u tragovima. Iz tih razloga surpzvoju metoda koré&ne hromatografske
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tehnike u kombinaciji sa masenom spektrometrijospitivanja su izvedene uz prethodno
razdvajanje komponenata gasnom dntem hromatografijom, uz masenu i maseno-masenu
spektrometriju (GC-MS i HPLC-MS/MS).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Aparatura
U radu je kori§ena sledéa aparatura:

1. Teni hromatograf (Waters Alliance HPLC 2695, UK) sgojsa maseno-masenim
spektrometrom MS/MS (Micromass Quattro Micro tripleadrupole mass spectrometer,
Waters, UK)
2. Gasni hromatograf (7890A, GC) spojen sa maseatetektorom (5975C, EI/CI MSD)
(Agilent, USA)
3. Teni sciantilacioni broja (Beckman LS6000 Liquid Scintillation Counter, LS8 ckman
Instruments, USA)
4. BioloSki urelaj za oksidaciju (OX-400 Biological Material Oxiéiz R. J. Harvey.
Instrument Co.)
5. Elementalni analizator (EA) Flash 2000 Therme®&dic (Massachusetts, USA) spojen sa
masenim spektrometrom (Isotope Ratio Mass SpectrgiiRMS) GV Instrument Iso Prime
(Manchester, UK)
6. Porapak Q gasno- hromatografska kolona za EASR®Im x 2.3 mm, 5A) (Agilent,
USA)
7. Centrifuga
8. Mes&
9. Ultrazvino kupatilo (VWR", Model USC 300T)
10. Sistem za ulttgstu vodu, Milli-Q system (Millipore, Molsheim, S.AFrance)
11. Mlin (Cemotec 1090sample Millecator, Sweden)
12. Mikser (TuoMing, Kina)
12. Azotni upariva, TurboVafS LV evaporator (Zymark, Runcorn, UK)
13. PTFE (politetrafluoretilen) filteri (0.22n) za Spric
14. Hidrofilno-lipofilno reverzno-fazni kertridziQasis, HLB, 200 mg)
15. Polimerni reverzno-fazni kertridzi (Strata-X33500 mg).
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3.1.1. Kolona korigena za GC

1. Kapilarna kolona HP-5MS Ustacionarna faza fenil arilen polimer), 30 m x On2%, I.D.,
0.25um (Agilent, USA).

3.1.2. Kolone koriéene za HPLC
1. X-Bridge C18 kolona (C18 stacionarna faza) (@1 mm, I.D., 3.5um) (Waters, UK)

2. Synergi 4U Fusion-RP 80A (C18 stacionarna fa®j0 x 4.6 mm, 1.D., 4um )
(Phenomenex, USA)

3. Gemini C18 (C18 stacionarna faza) (150 x 4.6 i, 3um) (Phenomenex, USA)

4. Chirobiotic V kolona (hiralna stacionarna fazankomicin), duzina x unutrasnji @rak:
250 x 4.6 mm, debljina filma stacionarne faze-l.{err diametar) 5um, spojena sa
predkolonom Chirobiotic V zastithom ,guard” kolonaf20 x 4.0 mm, [.D., fum) (Astec,

Advanced Separation Technologies Inc., USA).

3.2. Hemikalije, reagensi i standardi
- Metanol (HPLC stepenastoce >99.9%), Sigma Aldrich
- Acetonitril (HPLC stepenaistoce >99.9%), Sigma Aldrich
- Aceton (HPLC stepenastoce >99.9%), Sigma Aldrich
- Etilacetat (GC steperistoce >99.9%), Sigma Aldrich
- Mravlja kiselina (ultrapure), Sigma Aldrich

- Magnezijum sulfat (p.a.), Sigma Aldrich

- Natrijum hlorid (p.a.), Sigma Aldrich

- Natrijum citrat dibazni hidrat (p.a.), Sigma Alch

- Natrijum hidrogencitrat Sesthidrat (p.a.), SigAddrich

- Amonijum format (p.a.), (Karlsruhe, Njextia)

- Amonijum sulfat (Helm, Austria)

- Trietilamin (p.a.), Sigma Aldrich

- Sircetna kiselina (p.a.), Sigma Aldrich

- Cvrsto-fazni disperzioni materijal:g(p.a.) (MSPD), Biotage (Uppsala, Svedska

- ,Ultima gold" te¢ni sciantilacioni rastvor, Perkin Elmer
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- Ultra<Cista voda

- Atropin (d,I-hiosciamin) (The United States PhanopeiaUSP), Sigma-Aldrich

- I-scopolamin hidrobromid trihidrat08%, HPLC), Sigma-Aldrich

- tropin hidrat £97%, HPLC ), Sigma-Aldrich

- a-solanin £99%, HPLC), Sigma-Aldrich

- Anisodamin (98.6%, HPLC), Oskar Tropitsch (Maekiwitz, Njeméka)

- a-kakonin (98.9%, HPLC), Oskar Tropitsch (MarktretiyiNjemaka)

- I-hiosciamin £99.9%, HPLC), Tokyo chemical industry (Tokyo, Japan

- |-skopolamin-@ hidrobromid (N-metil-g) trihidrat, ¢99.9%, HPLC), Dr. Ehrenstorfer
(Ausburg, Germany)

- (d,l)-Atropine, [N-metill}*C], Perkin Elmer (Boston, USA) sa spedifdom aktivnosu od 20
mCi/mmol i radiohemijskondistocom 98.8%, odréenom poméu HPLC

- 2,5-dipheniloxazolyl (PPO), Merck

- 1,4 bis-2-(5-phenyloxazolyl)-benzene (POPOP), téthi technologies packard (Zirih,
Svedska)

- Vienna PeeDee Belemnite (VPDB), standard za dideje sadrZaja izotopa ugljenika
(**c/**C) (“Marine Carbonate Standard”)

- atmosferski azot Linde Gas (Njemacka)

- Helium 5.0 ¢ 99.999 Linde Gas (Njemacka)

- Azot 5.0 £ 99.999 Linde Gas (Njemacka)

- Argon 5.0 £ 99.999 Linde Gas (Njemacka)

- PSenica (Kronjet-ljetna vrstariticum aestivurp(Lagerhaus, Austrija).

3.3. Priprema rastvora

Osnovni standardni rastvori (1 g/l) tropanskih &lda (tropine, atropine,
skopolamine, homatropine, anisodamine, skopolamihea- glikoalkaloida §-solanine,a-
kakonine) su pripremljeni pojedi&rao vaganjem 10 mg svake supstance i rastvaranjét u
ml metanola. Standardna smeSa svih navedenih alkalkoncentracije 100 pg/ml svakog
pojedin&nog analita u metanolu, pripremljena je od rastyogedin&nih alkaloida. Radni
standardni rastvori smeSe alkaloida koncentra€ij@2, 0.04, 0.08, 0.16, 0.32, 0.48 i 0.64
pg/ml, su pripremljeni razblazivanjem odeme koléine standarda kombinovanog
standardnog rastvora koncentracije 100 pg/ml u mopiazi B (10 mM amonijum format u
50/50=MeOH/ACN).
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Kao unutrasnji standard za kvantifikaciju alkaloig&a primenjen skopolaminszd
hidrobromid (N-metil-g) trihidrat. Njegov rastvor je pripremljen razbkzanjem 10 mg
supstance u 10 ml metanola (1 g/l). Radni standasktvori od 100 pg/ml i 5 pg/ml su
pripremljeni razblazivanjem odiene koléine osnovnog standardnog rastvoara metanolom.

Kalibracioni standardi su pripremljeni dodavanjerdredene zapremine radnih
standarda u 0.5 ml blank ekstrakta. Kalibracion&vakrie konstruisana injektiranjem
kalibracionih standarda sledle koncentracija: 0.01, 0.02, 0.04, 0.08, 0.1640.2.32 pg/ml,
ukljucujud¢i i unutrasnji standard koncentracije 0.16 pg/mimenjeni kalibracioni opseg
(0.01 - 0.32 pug/ml) je odgovarao koncentracijamjggioanih alkaloida izméu 2.5 i 80 ng/g
u uzorcima. Kalibracione krive su konstruisane mefinjem zavisnosti intenziteta signala
(povrSine pika) odrivanog analita i unutraSnjeg standarda (scopolaitii)enasuprot
koncentracije odivanog analita.

Radni i kalibracioni standardni rastvori za analimpanskih i glikoalkaloida ponda
GC su pripremljeni na isti g kao za HPLC, rastvaranjem odeme koltine osnovnog
standarda (1 g/l) u etilacetatu.

Osnovni, radni i kalibracioni standardni rastvoarigceni za HPLC i GC analizu su
¢uvani na temperaturi od -25 °C. Osnovni standardstvori su pripremljeni na petku
eksperimenta, dok su radni standardni rastvorreniani jednom mesgeo, a kalibracioni pre

pocetka svake analize.

3.4. Priprema mobilnih faza

U toku procesa optimizacije hromatografskog razaivjaj isprobane su mobilne faze
razlicitog sastava kombinovanjem organskih ras@@ravode sa dodatkom kiselina, soli i
baza, kao Sto su:

Acetonitril (65%) i voda (35%),

Metanol (50%) i voda (50%),

0.1 1 % mravlja kiselina u metanolu (70%) i v§8id%),

1% siketna kiselina pripremljena u acetonitrilu (60%)tam®lu (30%) i vodi (10%),
Trietilamin (TEA) i sicetna kiselina (HOACc), u razitim odnosima (TEA:HOAc
1:1, 1:2, 1:3, 1:4, i obrnuto) a ukupno 1 ml u meta,

S A

o

10 mM amonijum format u vodi (50%) i metanol (50%)
7. 20 mM amonijum format u vodi (50%) i metanol (50%).
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Konana optimizovana mobilna faza se sastojala od 10 mMonijum formata u
voda/acetonitril=90/10, v/v (rastvard) i metanol/acetonitril=50:50 v/v (rastv&rs).

3.5. Uzorci

Uzorci kori€eni pri razvoju i validaciji metode, kao i analemm uzorci hrane
(pSenica, raz, soja, kukuruz, laneno seme, meSamnd od zitarica, kukuruzno brasno,
biskvit, krekeri,cips, jabuke, kruske, avokado, krompir, paradajpriga, krastavac, mrkva,
patlidzan) su nabavljeni iz okolnih marketa na popr Beca. Uzorci meSavine stne hrane
za ishranu svinja, piletine, krava,cega, konja i divljih Zivotinja, kao i pSenice (k&réne u
eksperimentu prenja translokacije i apsorpcije atropif), su nabavljeni direktno od
proizvadata (Lagerhaus, Austrija).

3.5.1. Priprema uzoraka za analizu podfwoHPLC-MS/MS

Uzorci Zitarica i stdne hrane su samljeveni potwomlina docestica vekline <1 mm
dok su uzorci véa i povka usitnjeni u mikseru. Samljeveni uzorci Zitaricari&eni pri
razvoju metode (5g) su spajkovani sa 200 ul smadeog standarda (1 pg/ml) tropanskih
alkaloida i glikoalkaloida da bi se postigla konitanija od 40 ng po g uzorka. U uzorke je
takale dodato 40 pl unutrasnjeg standarda (scopolamineatirzaja 5 pg/ml, kako bi
konani sadrzaj u uzorku bio 40 ng/g. Uzorci su meSanmesau 30 s i ostavljeni da odstoje
15 min, kako bi se obezbedila interakcija dodatipssanci sa matriksom. Pri analizi realnih
uzoraka baziranih na Zitaricama postupak je bio asim koraka dodavanja standarda
(spajkovanja). Uzorcima je zatim dodano 20 ml rastv 0.5% mravlje kiseline u
acetonitrilu/vodi=75/25 (v/v) i smeSa magnezijunifata (MgSQ, 2 g), natrijum hlorida
(NaCl, 0.5 g), natrijum citrata dihidrata didsNazO7-2H,O, 0.5 g) i natrijum hidrogencitrata
Sesthidrata (fHsNaO7-1.5H0, 0.25 g). Uzorci su tmo mukani 1 min a potom
centrifugirani (2600 xg, 4 °C, 10 min). Alikvot (8 ml) ekstrakta je preeeSu staklene
posudice i uparen do suha na temperaturi od 457bfu azotnog upariva.

Kod uzoraka soje i lanenog semena, dodatno je ergastiS¢avanje da bi se uklonile
masne komponente matriksa. MSPD C18 materijal giadan ekstraktu uzorka (0.05g po ml
ekstrakta), koji je meSan 30 s na meSacentrifugiran (1600 xj, 4 °C, 10 min). Alikovot od

8 ml je prenoSen u staklene posudice i uparen da.su
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Upareni ostatak je rastvaran u 0.5 ml rast@raB (10 mM amonijum format u
50/50=MeOH/ACN) uz dejstvo ultrazvuka (ultrazwoe kupatilo, 5 min) kako bi se
komponente bolje rastvorile. Nakon toga je vrSatiorénje ekstrakta kroz PTFE filter (0.2
pum) u LC posudice i injektirano 10 pl u HPLC-MS/MiStem.

3.5.2. Priprema uzoraka za analizu podwoGC

Uzorci hrane za analizu tropanskih alkaloida pém@C su pripremljeni na isti ti
kao za analizu pondo HPLC, izuzev poslednjeg koraka. Nakon uparavanjd preis¢enog
ekstrakta suvi ostatak je rastvoren u 0.5 ml adii@@, rastvata kompatibilnog sa GC

sistemom. Za gasno-hromatografsku analizu kena je alikvot od 1ul.

3.5.3. Priprema uzoraka za analizu podwLSC, biooloSkog urdaja za oksidaciju i
EA-IRMS

Pojedini delovi bilike (seme, listovi i stabljikesu nakon uzorkovanja samleveni i
suseni u p& na 70 °C 24 sata, a za analizu je kit 100 mg tako pripremljenog uzorka.
Uzorku je dodavano 6 ml rastvora (0.5% mravlja lkiseu acetonitrilu/vodi=75/25, v/v).
Smesa je meSana na maE&80 min a zatim centrifugirana (10 min, 3500 rgmC). 1 ml
alikvota je prenoSen u LSC posudice, kojima je dada 18 ml LSC koktela. Intenzitet
emitovanog zréenja je meren na LSC.

Zemljiste (5 g) je vagano u plasite posudice za ekstrakciju kojima je potom
dodavano 20 ml rastvora (0.5% mravlja kiselina etaaitrilu/vodi=75/25, v/v). SmeSa
magnezijum sulfata (MgSQ2 g), natrijum hlorida (NaCl, 0.5 g), natrijuntreita dihidrata
(CeHgNaO7- 2H,0, 0.5 g) i natrijum hidrogencitrata SesthidratgHgNa.O7- 1.5H0, 0.25 g)
je dodana uzorku. Uzorci suéno muekani 1 min a potom centrifugirani (2600gx4 °C, 10
min). Alikvot (1 ml) ekstrakta je dodavan u 12 n8C koktela i analiziran ponda LSC.

Voda sakupljena u toku eksperimenta (4 ml) je dadavu 12 ml LSC koktela i
analizirana poméu LSC.

Ukupno vreme trajanja analize za sve uzorke jesgo® min.

Preostali (neekstrahovani) atropifC u zemljistu i biljikama je analiziran pomw
bioloSkog urdaja za oksidaciju. Ekstrahovani uzorci biljaka mfigSta su suSeni 64 h na
sobnoj temperaturi (20 °C). OsuSeni uzorci su @enieu posudice za spaljivanje koje su

zatim postavljane u komoru za analizu.
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Biljke uzgajane na nekontaminiranom zemljiStu ssesie u p& (70 °C, 24h). Nakon
toga su usitnjene u mlinu, a 10 mg je vagano u Imetkapsule (8x5 mm) i analizirano
pomaiu EA-IRMS.

3.5.4. Spajkovanje uzoraka za eksperiment validacij

Prethodno samljeveni uzorci zitarica (pSenica, safa, kukuruz, laneno seme) (5 Q)
su spajkovani sa tri razlte koncentracije standarda (5, 10 i 40 ng/g, zkised alkaloida)
dodavajéi 25, 50, 200 pl standarda sadrzaja pg/ml standar® pl rastvora untrasnjeg
standarda (scopolaming}dadrzaja 5 pg/ml. Potpuna validacija je id@oa za pSenicu i soju
u tri razlita dana isedam ponavljanja za svaku spajkovanaemraciju. Kod razi, kukuruza

I lanenog semena validacija je izlema samo za najnizu spajkovanu koncentraciju (§)ng/

3.6. Odradivanje alkaloida hromatografskim tehnikama

3.6.1. Odrdivanje tropanskih i glikoalkaloida poméu HPLC-MS/MS

Konano hromatografsko razdvajanje alkaloida je vrSemo h&ralnom kolonom
(Chirobiotic V) poma@u Waters Alliance HPLC 2695 serije. Razdvajanjg@stignuto sa
mobilnom fazom sastavljenom od 10 mM amonijum faama voda/acetonitril (90:10, v/v,
mobilna faza A) i metanol/acetonitril (50:50 v/vphilna faza B), meSanim u odnosu 20:80
(v/v, A:B). Ukupno vreme trajanja analize je izlosl6 min, uz temperaturu kolone 45 °C
(£5) i protokom mobilne faze od 1 ml/min. Da biseanijila koltina uzorka koja se unosi u
maseni spektrometar, kot&n je split mod u odnosu 7:3, tako da je 0.3 ml/imm dotok
mobilne faze u maseni spektrometar.

Temperatura autosamplera je odrzavana na 20 (+2)iPektirano je 10 pl rastvora.
Detekcija i kvantifikacija je izvédena na Micromass Quattro Micro trostrukom kvadropot
masenom spektrometru. MS/MS detekcija je d&ma u pozitivnom elektrosprej
jonizacionom modu, koré&njem reakcionog visestrukog monitoring (MRM-mukipeaction
monitoring) akvizacionog moda sa duescan i méu-kanalskim kaSnjenjem od 0.1 1 0.02 s,
redom. Azot je kori&n kao desolvatacioni (protok od 600 I/h i 50 Hom) a argon kao
kolizioni gas (0.6 bar na regulatoru pritiska). Réati su obrdeni koristé€i TargetLynx
software (Waters, USA).
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3.6.2. Odrdivanje tropanskih alkaloida poméu GC-MS

Razdvajanje tropanskih alkaloida je postignuto pé&umapilarne kolone HP-5MS U,
duzine 30 m, unutrasnjeg ©@reka 0.25 mm, sa slojem stacionarne likvidne fagd€@5um.
Kao gas nosakori&en je helijum, a odgovarajuprotok je iznosio 54.8 mL/min. Maseni
spektri su snimani SCAN i SIM tehnikom, u intervatiz 50-550 a.m.u. Vreme kasSnjenja
rastvarga (solvent delay time) je iznosilo 6.25 min. Tengtera injektora je iznosila 230 °C,
masenog jonizatora 230 °C a kvadrupola 150 °C.

Analize na gasnom hromatogramu su izvedene primesieai€eg temperaturnog
programa: péetna temperatura kolone od 50 °C odrzavana je In5makoncega je sledio
porast temperature brzinom od 40 °C/min do Koeatemperature od 300 °C koja je
odrzavana narednih 5 min. Ukupno vreme trajanjdiznge iznosilo 12.75 min. U GC je

injektirana zapremina ptescenog ekstrakta od (dl.

3.7. Analiza uzoraka pom@u LSC, bioloSkog uralaja za oksidaciju i EA-IRMS

Pripremljeni uzorci za LSC analizu se postavaljanieziSte, nakorcega su se
mehanéki spustali u komoru za analizu gde se izvodilgdmfe fotona u toku 5 min (ukupno
vreme trajanja analize). Za automatski péaraje kori€en kalkulacioni dpm mod. Preciznost

brojanja bila je podeSena na nivo poverenja od 95 %

Analiza uzoraka poniw bioloSkog urdaja za oksidaciju je zapmjala spaljivanjem
uzoraka u struji kiseonika (100 ml/min) na 900 ‘Ckamori za analizu, a nastali gasni
produkti su se unosili u redukcionu komoru (680 UCKRojoj se izvodila oksidacija preostale
kolicine organskog materijala koja nije prethodno okgwmha. Nastali C®se apsorbovao u
LSC posudicama punjenim sa 20 ml koktela i ana@pomdu LSC broj&a. Ukupno vreme
trajanja analize je iznosilo 4 min. Koktel ka®h za apsorpciju COe pripremljen od 2,5-
dipheniloxazolyl (PPO) (5 g) i 1,4 bis-2-(5-phemdaolyl)-benzene (POPOP) (50 mg)
rastvorenih u 1 litar toluena (50%) i etanolaminapremljenog u metanolu (12.5%
etanolamin i 87.5% metanol) (50%). Azot je kéeid kao gas za stabilizaciju sistema
(hladenje sistema) sa protokom od 300 ml/min.

Pripremljeni uzorci za analizu podo EA-IRMS su se sagorevali u atmosferi
kiseonika u reakcionoj koloni na temperature od QLOEZ. Oksidacioni produkti su se
unoslilstrujom helijuma (100 ml/min) kroz redukciokolonu (650 °C). Nastali gasovi (GO
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N>) su se propustali kroz stub magnezijum perhloratejvajali u pakovanoj hromatografskoj
koloni i detektovali na detektoru toplotne provodigti. Njihovim ulaskom u IRMS se merio
odnos izotopa uzorka i referentnog gasa poznatotppzkog sastava. Sadrzaj azota i
ugljenika u uzorku se odiwao iz kalibracione krive koja je konstruisana latam
referentnog standarda definisanjem zavisnosti nitieta signala (povrSine pika) GO Ny i
koncentracije. Kao referentni standardi za ugljejgikkori¥en Vienna PeeDee Belemnite
(VPDB), a za azot atmosferski azot.

3.8. Eksperimentalni dizajn praéenja procesa apsorpcije i translokacije atropina

4C u psenici

Da bi se utvrdila mogunost apsorpcije tok&nih supstanci iz zemljiSta od strane
pSenice, izveden je eksperiment sa atropini® u strogo kontrolisanim uslovima u
stakleniku. Zemljiste (pesak/Seibersodrf zemlji&@/50) je spajkovano sa atropindfit u
dve razltite koncentracije 15332.3 dpm/g i 37202.7 dpm/g4 ponavljanja za svaku
koncentraciju. Paralelno je pSenica uzgajana ustig bez spajkovanja (blank), a zemljiSte
na kome pSenica nije uzgajana je spajkovano u 2yhamja. PSenica je uzgajana 5 dana na
25 °C u petri posudicama u inkubatoru. Proklijailliké je nakon toga zadana u zemljiste
spajkovano i nespajkovano sa atroping@.

U toku uzgoja pSenice koé&n je amonijum sulfat (0.357 g po kg zemljista) za
djubrenje zemljiSta, a voda je u toku uzgoja p&ewuicdavana po potrebi (ista katia u sve
posude). Analiza zemljiSta, vode i pojedinih deldvijke (listova, stabljike i semena) je
izvodena posle 15, 30, 60 i 90 dana, pdmae:nog sciantilacionog broja i bioloSkog
uredaja za oksidaciju. Zbog jako komplikovane analizereka pSenice uzgajane na
obogd&enom zemljistu sa atropinomt’C i visoke doze &ekivane radioaktivnosti,
koncentracija atropind*C u korenu je odrdena na osnovu prethodno wtenog odnosa
uglienika *?C u korenu i ostalim delovima bilike. Odieanje ugljenika’C je izvedeno
pomciu EA-IRMS u korenu i ostalim delovima biljke uzgagapri istim uslovima, ali bez
obogdivanja zemljista sa atropinoMC. Na osnovu odnosa mase pojedinih delova biljle ka
i kolicine ugljenika*®C, pror&unati su odnosi (koren/ostatak bilike) mase i utka *C.
Izracunati odnosi su koré&ni za proréun koliine apsorbovanog atropifdC u korenu

pSenice uzgajane na obégaom zemljistu.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. Optimizacija procesa ekstrakcije

Razlkite hemijske osobine i struktura tropanskih i gékaolida su prouzrokovali
potesSk@e u optimizaciji postupka simultane ekstrakcije dvepe jedinjenja. Slozeni matriks
analiziranih uzoraka, tj. Zitarica, mahunarki, samdana, véa i povka, je dodatno
usloznjavao postupak zbog velikog sadrzajéese proteina, masti i pigmenata koji su
negativno uticali na oddévanje alkaloida. Zbog toga je bilo neophodno dausprocesu
razvoja metode obrati paznja na méginterferencije iz matriksa.

Prema literaturnom pregledu do sada nisu razvipe®de za simultano odiiganje
tropanskih i glikoalkaloida u Zitaricama i mahurearia. Objavljene metode od strane Bucher
I sar. (1989) i Papadoyannis i sar. (1993) ddwnja nekih tropanski alkaloida se mogu
okarakterisati jako dugim i komplikovanim postupk@nipreme uz visoku granicu detekcije.
Autori su ekstrahovali hiosciamin i skopolamin itoéme hrane koriste dihlormetan kao
ekstragens, a detekcija je iziema pomoéu HPLC-UV.

Da bi se postigla efikasna ekstrakcija veoma jeabibdgovarajta selektivnost
rastvarga. Izbor rastvaka u velikoj meri zavisi od fizko-hemijskih osobina oddésanih
jedinjenja. Tropanski i glikoalkaloidi sadrze tgacni amin Kkoji je protonovan pri nizim
vrednostima pH (Drager 2002; Jensen 2008). Relativisoka rastvorljivost tropanskih
alkaloida u vodi omogtava selektivhu ekstrakciju iskfujuéi masne supstance (Drager
2002). S druge strane, rastvorljivost glikoalkadoidvodi je ogragena (Jensen i sar., 2007).
U ovom sli&aju, optimizacija metode pripreme koja bi obezlsedifikasnu ekstraciju obe
grupe alkaloida uz odgovarajprinos postaje veoma slozena.

U objavljenim ekstrakcionim metodama odik@nja tropanskih i glikoalkalida u
biljkama, obéno su korigene téno-tena ekstrakcija (LLE) (Xu i sar., 1995; Miraldi irsa
2001) ili ¢evrsto-teEna ekstrakcija (SPE) (Balikova 2002; Chen i sd/0&). Upotrebljavane su
smesSe razlitih organskih rastvata (metanol, acetonitril, dihlormetan itd.) i vodekoje su
c¢esto dodavane raziie soli i kiseline (Eltayeb i sar., 2003/4; Matsud sar., 2004,
Kodamatani i sar., 2005; Abreu i sar., 2007; Machasdar., 2007)U ovom radu je po prvi
put do sad, kao najoptimalniji rastvarza ekstrakciju obe grupe alkaloid kéega smesa 0.5
% mravlje kiseline u acetonitrilu/vodi (75:25, v/v)akale da bi se poboljSalo izdvajanje

analita iz matriksa, smeSa soli Mg&@laCl, NaH-citrata Sesthidrata i Naitrata dihidrata
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je dodavana uzorku nakon dodatka rastar®Senica je kogna kao reprezentativna vrsta
Zitarica pri razvoju i optimizaciji ekstrakcione tode, a uzorci su analizirani potwoHPLC-
MS/MS.

U toku razvoja metode, prva isprobana smeSa kadragksoni rastvara je
podrazumevala upotrebu MeOH-0.25%Piy, pri ¢emu je korigeno 5g uzorka i 20 ml
rastvarga. Nakon dodatka rastvéeg smeSa je meSana na m@SE80 min, a potom
centrifugirana 10 min. Dobijeni ekstrakt je filaim i direktno injektovan u HPLC-MS/MS.
Ekstrakciona procedura je izd@na sa uzorcima spajkovanim smesom standarda riskipa
glikoalkaloida) koncentracije 200 ng/g. Préuai su izvaleni kori&enjem kalibracione krive
koja je dobijena injektovanjem standarda pripremljeu blank ekstraktu dobijenom istom
ekstrakcionom procedurom. Primenjeni ekstrakcioastppak je prouzrokovao prisustvo
velike kolicine interferirajdih komponenti u ekstraktu i veoma nizak prinos @kexy) (oko
20 % za glikoalkaloide).

Pojedin&ni koraci opisanog metoda ekstrakcije su optiminbvkorsenjem
obeleZenog'‘C atropina. Jedinstvena prednost radioizotopa jgjilnovom ponasanju u
prirodnoj sredini (npr. vodi, zemljistu, biljkam&)oje je identtno ponaSanju njihovog
stabilnog izotopa. Taki®, oni mogu biti identifikovani veoma lako sa visok osetljivogu
zbog njihove radioaktivnosttak i u neistim ekstraktima (Aysal i sar., 2007). Kaw&hje
atropina™“C je omoguilo pracenje efikasnosti svakog pojedimag ekstrakcionog koraka. U
Tabeli 2 je prikazan proces optimizacije ekstrakoip postupka kori&njem atropind“C. U
optimizaciji ekstrakcionog rastvaia su koriene smeSe razltog odnosa acetonitrila (ACN)

i vode, sa i bez dodatka kiselina i amonijum format

Tabela 1. Prinos (R) atropin&'C u spajkovanim uzorcima p$enice i soje prilikom
optimizacije ekstrakcionog postupka (voda/rasté&iselina) i pré€iS¢avanja ekstrakta.

PSenica Soja
Celi PreciScavanje  Celi
Ekstrakcija proces Ekstrakcija sa MSPD @  proces
Rastvra % (v/v) Fo%6) R(%)

ACN (50) 82+12 81+3

ACN/CH,0,( 50 + 0.5) 56+9 52+6

ACN (75) 83+5 81+12

ACN/CH,0,( 75 + 0.25) 855 81+11

ACN/CH,0, (75 + 0.5) 94 +4 94 +£2 93+3 96 +5 95+5
ACN/CH,0,(90 + 1) 883 87+9

ACN (100) 42 +3 25+3

" Uzorci su analizirani ponso LSC (prinos + SD, n=3).
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Postupak praScavanja ekstrakata disperzivnhom ekstrakcijom avastoj fazi uz
dodatak soli je prethodno koten u analitici pesticida pri anlizi uzoraka s&iwe sadrzajem
masnih komponenti (Aysal i sar., 200Fayai sar., 2007). Osnovna uloga ovih soli (MgsSO
NaCl, NaH-citrat Sesthidrata i Necitrat dihidrata) je pouw&nje koeficijenta raspodele zbog
smanjivanja rastvorljivosti u vodenoj fazi i pols@yanje razdvajanja organske i vodene faze,
obezbduju¢i mogutnost veéeg alikvota ekstrakta. Na taj dia se poboljSava osetljivost
metode i postizu nize granice kvantifikacije. Pmmom navedenog postupka u spajkovanom
uzorku pSenice je postignut prihvatljiv prinos 08-106% potvdujuci visoku efikasnost
ekstrakcionog metoda. Metod je uspeSno primenjeanadizu ostalih Zitarica bez zfanih

promena u prinosu.

Table 2. Prinos alkaloida odien poméu HPLC-MS/MS u spajkovanim uzorcima pSenice
pri optimizaciji ekstrakcionog rastvaia smesa vode/rastvaedkiseline (prinos SD,n=3).
Rastvara% ACN  ACN/CHO, ACN  ACN/CH,0, ACN/CH,O, ACN/CH,0, ACN

(vIv) 50 50 + 0.5 75 75+ 0.25 75+0.5 90 +1 100
tropin 300 45+3 18+4 36=+4 82+4 74+6 86
homatropin 116 +2 94 +4 97+3 58+7 108 +2 H® 100+6
atropin 112 +2 93+4 106 +3 57+4 108 +3 10da+ 90+4
skopolamin 114 +3 76+5 113 +4 72+5 107 +4 21 105+4
anisodamin 84+3 65+2 70+5 52+5 108 +5 ™+ 83+5
a-solanin 734 654 16 +6 33+3 84+4 29+4 301
a-kakonin 118+ 2 768 80+4 58 +7 107 +2 49 + 36+4

Dalje preSigavanje ekstrakta uzoraka pSenice, razi i kukumige bilo neophodno sto
se potvrdilo izgledom hromatograma. Ekstrakti sdgenog semena su sadrzavalicajae
koli¢ine masnih komponenti tako da je bilo neophodngegakiscavanje.

Optimizacija druge faze pts¢avanja ekstrakta je izvedena spajkovanjem matsksa
standardnom smeSom alkaloida koncentracije 0.181gbja je odgovarala koncentraciji od
40 ng/g alkaloida u zitaricama. Za dodatnaéf@avanje ekstrakata soje i lanenog semena su
primenjeni SPE kertridZi (ekstrakcija karstoj fazi) i to hidrofilno-lipofilno reverzno-fau
(Oasis, HLB, 200 mg) i polimerni reverzno-fazni rg@a-X 33u, 500 mg). Rezultati su
pokazali nizak prinos tropina, skopolamirasolanina,a-kakonina i unutrasnjeg standarda
scopolamina-gl (Slika 18). Na Slici 18 se mozZe primetiti da swmatance smanjene za
navedene alkaloide. Odziv odreanijh jedinjenja je bio jako nizak (blizu LOQ)poHK je za
tropin bio ispod LOQ metoda. Ovo moZe biti posladiedovoljnog pr@s¢avanja matriksa

pomau kertridza kao i nepotpunog eluiranja suspstankertridza.
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Slika 18. Hromatogrami ekstrakta soje qg&éenih pomadu Strata-X (A) i Oasis-HLB (B)
kertridza. Od vrha ka dnu: tropin, homatropin, ping anisodamin, scopolamin;di-solanin,

a-kakonin i skopolamin.

S obzirom da ekstrakcija né&rstoj fazi nije obezbedila dovoljno gigcavanje

ektrakata soje i lana, primenjene su tatdikombinacije soli i ekstrakcioniévrstih faza koje
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su ukljwile i primarni sekundarni amin (PSA) u postupkupeizivne ekstrakcije né&vrstoj
fazi. Pre&iS¢avanje ekstrakta sa Mg30® PSA je uzrokovalo vrlo loS prinos ekstrakcije
glikoalkalida, najverovatnije usled njihove adsamoma solima svojim ugljenohidratnim
delom (Slika 19). Primenom samo C-18 sorbenta giosto je uklanjanje masnih komponenti
i prinos preko 60% svih alkaloida. Na Slici 20 jgkpzan hromatogram dobijen nakon
pretis¢avanja matriksa sa C-18 sorbentom za nivo koncdjgrand 20 ng/g. Moze se
primetiti da je odziv signala za &eau jedinjenja bio 2-3 puta ¥enego odziv kad su se
koristili kertridZi iako je koncentacija alkaloidaila dva puta viSa. P&&cavanje ekstrakta
primenom disperzivne ekstrakcije tarstoj C-18 fazi je omogiilo optimizovanje metoda u
cilju postizanja Sto nizeg nivoa kvantifikacije.dvom sliaju, DSPE sa C-18 materijalom je
omoguila brzo i efikasno pr@Scavanje ekstrakta uzoraka bez dodatnog utrosSka viarna
prediS¢avanje ekstrakta, kodincioniranje i eluiranje aaakto je neophodno u ghju kada se
koriste SPE kertridzi.
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40ng/g
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Slika 19. Hromatogrami uzoraka soje @géenih pomdu smesSe soli MgSO4, PSA i
C18 (A) i smeSe PSA i C18 (B). Od vrha ka dnu: imppatropin, homatropin,
anisodaming-solanin,a-kakonin, scopolamin-d skopolamin.
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Slika 20. Hromatogrami uzoraka soje ggéenih pomdéu C18 materijala. Od vrha ka dnu:
tropin, homatropin, atropin, anisodaminsolanin,a-kakonin, scopolamin skopolamin.
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4.2. Uticaj matriksa na proces analize

Nepozeljne komponente matriksa mogu da se izdvadgkuw procesa ekstrakcije i da
pove&aju ili smanje intenzitet signala jona analita i tag n&in uticu na reproduktivnost i
tatnost metode (Mastuzewski i sar., 2003). Da bi smemio uticaj matriksa na maseno
spektrometrijsku detekciju odtiwanih analita, blank ekstrakti pSenice, razi, kuwkaa, soje i
lanenog semena su spajkovani sa smeSom alkaloilaaaliitih koncentracionih nivoa u
opsegu od 2.5 do 80 ng po g matriksa uz dodatakngl§ internog standarda u dva
ponavljanja. Rezultati linearne kalibracije supstaoripremljenih u blank matriksu (nagib
krive korigovan za interni standard) su pieei sa rastvorima supstanci pripremljenim u
mobilnoj fazi B. Kalibraciona kriva je konstruisadafinisanjem odnosa intenziteta signala
(povrSina pika) analita i internog standarda (skaman-d;) i koncentracije analita.

Pror&un poveéanja/smanjenja signala (SSE - signal suppressibafeement) je

izvoden koristéi slede€u formulu (Sulyok i sar., 2006):

SSE (%) = 100 X nagifndardi u ekstrakd NAYiRtandardi u organskom rastvewa (3)

Rezultati su prikazani na dijagramu 1.

140
120
100
80 M psenica
60 W raz
40 kukuruz
M soja
20
W laneno seme
0

Dijagram 1. SSE u pSenici, razi, kukuruzu, sofindnom semenu.

Prikazani rezultati pokazuju da je matriks uticae intenzitet signala odievanih
analita najviSe u stiaju tropina i anisodamina. Visoke varijacije signat 100 % (smanjenje
signala do 57% za anisodamin, 67% za tropin) pgkaznaajan uticaj komponenti matriksa

na odrdivanje ovih analita. U ovom staju supstanca najnize molekulske mase (tropin) je
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bila pod najvéim uticajem matriksa. Ovo moZe biti posledica ogtanog naelektrisanja
molekula sa niskom molekulskom masomdamu se supstance iz matriksa jonizuju toye
meri i prekrivaju jonizaciju odidvanog analita. Ovo potiuje i prisustvo raznih abunantnih
jona matriksa u niskom opsegu masenog spektra. itmdg visokog odziva signala i
odgovarajdeg prinosa, metod je jos uvijek zadovoljavao najajraje analittke parametre
(linearnost, osetljivost, prinos) za ove komponani@naliziranom koncentracionom opsegu.
Koristeti kalibraciju sa standardima pripremljenim u blanktriksu, metod se moze koristiti

za jako veliki broj raztiitih matriksa baziranih na Zitaricama, semenkamahunarkama.

4.3. Optimizacija uslova odrelivanja tropanskih alkaloida pomoéu GC-MS

4.3.1. PodeSavanje rada masenog spektrometra

Za podeSavanje rada masenog spektrometra, odngegmva kalibraciju kori&ena je
standardna supstanca perfluortributilamin. Starigma opcije ,autotune” koja se nalazi u
sastavu softvera instrumenta ChemStation, automsgsgroveravaju pojedini parametri i na
kraju Stampa izveStaj sa rezultatima. Vrednostinpeanih parametara sluze kao provera
trenutnog stanja instrumenta i negove spremnostiugatrebu. Rezultujie optimalne

vrednosti karakteristhih veli¢ina autotune-a date su u Tabeli 6.

Tabela 6. Primer ,autotune” izveStaja

Misc Info: Perfluorotributilamine

Instrument: 5975

lon Pol Pos Filament 1 DC PolPos | Wid219 -0.003 Samples |8
Emission 34.6 Repeller 26.10 MassGéaih2-| HEDEnab On Averages |3
ElEnergy 69.9lonFcus 90.2 | MassOffs -40 EMVolts 1750 pSiee

MS Source 230 EntLens 22.0 AmuGain 1829rb@8pd 100

MS Quad 150 EntOffs 19.07 AmuOffs T1B8HiVac Off

PFTBA Open

Mass Abund Rel Abund | Iso Mass Iso Abund Iso Ratjo
69.00 347776 100.00 70.00 3789 1.09
219.00 225728 64.91 220.00 10084 4.47
502.00 29016 8.34 503.00 2965 10.22

Prema dijagnostkim kriterjumima napon detektora (elektronmultkaltora) ukazuje

na stanje celog masenog spektrometra¢@mu je optimalna vrednost ovog napona 1500—
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1800 V. Iz Tabele 6. se vidi da je napon elektrotiplikatora iznosio 1750 V Sto je u okviru
optimalnih vrednosti. Mase jona koji se posmatgajkalibraciji (69, 219 i 502) ne bi trebale
da odstupaju od ovih vrednosti za viSe od + 0.258# MS ChemStation Handbook).
Relativne abundance ovih jona takoodgovaraju dijagnoskim kriterijumima, odnosno
abundanca jona mase 69 je najvisa (relativna almoadd00%), a relativne abundance
pikova mase 219 i 502 sudeeod 35%, odnosno 1%. lzotopski odnosi pikova nT@se20 |
503 taka@e zadovoljavaju dijagnogke kriterijume, odnosno vrednosti su im veoma laisk
1%, 4% i 10%, redom. Svi podaci koji se nalaze wotane testu ukazuju da se instrument

nalazio u optimiziranom stanju.

4.3.2. Optimizacija temperaturnog programa

PoteSkde u toku odrdivanja tropanskh alkaloida porw GC se javljaju zbog
izlaganja jedinjenja visokim temperaturama u injelt Sto moze dovesti do njihovog
raspadanja. Zbog toga &esto vrSi derivatizacija supstanci, tee sa silanima pdemu se
poboljSava toplotna stabilnost supstanci (Miraldar., 2001; Namera i sar., 2002). ddem
proces derivatizacije je uglavnom jako dug, kompldn, osetljiv na pojedine parametre kao
Sto je temperatura i zahteva puno vremena da smiapa. Uzimaj&i u obzir nedostatke
alternativnih metoda derivatizacije i imajw vidu ¢injenicu da je cilj ovoga rada bio razvoj
jednostavne metode koja bi se mogla koristiti katmska metoda za odti@anje tropanskih
alkaloida u prehrambenim proizvodima, pokuSanogesd razvije i optimizira jednostavan
postupak koji je iskljsio prethodnu derivatizaciju. Ovakav postupak je gmkr&i i jeftiniji,
radni uslovi su znatno blazi u odnosu na derivaima postupke, a razvijena metoda bi se
mogla primeniti i za rad sa gasnim hromatograforikiEadetektorom.

Zbog visoke molekulske mase, glikoalkaloidigolanin ia-kakonin),¢ak i njihovi
aglikoni se teSko oddeiju gasnom hromatografijom. Zbog male isparljivagitkoalkaloidi se
gasnom hromatografijom odhgju uz prethodnu derivatizaciju ili nakon njihovieliolize do
aglikona, solanidina, pricemu se proces njihovog odreanja usloznjava. Zbog
nemogunosti nabavke standarada solanidina, digteaje glikoalkaloida nije izvedeno.

Maseni spektri snimljeni injektiranjem standardgepmainih tropanskih alkaloida
pripremljenih u etilacetatu (5 pg/ml) su pdeei sa komercijalnom bazom podataka NIST i
prikazani su na Slici 29. Standardi su pripremaabtazivanjem rastvora pojedimah analita
(100 pg/ml) u metanolu. Masene spektre tropansKikal@da karakteriSe prisustvo

-55-



Univerzitet u Novom Sadu, Tehnoloski fakultet

Zora Jandridoktorska disertacija

molekulskog jona i jona koji nastaje kao rezultabigka tropanskog prstena (m/z 124 za
atropin i homatropin, 138 za skopolamin i 141 zapstamin-d).
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303000 é
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Slika 29. Maseni spektri tropanskih alkaloida debijpom@u GC-MS

T T
RN 170 180

Razdvojene komponente su skenirane u dairen vremenskim periodima sa jonima

karakteristénim za svaki analit Sto je prikazano u Tabeli 6.
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Tabela 6. MS akvizacioni parametri

Analit Vreme podetka (m/z) Vreme
skeniranja (min skeniranja (s)
homatropin 6.25 275 142 124 0.09
atropin 8.30 289 140 124 0.09
skopolamin 8.70 303 154 138 0.07
skopolamin-¢ 8.70 306 157 141 0.07

S obzirom na osetljivost supstanci na visoke teatpee, neophodno je bilo posebnu
paznju posvetiti optimizaciji uslova hromatografgk@azdvajanja tropanskih alkaloida,
odnosno definisanju optimalnog temperaturnog progra u cilju dobijanja potpuno
razdvojenih pikova. Protok gasa u toku razvoja mefe odrzavan konstantan.

Osnova za optimizaciju temperaturnog programa Bila prethodna istrazivanja,
odnosno prethodno definisan temperaturni prograwdeaiivanje nekih tropanskih alkaloida
(Vitale i sar., 1995):

 temperatura injektora: 250°C,

* pacetna temperatura: 60 °C (1 min),

* porast temperature: 10 °C/min i

* krajnja temperatura: 290°C (5 min).

Optimizacija temperaturnog programa je izvedenaSkenjem smeSe tropanskih alkaloida
(tropina, homatropina, atropina, hiosciamina, skamina i skopolamina)l pripremljenih u
etilacetatu, koncentracije 5 pg/ml. Ova smeSa jpr@mljena razblazivanjem rastvora
pojedin&nih analita (100 pg/ml) u metanolu.

Analize su izvedene SCAN i SIM tehnikom pri sléide uslovima:

* vreme kasnjenja zbog rastvéaigsolvent delay time): 6.25 min,

* vreme uravnotezenja uslova rada gasnog hromdtograetu analiza: 0.30 min,

* raspon snimanih masa0-550 a.m.u.,

* brzina skeniranja: 1.19 scan/s,

 temperatura masenog jonizatora (MS Source): 230°C

 temperatura masenog kvadrupola (MS Quad): 150°C.

KoriS¢enjem ovog temperaturnog programa nije postignatiovaljajiée razdvajanje analita
pa su isprobani i drugi temperaturni programi.tlgpnjem razltitin temperaturnih programa,
ustanovljeno je da se dobro razdvajanje (4 iz srnd3) komponenata tropanskih alkaloida,
dobija primenom sledeg temperaturog programa:

 temperatura injektora: 230°C,
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* patetna temperatura: 50 °C (1.5 min),

* porast temperature: 40 °C/min,

* krajnja temperatura: 300°C (5 min) i

* vreme trajanja analize: 12.75 min.
U ovom sléaju nije postignuto razdvajanje izomera atropin@ ke detekcija tropina i
anisodamina. U sliaju tropina i anisodamina pretpostavljeno je dalgslo do njihovog
raspada u injektoru. PokuSano je da se smanji tetnya injektora i vrSi injektiranje
supstanci pojedirtao. Ovaj postupak nije omogo detekciju tropina i anisodamina, dok su
abundance ostalih analita bile smanjene. PoStdjes @ razdvajanje ostalih komponenti bilo
zadovoljavajde zadrzan je opisani temeperaturni program priogaptimizaciji metode.
Skopolamin i skopolaminsdinterni standard) taki® nisu razdvojeni ali to nije predstavljalo
problem jer oni prilikom fragmentacije daju r&#ke karakterisiine produkt jone (skopolamin
(303, 154 i 138), skopolaminy@306, 157 i 141). U stiaju izomera atropina neophodno je
bilo koristiti hiralnu kolonu.

Pri ovim uslovima postignuto je dobro razdvajangegedivanih tropanskih alkaloida i
stoga je navedeni temperaturni program usvojen dgaomalan. Na Slici 30 je prikazan

originalan zapis TIC dobijenog analizom standarsineSe sa 4 komponente.
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Slika 30. TIC hromatogram standardne smeSe troffaagitaloida (5 pg/ml)
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4.4. Optimizacija uslova odrelivanja tropanskih i glikoalkaloida pomo¢u
HPLC-MS/MS

4.4.1. Optimizacija hromatografskog razdvajanja

Tropanski i glikoalkaloidi su uspeSno razdvajani k@oni sa C18 stacionarnom
fazom. Kori$ene su mobilne faze rasbiog sastava sa izokratskim i gradijentnim
razdvajanjem (Xu i sar., 1995; Matsuda i sar., 2@Hden i sar., 2006; Abreu i sar., 2007).
Razdvajanje optkih izomera atropina (di I-hiosciamina) je mogte upotrebom kolona sa
hiralnim punjenjem. Enantioselektivnost uglavnonvigiaod tipa hiralne stacionarne faze i
sastava mobilne faze. Razdvajanjei d-hiosciamina je postignuto na sléda kolonama:
Chirobiotic T2, Chirobiotic V, Chiral-AGP {Cieri 2005; Breton i sar., 2005; Siluk i sar.,
2007). Siluk i sar. (2007) su prikazali uspeSnalvaranje enatiomera atropina na Chirobiotic
V koloni (25 cm) poméu LC-MSD sa enantioselektivnom rezolucijens 1.07 i vremenom
trajanja analize od 30 min. Oni su tdkoisprobali i druge kolone kao Chirobiotic T i
Cyclobond | 2000 DNP, ali bez uspeSnog razdvajangntiomera.

S obzirom na izuzetno slozen cilj ovog istrazivakggi je podrazumevao razdvajanje
hiralnih i nehiralnih supstanci, primenjena je ©biotic V kolona. Efikasnost razdvajanja je
definisana pri upotrebi mobilnih faza ra#og sastava organskih rastvéaai vode sa
dodatkom kiselina i soli.

Razdvajanje d- i I-hiosciamina nije nilo postignuto pri jednom odnosu ispitane
smese trietilamina (TEA i sietne kiseline (HOAc) (TEA:HOAc=1:1, 1:2, 1:3, lidhbrnuto)

a ukupno 1 ml u metanolu (100%). Na Slici 21 skarani hromatogrami injektirane smesSe
hiosciamina i atropina za jone 92.9 (atropin) i8¢iosciamin). Takde je priméeno da su
intenziteti signala (abundance) drugih ativanih jedinjenja u porenju sa drugim mobilnim

fazama bili smanjeni u MS, verovatno usled bazsibbina trietilamina.
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Hiosciar 2: MRM of 4 Channels ES+
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Slika 21. Hromatogrami atropina i hiosciamina nair@siotic V koloni pri

neoptimizovanim uslovima koji ne omagavaju njihovo razdvajanje

S ciljem razvdajanja dva enantiomera, kao i ostalikaloida, ispitane su i druge
mobilne faze: acetonitril/voda=65/35 (v/v) (1), ewedl/voda=50/50 (v/v) (2), 0.1 i 1 %
mravlja kiselina u metanolu/voda=70/30 (v/v) (3% 1siketna kiselina pripremljena u
acetonitri/metanol/voda=60/30/10 (v/v) (4), 10 na@vhonijum format u vodi/metanol=50/50
(v/v) (5), 20 mM amonijum format u vodi/metanol=50/ (v/v) (6) i 10 mM amonijum
formata u voda/acetonitril=90/10 (v/v) (rastvard) i metanol/acetonitril=50:50 (v/v)
(rastvara B) (7). Kori&enjem mobilnih faza 1-3 i 6 nije postignuto efikasrazdvajanje
tropanskih i glikoalkaloida (Slika 22), dok je upslitom mobilnih faza 4 i 5 dobijeno
razdvajanje ove dve grupe alkaloida ali ne i rajahya svih analita (Slika 23). Kotignjem
mobilne faze 7 je postignuto hromatogramfsko rajahja svih odréivanih alkaloida izuzev
enantiomera atropina (Slika 24). Moze se primetii kisela sredina (mobilne faze
pripremlijene sa dodatkom kiselina) nije bila pogodgmi optimizaciji razdvajanja ove dve

grupe alkaloida.
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Slika 22. Hraomatografsko razdvajanje smese trdqlamg)likoalkaloida upotrebom
mobilne faze metanol/voda=50/50
0.5ng/ul
7Alkamix2 Sm (Mn, 3x4 . 9: MRM of 2 Channels ES+
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Slika 23. Hraomatografsko razdvajanje smese trdqlamgjlikoalkaloida upotrebom

mobilne faze 10 mM amonijum format u vodi/metan@f&® (v/v)

-61 -



Univerzitet u Novom Sadu, Tehnoloski fakultet

Zora Jandridoktorska disertacija

0.5ng/ul
alk7mix7 Sm (Mn, 3x4) _ i 9: MRM of 2 Channels ES+
o 053 a-Solanin e a S s
@% 5564. 1.03e4
° Area
O— T BN T 1
-0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
alk7mix7 Sm (Mn, 3x4) 8: MRM of 2 Channels ES+
7.29 H 307.1 > 141.1
10{,3% 1674 Skopolamin-¢ 42103
° l Area
O—F T T T T 1
-0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
alk7mix7 Sm (Mn, 3x4) 6: MRM of 4 Channels ES+
. 304 = 137.9
10{,3% 1778‘ Skopolamin 368063
5 Area
O F——— L L B — T T T U I — T 1
-0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
alk7mix7 Sm (Mn, 3x4) . 5: MRM of 4 Channels ES+
100 Atropin 11.40 290.2 > 92.9
\oa 6016 . 1.11e4
° Area
o T T T T T T T T ' T T T T T T T 1
-0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
alk7mix7 Sm (Mn, 3x4) 4: MRM of 4 Channels ES+
i i i 11.39 290 > 92.8
10{93 Hiosciamin 1155 6enss
5 i Area
O — T T T — T 7 — T T T T T T T — 1
-0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
alk7mix7 Sm (Mn, 3x4) . 2: MRM of 2 Channels ES+
100 Homatropin 12.03 276.2 > 142
gg 2001 i 3.20e3
° Area
0 T T T T T 1
-0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
alk7mix7 Sm (Mn, 3x4) . 1: MRM of 2 Channels ES+
100 Tropin 14.03 142.1 > 97.9
9 2198 4.53e3
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Slika 24. Hraomatografsko razdvajanje smeSe trdqlanglikoalkaloida upotrebom mobilne

faze 10 mM amonijum formata u voda/acetonitril=@0/1(v/v) (rastvara A) i

metanol/acetonitril=50:50 (v/v) (rastv&rB)

Mobilna faza, sastavljena od 10 mM ammonium forn{kée jonizacionog reagensa)

u smeSi voda/acetonitril i metanol/acetonitril jenagltila dobro razdvajanje ostalih

odredivanih jedinjenja, visoku osetljivost ali bez seg@je enantiomera atropina. Ova

mobilna faza je kori&na u daljoj optimizaciji metode. Zbog nemdgosti razdvajanja

enentiomera atropina u daljem razvoju an®éi metode kori&®n je samo standard atropina.
Optimizovani MRM hromatogram sme3e alkaloida (8Jghgri ESI HPLC-MS/MS je

prikazan na Slici 25.
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80ng_g_wh_mvd4
calM_320ppb_Mvd4 Sm (Mn, 3x4)

80ng_g_wh_mvd4
8: MRM of 4 Channels ES+ calM_320pph_Mvd4 Sm (Mn, 3x4)

Zora Jandridoktorska disertacija

8: MRM of 4 Channels ES+

10 11.74,4662 142.1>97.9 100 11.74:1865 142.1>82.7
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Slika 25. ES| HPLC-MS/MS MRM hromatogram fragmentisanih jonapi@dukt jona za
svaki analit) dobijenih fragmentacijom odireanih jedinjenja koncentracije 80 ng/g. Od vrha
ka dnu: tropin, homatropin, atropin, anisodamisgolanin,a-kakonin, skopolamin-d(IS) i
skopolamin

Poznato je da su hiralne kolone mnogo skuplje ddrkosa C-18 punjenjem. Posto
nije postignuto uspesSno razdvajanje enatiomerapi@@o pokuSano je optimizovani
hromatografski metod primeniti na konvencionalniml& kolonama raalitih proizvadaca
(Phenomenex Gemini, Synergy Fusion-RP i Waters dd#&). Rezultati dobijeni na ovim
kolonama su pokazali loSe razdvajanje idmepojedingnih tropanskih i glikoalkaloida i
smanjene abundance pikova. Hromatografsko razdeajamopanskin i glikoalkaloida

koristeti C-18 kolone je prikazano na Slici 26.
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0.1 ng/ul B
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Slika 26. Hroamtografskog razdvajanja tropanskdgiikoalkaloida na Gemini (A), Synergy
Fusion-RP (B) i Xbridge (C). Od vrha ka dnu: trgpiomatropin, atropin, anisodamid,
solanin,a-kakonin, skopolamin-gi skopolamin.

Hiralne kolone su obezbedile znatno bolju osetjtvodrelivanja alkaloida u odnosu
na sve tri ispitane C 18 kolone 5to se moze olfjagmecificno&u supstanci koje se nalaze u
sastavu hiralnog punjenja ovih kolona (macro¢ikliglikopeptidi ili -ciclodextrini). lako
obezbduju veitu osetljivost odréivanja zbog ogradenog kapaciteta hiralne kolone su
izuzetno osetljive na nedovoljno pi&ene injektirane uzorke kao i na sastav mobilne.faze
Medutim u ovom radu, Chirobiotic V kolona je pokazdiabru stabilnost, dobro definisane
pikove jedinjenja i robusnost koja se prvenstvespoljavala u nepromenjenoj osetljivosti u

toku rada. 1z svih navedenih razloga je @dluw nastaviti istraZzivanje sa ovom kolonom.

4.4.2. Optimizacija MS/MS

Maseno spektrometrijski uslovi (MRM) su optimizovagirektnim injektiranjem
(infuzijom) kalibracionih standarda koncentracij@ jug/ml pripremljenih u metanolu u
maseni spektrometar. Protok pri injektiranju jeagio 30 pl/min. Odréivane supstance su
analizirane u oba elektrosprej moda: ESESI’, da bi se optimizovali najpovoljniji uslovi
jonizacije. Intenzivniji signali za sve analite stimeceni u EST nego u ESL

Optimizovani spektrometrijski uslovi su bili sleite
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- Napon kapilare 2.99 kV,

- Ekstraktor 4 V,

-RF Lens 0.3V,

- LM 1 Resolution 14.4,

- HM 1 Resolution 15.2,

- lon Energy 1 0.2,

- Ulaz -1, izlaz 2,

- LM 2 Resolution 13.6,

- HM 2 Resolution 14.8,

- lon Energy 2 0.7,

- Temperatura jonizatora 120 °C,

- Multiplikator 650 V,

- Desolvataciona temperatura 400 °C.
Na Slici 27 je prikazan maseni spektar dobijen mak@agmentacije prekursor jona svih

odreaiivanih analita.
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Slika 27. Maseno-maseni spektri (MS/MS) tropanskitaloida i glikoalkaloida analiziranih
u elektrosprej modu (ESt tropin (A), homatropin (B), atropin (C), hiosoién (D),
skopolamin (E), skopolaminzdIS) (F), anisodamin (Gy-kakonin (H) ia-solanin (1)

MRM tranzicije sa optimizovanim parametrima za s\akalit su prikazane u Tabeli

3. Najstabilniji i najintenzivniji fragment je katien kao jon za kvantifikaciju, dok sledgon
sa najvéom abundancom je koti8n za potvrdu jedinjenja (identifikacioni jon).
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Tabela 3. MRM tranzicije sa optimizovaninrgraetrima

Analit Vreme Prekursor jon Produkt jon Kon Koliziona Vreme
(min) M+ HJ (m/z) napon (V)energija (eV)skeniranja (s)

skopolamin 4.0-9.0 304 137.9 40 26 0.01
156 40 17 0.01
skopolamin-¢ 45-95 307.1 14131 40 26 0.01
159 40 16 0.01
a-kakonin 4.6-9.6 852.5 98 40 51 0.01
706.2 40 44 0.01
a-solanin 5.5-10.5 868.4 98 54 60 0.05
398.2 54 55 0.05
anisodamin 7.0-12.0 306.1 f40 26 24 0.01
90.8 26 27 0.01
atropin 8.6-13.6 290.2 92.9 45 32 0.05
124 45 23 0.05
homatropin 9.0-14.0 276.2 142 39 21 0.05
92.9 39 35 0.05
tropin 10.5-15.5 142.1 97.9 37 23 0.01
82.7 37 22 0.01

& kvantifikacioni jon
® kvalifikacioni jon

4.5. Validacija metode

4.5.1. Selektivnost i speaffost

Selektivnost i specénost metoda su odteni analiziranjem ekstrakta uzoraka
(pSenica, raz, kukuruz, soja i laneno seme). Kadnotonog vremena karakteristog za
odrelivane analite nisu prindéeni dodatni pikovi koji bi mogli poticati od matsk.
Selektivnost analitkog postupka je ispitana identifikacijom analitauzorku, baziranoj na
prekursor jonu, produkt jonima (kvantifikacionorkvalifikacionom) i retencionom vremenu,
porelenjem sa injektovanim standardima.

U spajkovanim uzorcima selektivnost je dalje tesi@r integraljenjem
kvantifikacionog i kvalifikacionog jona pojeditiao za svaki analit. Nivo tolerancije od £20%
je bio usvojen za péanje odnosa intenziteta signala kvantifikaciondgalifikacionog jona
za svaki analit u uzorku u paenju sa odnosom istih jona u standardima pripremmjeu
blank ekstraktu(EC 2002). Kako bi se selektivhost Sto bolje defta posmatrano je
ukrstanje (“cross-talk”) izmi MS/MS kanala kori&nih za préenje odrdivanih analita i

unutrasnjeg standarda. Posebno su injektovanitanpliacen je odziv u kanalu unutrasnjeg
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standarda, a zatim je injekovan unutrasnji standerdor&enje odziva u kanalu analita.

UkrStanje analita nije prindéeno, Sto se moze videti i na Slici 28.
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Slika 28. MRM hromatogram unutrasnjeg standard@alamnina-d3 koncentracije 40 ng/g

4.5.2. Granice detekcije i kvantifikacije

Granice detekcij€limit of detection, LOD) i kvantifikacije (limit b quantification,
LOQ) su odrdene injektovanjem standardnih rastvora jako nisk&ckntracije pripremljenih
u blank ekstraktu. Pri tome je Pem intenzitet signala, a koncentracija je postepeno
pov&avana da se dobije odnos signal-Sum (signal-tcen@&N)> 3 i> 10, za LOD i LOQ
redom. Koristéi ovaj metod, LOD za sve alkaloide je bio u opsedu0.74 do 0.79 ng/g a
LOQ od 2.17 do 2.46 ng/g u svim Zitaricama, izuzavropin u soji i lanenom semenu (LOD
=1.55i1 LOQ =4.91 ng/g).

Kvantifikacija svih tropanskih i glikoalkaloida jevedena sa unutrasnjim standardom.
U ovom radu unutrasnji izotop standarad (skopolamgjn zajedno sa standardima
pripremljenim u blank matriksu, je koéBn da bi se smanjio moguuticaj matriksa na
odrefivane supstance. Kalibraciona kriva je bila u opsed 10-320 ng/ml £0.998), to je
odgovaralo 2.5-80 ng alkaloida po g uzorka.
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4.5.3. Prinos metode (recovery)

Prinos je odréen spajkovanjem uzoraka pSenice, razi, kukuruza soianenog
semena. U Tabeli 4 su prikazane srednje vrednastga tropanskih i glikoalkaloida nakon
ekstrakcije uzoraka spajkovanih do koncentracijd otl0, 40 ng/g za pSenicu i soju, i 5 ng/g
za raz, kukuruz i laneno seme. Eksperiment je ignemh ovaj nén jer se u toku razvoja
metode pokazalo da pSenica moze biti reprezentatiamrak za raz i kukuruz a soja za
laneno seme. Zbog &tih fizicko-hemijskih karakteristika iznde ove dve grupe kultura, za
pSenicu i soju je izveden kompletan proces valjdactri validaciona nivoa. Za ostale kulture
je izvrSena potvrda transfera prihvatljivosti metodri ¢emu je validiran samo najniZi
koncentravioni nivo (5 ng/g). Prinos je bio u opsedl-111%, i koeficijent varijacije u
opsegu od 1-5%. U ovom shju prinos je bio nezavisan od analita i matrikkazwjwi na
¢injenicu da metod moze da se primeni i na drugekez(raz, kukuruz, laneno seme) nakon

potvrde na najnizem spajkovanom nivou.
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Tabela 4. Pregled prinosa (recovery) i koeficijevaajacije (CV) za svaki analit u pSenici i

soji za 3 spajkovana koncentraciona nivoa (5, 40 ng/g) tokom 3 dana validacije (n=7). Za

raz, kukuruz i laneno seme, vrednosti su prikaza@e najnizi spajkovani nivo.
Spajkovani tropin homatropin atropin skopolamin anisodamin a-solanin a-kakonin
nivo (nglg) R Cv R CV R CV R CV R CV R CV R CV
5 786 20 1046 15 1029 20 99.0 20 9.8 16 790 29 75.82 1.
dan 1 10 785 31 1055 13 1032 14 9%.6 16 9.8 18 80.1 28727 24
40 792 26 1070 17 1006 1.5 105.7 1.8 1053 2.0 820 28 48622
svi nivoi dan 1, % 788 25 105.7 15 102.2 16 1004 18 0.30 1.8 804 28 783 19
5 783 26 1062 13 1045 2.1 994 15 95.0 25 787 19 78.62 1.
PSenica dan 2 10 777 21 108.2 05 1043 14 %.6 18 1031 11 8209 1. 808 14
40 783 34 1068 1.7 1032 1.7 1069 2.1 1055 2.0 809 20 58625
svi nivoi dan 2, % 781 27 107.1 12 1040 17 101.0 18 120 19 805 20 820 17
5 780 34 1029 13 1049 21 999 21 %.0 18 80.1 26 80.76 1.
dan3 10 780 27 1068 1.3 1049 22 99.2 27 100.7 1.6 789 2. 749 21
40 794 29 1049 19 105.7 1.6 1048 3.8 1055 11 795 27 08512
svi nivoi dan 3, % 785 3.0 1049 15 1052 2.0 1013 29 020 15 795 26 80.2 16
svi dani 1-3, % 785 04 1059 1.0 1038 14 10094 0 100.7 0.5 80.1 0.7 80.2 23
5 80.2 46 1045 24 1029 18 101.3 16 9.1 15 62.7 39 70.76 4
danl 10 820 46 1029 21 106.0 2.0 1036 2.8 1034 1.7 6182 2 737 34
40 820 15 106.3 22 1065 17 1069 2.2 1044 22 715 40 78249
svi nivoi dan 1, % 814 36 1045 22 105.1 1.8 1039 22 230 18 653 34 757 43
5 788 19 1056 2.2 1016 24 105.7 28 1022 13 632 56 7328
Soja dan 2 10 840 46 1040 31 1036 2.7 1054 29 1018 1.2 6264 3 757 3.0
40 820 47 106.1 22 1036 28 1026 2.2 1044 29 632 32 78126
svi nivoi dan 2, % 816 37 1052 25 1029 2.6 1046 26 280 18 63.0 41 769 35
5 830 38 1044 3.1 1020 3.0 1015 2.2 1047 29 639 4.4 75%2
dan 3 10 780 5.1 1043 35 1015 32 1065 24 1048 29 6180 3 730 28
40 810 52 1050 3.1 1034 34 1052 24 1029 1.3 626 31 38340
svi nivoi dan 3, % 80.7 47 1046 3.2 1023 3.2 1044 23 1041 24 62.8 35 7733 3
svi dani 1-3, % 812 0.6 1048 0.4 1034 15 1043 0.3 10309 63.7 22 766 1.1
dan 1 784 09 1003 26 99.8 28 1021 14 783 35 843 28 191029
Raz dan 2 5 712 25 1038 1.9 1054 1.6 106.1 0.6 80.4 23 811 321021 2
dan 3 765 15 102.1 07 1023 11 107.4 08 79.2 42 829 2 71035
svi dani 1-3, % 774 12 102.1 17 102.5 2.7 105.2 2.6 7933 1 88 19 102.6 1.0
danl 785 18 1053 15 105.1 2.8 1009 24 769 12 100.1 081035 1.8
Kukuruz dan 2 5 791 16 1058 21 1035 18 1015 18 791 34 99.3 241058 038
dan3 799 26 1065 1.9 1044 2.1 1024 34 775 15 1023 171046 1.1
svi dani 1-3, % 79.2 0.9 1059 0.6 1043 0.8 1016 0.7 7785 1 1006 15 1046 1.1
danl 718 34 1002 24 108.8 4.5 1006 15 984 21 60.4 19 09845
Laneno seme dan 2 5 782 47 1066 3.5 1003 3 1028 34 99.1 39 62.2 09 58436
dan 3 763 48 1046 4.2 1044 48 983 26 102.3 1.9 611 22 83749
svi dani 1-3, % 754 44 103.8 3.2 1045 4.1 100.6 2.2 9991 2 612 15 812 38
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4.5.4. Robusnost metoda

Robusnost analitkog postupka predstavlja meru stabilnosti metodeutoraju malih
promena nekih parametara u toku svakodnevne upotrediode (Heyden i sar., 2001). U
ovom radu za odredjivanje kdtiih tataka metode primenjen je Youdenov frakcionalni
faktorijski eksperimentalni dizajn (Youden i sat975). Prema ovom tiau odrelivanja
robustnosti neophodno je da se odredi nekolikackilt parametara koji mogu da variraju i
zn&ajno uttu na rezultate u toku vremena. Fakteéiji uticaj na ovaj definisani analiki

postupak bio najizrazeniji su prikazani u Tabeli 5.

Tabela 5. Dizajn eksperimenta za alivanje robusnosti

Kombinacije ocenjivanih faktora
R R R R R R R

Faktor
A? (ekstrakcioni pH, 2.814" (2.86)

Ry

A
B (brzina centrifuge, 1600 g)b (1590x ) B B b b B B b b
C (temperatura uparavanja, 40 ‘€@4 °C) C ¢ C ¢ C ¢ C ¢
D (koncentracija pufera, 10 mMj)(10.03 D D d d d d D D
E (temperatura kolone, 45 /)40 °C) E e E e e E e E
F (protok mobilne faze, 1 ml/miff)(0.9 F f f F F f f F

& velika slova pokazuju optimizovane vrednosti metoda
b . N .
mala slova pokazuju ocenjivane vrednosti

Uzorci kori€eni za ovaj eksperiment su spajkovani smeSom atkalkoncentracije
20 ng/g. Testom je poti¥eno da manje varijacije pojedinih parametara nisatgno uticale

na metod i da se metod moze smatrati robusnim.

4.6. Poralenje GC-MS i HPLC-MS/MS metoda pri odredivanju tropanskih i
glikoalkaloida

Osnovni nedostatak GC-MS metoda je visoka graniantifikacije odrdivanja
tropanskih alkaloida kao i nemagnost direktnog odidvanja glikoalkaloida. Granica
kvantifikacije GC-MS metode odiena u model rastvorima je iznosilau@/ml ili 240 ng/g.
Prilikom analize uzoraka hrane ka®eh je optimizovani proces ekstrakcije tropanskih i
glikoalkaloida i odrdivanje pomdéu HPLC-MS/MS (poglavlje 3.5.1) s obzirom da je u
sliaju gasne hromatografije dobijen jako nizak odzikalida cak i pri jako visokim
koncentracijama (1000 ng/g), Sto se moz&tupna Slici 31. Pojava velikog broja pikova na

GC hromatogramu je ukazivala na veliki uticaj ifeegncija (proteini, boje, jako polarna
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jedinjenja ili masnée i druga nepolarna jedinjenja) iz matriksa kojensaskirale i smanijile
odziv odrelivanih analita. Osnovna razlika u pripremi uzorakae primene dve
hromatografske tehnike je bila u rastvaranju keggnguvog ostatka koji je u shju gasne

hromatografije rastvaran u etilacetatu.
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Slika 31. GC-MS (A) i HPLC-MS/MS (B) hromatogranolajeni pri analizi ekstrakta
pSenice

Koris¢enjem HPLC-MS/MS metode, sve odreane komponente su bile potpuno
razdvojene i analizirane porfo posebnih MRM kanala, bez ukrStanja pojetiria jona
kome je bilo mogée odretivanje obe grupe alkaloida (tropanskih i glikoatkdh) uz visoku

osetljivost definisanu granicom detekcije od 2.974M®1 ng/g za dve grupe alkaloida, redom.

4.7. Odradivanje tropanskih i glikoalkaloida u uzorcima sa trzista

Koristeti optimizovani metod HPLC-MS/MS analizirani su séduzorci sa trzista:
Zitarice, stona hrana, proizvodi na bazi Zitaricated povike. Rezultati (n=3) su pokazali da
je stana hrana kori&na za ishranu svinja i peradi bila najviSe kontarana sa atropinom
(srednja vrednost + SD, 12.7+0.7 i 6.8+0.2 ng/dom), skopolaminom (12.1+1.1 i 2.5+0.2
ng/g, redom)g-solaninom (6.1+0.5 i 3.6+0.7 ng/g, redom)-kakoninom (21.7+1.51 9.6+0.8
ng/g, redom). U stmoj hrani korigenoj za ishranu krava i &&va detektovani su atropin
(6.5+0.6 i 2.8+0.2 ng/g, redom) i skopolamin (9.8£08.9+£0.9 ng/g, redom). Dok u hrani
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koris&¢enoj za ishranu konja i divljin Zivotinja alkaloidiisu detektovani. Na Slici 32 je

prikazan MRM hromatogram prirodno kontaminirang&g&hrane namenjene ishrani svinja.
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Slika 32. MRM hromatogram prirodno kontaminiranarte namenjene ishrani svinja: atropin
(12.7 ng/g), a-solanin (6.1 ng/g)p-kakonin (21.7 ng/g), skopolamin-qIS) (40 ng/g) i
skopolamin (12.1 ng/g) (2 produkt jona svakog ddialida — od vrha ka dnu)

Analizirani uzorci hrane su obuhvatili prizvode bazi Zitarica (braSno od meSanih
zitarica, kukuruzno brasno, biskvit i krekeri) uikea se moglo &ekivati prisustvo tropanskih
I glikoalkaloida. Meutim alkaloidi nisu detektovani u ovim proizvodimeao ni u
analiziranim kulturama (pSenica, raz, kukuruz, larsoja). U krompirovom¢ipsu su
detektovanti-solanin (8708.9+3.5 ng/gyikakonin (9047.9+3.5 ng/g).

Za glikoalkaloide je karakterigtho da su veoma stabilne supstance i da procesi®bra
hrane (p&enje, kuhanje i przenje) ne &ii na njihovu razgradnju (Friedman, 20@4arc-
Gaji¢, 2011). Na sadrzaj glikoalkaloida u biljkama, osimo® povéanje njihove koncentracije,
mogu uticati spoljasnji faktori kao Sto su 8ewa svetlost, radijacija, mehaka ostéenja i

skladistenje (Friedman, 2004). &fea radova objavljenih do sada sadrzi informacije o
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glikoalkaloidima @-solanin ia-kakonin) proizvedenim od strane biljka kao Stoksompir i
patlidzan (Bodari sar.,2000; Coxon i sar., 1979; Nikdlii Stankové¢, 2003; Roddick i
Melchers, 1985; Simonovska i Vovk, 2000). Kako gékaloidi predstavljaju jedan od
proizvoda biosinteze biljke, pretpostavilo se ikianeke druge vrste ¥a i povca mogle da
prizvedu ovu vrstu glikoalkaloida. Uzimajw obzir ovu pretpostavku analizirane su rétei
vrste v@&a i pove€a kao Sto su jabuka, kruska, avokado, mrkva, linmektarine, krastavac i
paprika.

Po prvi put u ovom radu-solanin ia-kakonin su detektovani u biljkama kao Sto su
jabuka, kruska, avokado, mrkva, krastvac i pap{@&a 33), ali u mnogo nizoj koncentraciji
u poreienju sa krompiromU Tabeli 7 se moze primetiti da je najviSa koncatija oba
glikoalkaloida registrovana u kruski a najniza adtavcu. Glikoalkaloidi nisu detektovani u
uzorcima limuna i nektarina. Sadrzaj glikoalkaloid&rompiru icipsu se nalazio u okviru
prepordenog ukupnog sadrzaja glikoalkaloida od 200 mg8igpya odvaga) (FAO/WHO,
1999).

apple
apple5gO05miclup_2 Sm (Mn, 3x4) 4: MRM of 4 Channels ES+
1004 8.74 868.4 > 98
1 1819 4.61e3
Area
o
s\ -
O T T T T T T T T T T T T 1
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apple5g05miclup_2 Sm (Mn, 3x4) 3: MRM of 4 Channels ES+
100 7.55 852.5 > 98
1 558 1.48e3
Area
L4
O— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
apple5g05miclup_2 Sm (Mn, 3x4) 2: MRM of 4 Channels ES+
100+ 6.35 307.1 > 141.1
| 2209 7.74e3
Area
- S
o] T T N T T T T T T T T T 1 Time
-0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

Slika 33. MRM hromatogram-solaninag-kakonina i scopolaminazdi uzorku jabuke
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Tabela 7. Sadrzaj glikoalkaloida u analiziranimneroa vaa i povika (izrazeno u ng/g
uzorka)

jabuke  kruSke avokadc mrkve krastava paprike patlidzar krompir

Analit Koncentracija = SD (ng/g)

a-solanin  5.9+1.2 15+2.3 6.4+2.1 9.8+3.0 1.7+0.3 0.3+x0DP56+2.2 17586.7+5.6
a-kakonin  5.840.9 14.9+2.7 5.3+1.9 9.7x2.1 n.d. 2.2+0.6 #9.2 18794.7+3.5

n.d. nije detektovan

Kako su glikoalkaloidi proizvod normalne sintezgjdia (sekundarni metaboliti koji
nastaju u toku njihovog rasta) iz familiglanacageu ovom radu je prikazano da i biljke koje
poticu iz drugih familija Cucurbitaceae, Apiaceadrosaceae, Lauracepdakaie mogu
sintetisati glikoalkaloide kao Sto sw-solanin i a-kakonin. Unosé& glikoalkaloide u
organizam kroz razne vrste éai povka (ne samo kroz krompir, paradajz i patlidzan)
pove&ava se njihova ukupna koncentracija i opasnostteth@y uticaja na zdravljgoveka.
Prepordeni bezbedni sadrzaj ukupnih glikoalkaloida od 20/kg (FAO/WHO, 1999) se
odnosi uglavnom na ukupne glikoalkaloide koji susdda detektovani u krompiru, paradajzu
I patlidzanu. Detekcijom glikoalkaloida{solanina ia-kakonina) u razéitim vrstama véa i
povréa, trebalo bi da se obrati paznja i na analizu owikta uzoraka kao i ukupnu
koncentraciju glikoalkaloida koja se dnevno unesgganizam, prvenstveno zbog toga jer se
voce i pove smatraju visoko nutritivnom hranom za koju seppratuje dnevni unos u

ve¢im kolicinama.

4.8. Apsorpcija i translokacija atropina **C u p&enici

Zitarice (pSenica, raz, kukuruz) i druge biljkejésdan) mogu biti kontaminirane sa
alkaloidima u toku zetve s obzirom na korovski k#ga biljaka koje ih proizvode. Drugi
moguwi n&in  kontaminacije alkaloidima je iz zemljiSta, njlmm apsorpcijom i
translokacijom u pojedine delove biljke. Biljke familije Solanacae proizvode radite
koli¢ine alkaloida i svi delovi bilike a posebno semédaksicni. Tako npr. jedna biljka moze
da proizvede 50 ili viSe kapsula sa 30000 ili vs&nenki. U toku zivotnog ciklusa biljke
seme se rasprSava i do 1-4 metra iz kapsule i kRonia zemljiSte. Ovo je jedan od agih
mehanizama kontaminacije zemljiSta alkaloidima. #zioom da se alkaloidi mogu éa u
drugim delovima biljke, toksikanti mogu dospeti andjiSte i na druge e kao npr.

razgradnjom pojedinih delova biljke i izivanjem supstanci iz koren@esto se ovaj rn
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prirodne kontaminacije zemljiSta sa toksikantimaasm opasnijim od kontaminacije sa
poljoprivrednim hemikalijama (npr. pesticidi). Takoprirodne kontaminacije, koncentracija
toksikanata ostaje neodena a supstance ostaju u zemljiStu godinama akrajuilise na taj
nain. Pri povéanim koncentracijama se tal@poveéava i mogdnost njihove apsorpcije od
strane biljaka koje se uzgajaju na ovako kontammm zemljistu.

Upotrebom radio-izotopskili'C tehnika mogée je odrediti kokinu **C komponente
koja se transportuje iz zemljiSta u biljku u atkBOM Vremenskom periodu. Na ovaginase
moze pratiti sudbina pojedinih tokeih supstanci u zivotnoj sredini, pfemu se takde
utvrduje i n&in kontaminacije biljke u sistemu zemljiSte-biljka.

Da bi se utvrdila mogia apsorpcija alkaloida od strane biljke, izvedeaksperiment
sa atropinont“C i pSenicom. P$enica je uzgajana na zemljistu @teogm atropinont?C i
bez atropina (blank) u toku 3 meseca. Da bi sadilvsudbina atropin¥’C, analizirani su
voda, zemljiste i biljka (pojedidao svi delovi ) u odrdenim vremenskim intervalima (15,
30, 60 i 90 dana). Na bazi ul@nog ponasanja atropina u sistemu zemljiSte-biljkaze se
pretpostaviti i sudbina ostalih alkaloida koje imalicne fizicko-hemijske osobine a koje
proizvode biljke iz familije Solanacae.

Nakon uzgoja biljaka na zemljistu obégaom atropinont“C pojedini delovi biljke
(list, stabljika, seme) su analizirani poénd_SC. Zbog velike &ekivane doze radioaktivnosti
kolicina apsorbovanog atropina u korenu je pf@nata na osnovu prethodno wt®nog
odnosa teZine i ugljenik4C u korenu i ostalim delovima biljke uzgajanoj respajkovanom
zemljiStu (Tabela 8). Ovakav &a prora&una je omogéio smanjivanje greSke usled
intenzivnije adsorpcije atropif&C u odnosu na njegd¥C izotop.

Pri pror&unu koline radioaktivne supstance u korenu k&gt je sled& formula:

k atropin 14C u korenu— k atropin 14C u ostatku radioaktivne biljk& CK/CO x TK/TO (4)

gde su:

k- koli¢cina adsorbovane supstance (%)
CK- koli¢ina ugljenika u korenu (%)

CO- kolicina ugljenika u ostatku biljke (%)
TK- tezina korena (g)

TO- teZina ostataka biljke ()
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Moze se primetiti da je kdiina ugljenika bila ista u korenu i ostatku biljkedfos
oko 1) dok je teZina korena bila oko 10 puta mamjastatka biljke. Ugljenik’C je odreten
pomaiu EA-IRMS a tipEan hromatogram ugljenika je prikazan na Slici 34.

Tabela 8. Odnos ugljeniK&C (CK) i tezine (TK) korena i uglienik&C (CO) i teZine (TO)
ostatka pSenice odten pomdéu EA-IRMS u razkim vremenskim periodima Zivotnog
ciklusa biljke.

Odnos
Dani CK/ICO TK/TO
15 0.998 0.103
30 1.003 0.087
60 0.938 0.092
90 0.913 0.090

i, 461012026
0.024
n.o22

0.0z
0.8
0.ome
0.4
nmz

0.m
0.008
0.008
0.004
0.002

N\

e

230 460 50 520 1150 1380 1610 1840 2070 2300
Scan

Slika 34. Hromatogram ugljenikdC dobijen analizom standarda (prvi pik) i uzorka
(drugi pik) pom@u EA-IRMS

Utvrdivanje n&ina translokacije tok&ne supstance i raspodele u pojedinim delovima
biljke je izvedeno uzorkovanjem biljke u razlim vremenskim periodima. Mlada biljka
uzgajana na zemljiStu spajkovanom nizim (13676 dpremljiSta) nivoom koncentracije je
apsorbovala 4.3% a viSim (37203 dpm/g zemljistdB% posmatrano u odnosu na ukupnu
koli¢inu supstance dodate u zemljiSte nagbku eksperimenta. Dalje paanje koncentracije

supstance u zemljiStu nije uticalo na péeu apsorpciju supstance od strane biljke
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(Diajagram 2) Sto se moglo objasniti cpegibh&u metabolizma biljke i mogmo&u pSenice
da apsorbuje atropifC do odréene koncentracije. Analiza pojediméh delova p3enice je
potvrdila translokaciju atropindC u listove, stabljiku i seme. Ukupna radioaktivinmssutna

u biljci se smanjivala tokom vremena i na krajupekgmenta je iznosila 0.38 % (list 0.29 %,
stabljika 0.048 %, koren 0.034 % i seme 0.012 %izaspajkovani nivo i 0.21 % (list 0.16
%, stabljika 0.031 %, koren 0.019 % i seme 0.006z%b)iSi spajkovani nivo. Sa rastom
biljke apsorbovana koncentracija se smanjivaladugleve&anja biomase biljke. Mitim

takade je mogude da se apsorbovana supstanca metabolizovalaaoe $tiljke.

4.5
4 -
35
3 -
® 25 w15
2 m30
15 | &0
L - m90
05 dani
0 - | M -
nizak visok nizak visok nizak visok nizak visok
cela biljka listovi koren stabljika

Dijagram 2. Raspodela atropiriaC u celoj biljci i pojedinim delovima p$enice odema
pomaiu LSC nakon 15, 30, 60 i 90 dana i dva koncentrecioivoa (nizak,13676 dpm/g i
visok 37203 dpm/g zemljista)

Apsorpcija toksinih supstanci od strane biljke u velikoj meri zavi®od njihovih
hemijskih osobina (Collins i sar., 2006, 2010; lsar., 2005). 1z Tabele 9 se moZe primetiti
da je akumulacija atropina bila najviSa u listovimtoku celog eksperimenta. Nagomilavanje
atropina u delovima biljke sa &ien sadrzajem vode (u listu je koncentracija bila &8 %) se
moze objasniti njegovom dobrom rastvorljigodu vodi. Koncentracija atropina u delu biljke
sa veéim sadrzajem ugljenih hidrata, masti, proteina jidbila mnogo niza, dok je u semenu

iznosila oko 4 %.
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Tabela 9. Raspodela apsorbovanog atropi@g%) u pojedinim delovima biljke

C-Atropin
(%)

Dani  Nivo list stabljika koren seme cela biljka

nizak 90.7 9.3 100.0
15

visok 90.7 9.3 100.0

nizak 77.8 14.2 8.0 100.0
30

visok 74.7 17.3 8.0 100.0

nizak 86.9 4.7 8.4 100.0
60

visok 81.8 9.8 8.4 100.0

nizak 83.2 4.2 8.6 4.1 100.0
90

visok 83.0 4.7 8.6 3.9 100.0

Analiza uzoraka zemlji$ta je vrsena pamoLSC (ekstrahovani atropin ¢ i
bioloskog urdaja za oksidaciju (preostalivrsto-vezani atropin t¥) da bi se utvrdila
adsorpcija atropina na zemljiStu tokom vremena. ddak5 dana je ustanovljena Zama
adsorpcija radioaktivne komponenete na zemljiStypottébom optimizovanog metoda
pripreme uzoraka 40 % prisutnog atropina je biloguée ekstrahovati i odrediti pono
LSC, dok je preostalih 60 % neekstrahovane supstgiwsto-vezani atropin) oddeno
pomaiu bioloSkog urdaja za oksidaciju. Katina atropinacvrsto vezanog za zemljiSte se
poveala do 70 % nakon 60 dana i ostala stabilna da lelegperimenta.

Uzorci vode koja je poticala od ispiranja zemljiStasakupljani i analizirani nakon 30,
60 i 90 dana. Najvisa koncentracija atropirtd ©0.5 %) je detektovana nakon 30 dana, da bi

u toku vremena doslo do smanjenja ispiranja ovetanpe (Dijagram 3). Ovim je potieno
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da u realnim uslovima moZe @dalo ispiranja alkaloida iz zemljiSta i do kontamdije vode

zavisno od njihove koncentracije u zemljiStu. NgaBiamu 3 se moze primetiti da jecee

ispiranje bilo u posudama koje nisu sadrzaval&diljego u posudama sa biljkama. To moze

da bude posledica apsorpcije atiee koltine supstance od strane biljaka. Nakon 60 i 90

dana detektovana keéina atropina je bila jako niska u oba eksperim¢oka 0.02 i 0.01 %).

1.1
0.9
0.7 —¢—sa biljkama
nizak
=—sa biljkama
P o
X 05 . visok
bez biljki
nizak
03 17— —<—bez biljki
visok
0.1 +
T T M—\
-0.1 $ 20 40 & & 100

Dijagram 3. Atropin ¢ detektovan u vodi izdvojenoj iz posuda (sa i bigkip

obog&enih sa atropinom u 2 nivoa koncentracije (nizaB7B3dpm/g visok-37203

dpm/g zemljista) i odden poméu LSC
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5. ZAKLJU CAK

1. U radu su razvijeni i optimizovani postupci pripremzoraka hrane i stoe hrane, kao
I simultano odréivanje tropanskih i glikoalkaloida primenom gasnetene
hromatografije uz maseno-spektrometrijsku detekciju

2. Razvijena je i validirana HPLC-MS/MS metoda kojamseZze primeniti u analizi
uzoraka hrane i stoe hrane u cilju oddivanja tropanskih alkaloida (tropin, I-
hiosciamin, atropin, skopolamin, homatropin i ademin) i glikoalkaloida ¢-solanin
i a-kakonin).

3. Razvoj metode razdvajanja alkaloida gasnom hromaftiggm je izveden na
kapilarnoj koloni (HP-5MS Ul), uz detekciju sa kvadolnom masenom
spektrometrijom SIM tehnikom, u intervalm/z 50-550 a.m.u. Pri optimizovanim
uslovima postignuto je razdvajanje homatropinegmha i skopolamina u vremenu
od 12.75 min, dok tropin i anisodamin nisu mogti betektovani. Glikoalkaloidi nisu
mogli biti odretivani zbog njihove visoke molekulske mase i nentogsti direktnog
odretivanja gasnom hromatografijom bez upotrebe deraatonih tehnika.

4. Optimizacija uslova hromatografskog razdvajanjaalaila t€nom hromatografijom
je postignuta na hiralnoj Chirobiotic V koloni. [@&tija komponenti je izvedena sa
kvadrupolnom masenom spektrometrijom (MS/MS) u azom elektrosprej modu
(EST) kori&enjem reakcionog viSestrukog monitoring akvizacgpmooda (MRM).
Ukupno vreme trajanja analize je iznosilo 16 min.

5. U cilju skraenja vremena pripreme uzoraka ispitana je nogst primene
disperzivnecvrsto-fazne ekstrakcije, umesto ugdjno kori€enih metoda ekstrakcije
na ¢vrstim fazama u kertridz modifikaciji. Optimizovanuislovi pre&iS¢avanja
ekstrakta su podrazumevali primenu magnezijum sylfaatrijum hlorida, natrijum
citrat dihidrata i natrijum hidrogencitrat Sesthitlr i Gg sorbenta. Efikasnost
opimizovanog procesa pripreme uzoraka za pojedkaogde se kretala u intervalu
od 61-111%.

6. Optimizovana té&no-hromatografska metoda je podrazumevala brz ngsthvan
proces ekstrakcije, linearnost u relativno Sirokkamcentracionom intervalu (5-80
ng/kg, f=0.998), dobru selektivnost, robusnost i precizn@V < 5%). Granica
detekcije (LOD) za sve alkaloide je bila u opseduwor4 do 0.79 ng/g dok se granica
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7.

kvantifikacije (LOQ) kretala od 2.17 do 2.46 ng/gwm Zitaricama, izuzev za tropin
u soji i lanenom semenu (LOD = 1.551 LOQ = 4.91ghg

Granica kvantifikacije GC-MS metode odema u model rastvorima je iznosila 1
ug/ml odnosno 240 ng/g. Paenjem HPLC-MS/MS i GC-MS metoda je
ustanovljeno da je osnovni nedostatak GC-MS metodatabilnost tropanskih
alkaloida pri visokim temperaturama i visoke granikvantifikacije, kao i
nemoguénost direktnog odrdvanja glikoalkaloida. Upotrebom HPLC-MS/MS je
postignuta mnogo niZza granica kvantifikacije u i@azin analiziranim matriksima i
moguenost odrdivanja veeg broja alkaloida. Iz navedenih razloga je u analih
realnih uzoraka primenjena optimizovana HPLC-MS/iM&oda.

U cilju odreiivanja sadrzaja alkaloida u realnim uzorcima s&taz analizirani su
uzorci Zitarica, prehrambenih proizvoda na baaria, va@e, povtEe i st@éna hrane.
Alkaloidi nisu detektovani u pSenici, razi, kukuajzbraSnu od mesSanih Zitarica,
kukuruznom brasnu, biskvitu i krekerima. U krompom c¢ipsu su dektovanic-
solanin (8708.9+3.5 ng/g) a-kakonin (9047.9+3.5 ng/g). Stea hrana namenjena
ishrani svinja i peradi je sadrzala atropin (12.7405.8+0.2 ng/g, redom), skopolamin
(12.1+1.1 i 2.5+0.2 ng/g, redomy-solanin (6.1£0.5 i 3.6£0.7 ng/g, redom)ai
kakonin (21.7+1.5 i 9.6+0.8 ng/g, redom). Udtoj hrani namenjenoj ishrani krava i
z&teva detektovani su atropin (6.5+0.6 i 2.8+0.2 ngdgom) i skopolamin (9.8+0.7 |
8.91£0.9 ng/g, redom), dok u hrani nemenjenoj ishkanja i divljih zivotinja alkaloidi
nisu detektovani.

U analiziranim uzorcima @ i povka (jabuka, kruSka, avokado, mrkva, krastvac i
paprika) po prvi put u ovom radu su detektovarkagikaloidi, a-solanin ia-kakonin.
Koncentracija oba glikoalkaloida se kretala u opsed 0.3 do 15 ng/g. Sadrzaj
glikoalkaloida u krompiru icipsu (8708.9-18794.7 ng/g) se nalazio u okviru
prepordenog ukupnog sadrzaja glikoalkaloida od 200 mg/kgoya odvaga)
(FAO/WHO, 1999).

10.Upotrebom atropind'C ustanovljeno je da se komponenta apsorbuje adespsenice

i translocira u koren, listove, stabljiku i semdvitdeno je da mlada biljka (15 dana)
apsorbuje 4.30 % i 2.28 % atropif'€ za nizi (13676 dpm/g zemljista) i visi (37203
dpm/g zemljiSta) sadrzaj standarda, redom. diwdi apsorbovanog atropina se
smanjivala tokom rasta biljke. Za biljku starosti ®0 dana je ustanovljeno da

apsorbuje 0.38 % i 0.21 % atropi{& za niZi i visi sadrzaj standarda, redom.

-85 -



Univerzitet u Novom Sadu, Tehnoloski fakultet Zora Jandridoktorska disertacija

11.Poveanje koncentracije supstance u zemljiStu (obmgaje sa nizim i viSim
sadrzajem standarda) nije uticalo na @ewel apsorpciju supstance od strane biljke.
Do nagomilavanja supstance je doslo u listovima ¥83dok su nize koncentracije
zabiljeZene u korenu (8.6 %), stabljici (4.2 %girenu (4.1 %).

12.U analiziranim uzorcima vode, koja je poticala agpiianja zemljiSta oboganog
atropinom*“C, nakon 30 dana supstanca je detektovana u kaacgnbd 0.5 %.
Tokom vremena je ustanovljeno smanjenje ispiran@ supstance (0.01% nakon 90
dana). Analiza uzoraka zemljiSta nakon 30 i 60 dar@okazala zri@jne adsorpcione
osobine zemljiSta tako da je kibha ¢vrsto adsorbovanog atropina iznosila 60 % i 70
%, redom. Zaostali atropin je bio stabilan i naRé&ndana.

13.Rezultati analize uzoraka sa trziSta, kao i apsgrpc translokacija atropina iz
kontaminiranog zemljiSta uz ispiranje supstancezémljiSta u vodu, ukazuju da
tropanski i glikoalkaloidi predstavljaju moguizik za zdravlje korisnika i ukazuju na

zna&aj njihovog odrdivanja i praenja.
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