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Met6dy stanovenia steroidnfch glykoalkaloidov rajiin
JELA VALACHOVA - MILAN DRDAK

S ri h rn . Prehtadovf 6hinok podi{va zi{kladnd inforrndcie o rnoZnostiach stnnovenia steroidnfch
glykoalkaloidov (SGA) v rastlinnorn rnlterii{li s d6razorn na raj6iny. Cldnok sa orieniuje
na rnoZnosti stanovenia celkov6ho rnnoZslvir SGA klasicklrni postuprni na zdklade zrLl.acich
r koloriutetrickfch rnet6d. z chrotnatografickfch nletdd sa podrobne.jXie uvridz.a rnet6da TLC.
CLC a HPLC. Uvr{dzajd sa taktieZ pouZit6 rnct6dy ELISA a RIA. Poukazujc sa na doterajlie
lrZkosti slanovenia SGA.

Steroidn6 glykoalkaloidy (SGA) sf dlhodobo predmetorn diskusii a to
r.i-:Tri pre ich ridinky na ludskli organizmus, vyvijajfci sa plod podas
g'i,' idity a pod. Na druhej strane pritornnosd SGA v rastliniich je prirodzend
r. --3 prezitie rasrliny nevyhnutnii [l]. Ich funkcion je ochrana rastliny pred
r--rroorganizlnami. Po ich objavenf a zistenf v d6leZitlich potraviniich, ako
iL z:miaky, raj6iny a baklaZrlny, sa irn za6ala venovadstiila pozonrosf. Zistilo
;,.r- 2e ich koncentrdcia sa podas v;ivinu rastliny tnenf. Naprftlad, po oplod-
rr. sa obsah SGA v plodovorn uzle niekolkoniisobne zvfsi. Pre potravi-
r.;,;ike vyuZitie .ie najd6leZiteiKia zmena SGA v konzumnej dasti rastliny.
\::r. dozret6 plody rajdfn sf jedinou nadzernnou 6asfou, kde sa SGA v6bec
lr" 

" 
skytujf , alebo len v nepatrnlich koncentrdciach [2]. Ziikladne poznatky

r sGA srne publikovali v prcdoslej prrici [3]. Tenro prehlhdovf 6l6nok je
rr-.enrovan1y' na met6dy stanovenia sGA prrive z potreby sledovania tlichto
.li:'k v potravinov;ich suroviniich a vfrobkoch.
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Metcidy na stanovenie SCA vyclriidza.iLr z cltarakteru ich rnolekulovej
Stmktfrry. Molekuly SGA sir priestorovo objernn6, s vel'kou rnolekulovou
hrnotnostou. Sklada.i(r sa z lrydrof6brre.i i'asti - aglyk6nu, ktoryrn je alkaloid
steroidne.j povahy (SA), spo.iene.i glykozidickou vizbou s hydrofilnou sa-

charidovou zloZkotr.
Dne5rr6 analyzy kladfr d6raz na starlovenie.jednotlivfch SGA. Na tento

fr[el sa vyuZfva.jfr rra.inoviie artalyticki techniky, ako.je plynovf a kvapali-
novri chronratogrufia, RIA a ELISA Inet6dy.

Stunoveuie celkov€hcl tnnoZstva SGA

Vo v5eobecnosti sa pouZfvai(r dve rnet6dy na stanovertie celkovdhr
rlnoZstva SGA. Met6da zavedena Sanfordorn a Sirtclertorn.je kornbiniicio:
najlepiich klasickyclr postupov [41. Po extrakcii v Soxltletovorn prfstroji '*
vyvolii farebnd reakcia s chloridom autitnonitytn a koncentrovanou kysell-

nou chlorovodfkovou. Je.i zfkladrtyttt ttetiostatkolll .ie, Ze sa detegujf ie:.

45-nenasyten6 glykoalkaloidy. Ne da.jfr sa stitttovif nasyten6 SGA, zastupen:

napriklad denrissidfnonr a tonraticlfnonr a glykoalkirloidy s leptirtovou skr -

pinou, ktorii sa 
"",1f 

vyzrii2al altroltiakort-t.

Fitzpatrickova a Osn-riluova llret6da pouZfvanii rra analyzu SCIA obsahu-.

extrakciu s nretanolorn a clrlorofortt.rcllt-t a nlisledrryrn prfdavkortr vodnil:
rozt6ku siranu sodndho [51. Odpoveda.l(ci podiel hydrofilne.i fiizy obsa]r:.'

.lirce.i glykoalkaloidy sa odparf dosuclta a opitovlte rozpttsti v I ttrol.tirt:

kyseline sfrove.j na hydrolyzu. Po pridunf NaOH sa aglyk6n extraht,.:
benz6non-r. Benz6lt sa odparf a zvy5ok sa rozptlsti v bezvodotlt lnetalti':
pa kvantifikiiciu. Metanolovy roztok aglykcinu sa titrlr.ie l0 o/c fe nolt.:-

v rnetanole. Ako indikaitor sa pouZiva brornfettolovd nroilrd. Titto tttetotju..
ekonornickii..iedrroduclrf a bola (iroko potrZfvartii v r6zrtych prdcach. \1:
t6da rnii viak nfzku vyt'aZrrosd, sp6soben( na.jnli 25 %-nyrni strutartti :-
extrakcii. Fitzpatrickova a Osltrurtova ltlet6da by sa dala zdokonalit'spol'-
livou hydrolytickou technikou. PouZfvanfr kyslfr hydrolyzu tn6Ze nahr.::
dvo.jfiizovy syst6nr. Pozostiiva z attorgatticke-i k1'sle.l f 'izy,v ktore.i Sit vZt-rr:'.-

hydrolyzu.le a z orgonickej kvapalne.i fdzy. Nepoliirna organickii kvapalr: ,
slfrZi ako ochrannd friza pre nestabillti rtepolfrne aglyk6ny. Tento posi..:

rrproZriuje kvantitatfvne ziskanie SGA [-51. Kritizovanii fiiztlvii separdci. -

lrr drolyza sa dii elirninovada,j vyzrdZartirn glykoalkaloidov attroniakotn : ;. -

:r jlrZityrtr preiistenirn [61. Na tonrtr) zikllde ntet6du nrodifikoval Busltr'...
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I a Speroni a Pell Ittl. Spektrofotornetrickd stanovenie tornatidinu sa opiera

. kr,antitatfvnu extrakciu dichlornletdnolr-I, niislednri hydrolyzu a ur6enie

-.rlrdho sfarbenia roztokov vyvolart6ho sodttott solou brorntyrnolu pri vl-
- rvej dfZke 620 nrn. Met6da urnoZritlie stanovenie v koncentradnom roztne-
::: -1,1 n233,? pg tomatidiltu v I ntl [9].

Clr romatograf ic k6 rnet6d y

Tenkovrsn'ovti ('hfttnttttogrutia. TLC rnet6dy s(r vhodn6 na identifikrlciu
;--::rotlivfch glykoalkaloidov aj ich aglykcinov. Ako tenkii vrstva sa pouZiva

-xa-r61. Z rnrroZstva vysk(r5anlich syst6nrov rozpft5t'adiel pouZivan;ich
-: r vvfjanie chronlatoglarnu sa na.iviac osvedLlili zrnesi chloroforrn-metanol
:::nol) - l7o t'oztokanlolliaku a etylacetiit-pyridin-voda pre glykoalkaloidy
t::fnovdho typu [01. Nairuii dernissidfn a solanidin sa daif takto vliborne
:,:.telit'. Po vyvrjanf chronratogratnu sa na vyvolanie farebnej reakcie pou-
.. . i chlorid antirnonitf a joditf, Dragendorfovo dinidlo, alebo rnodifikova-
:c Klarkovo Einidlo (H3POq a paratbrtnaldehyd) [l l l.

Kvantifikiicia TLC nlet6d je v5eobecne zloZitii. Intenzita sfarbenia Skvfir

,- :reria denzitornetrorn, fototnetrorn a fluorescendnfrn detektororn [21.

P i t' rtovd c h ro nt a to g ruJi u . P odstatnlirni trtalui stanoven ia SC A rnet6do u

, -C je prvostupiiovii hyclrolliza a nislecln6 met6cly rozdelenia aglyk6nov a

r-r SrirfloVenie. V tejto oblasti nastal vyrazny posun. V roku 1984 bol napr.

,-..rnidfn v kravskorn mlieku po jeho uvol'neni stanovenli na sklenenej
r :.one naplnenej 3 Vo OY l7 na Chrotnosorbe WHP za vyuZitia dusiko-fos-

'::.-rvdho detektora [3a1. Vfhodarni plynovej.chrornatografie je vysokii
:.:-ivost detekcie. VKeobecne sa rn6Ze pouZif plarneriovoionizadnli detektor
llD), alebo selektivny detektor pre dusft a fosfor (NPD) [13]. Najnov5ia
. riliima GC (HRGC) ovel'a flinnei5ie separu.ie zrrres glykoalkaloidov
. ::lativne kriitkom lase I l4l. Pri pouZiti GC nretSd sa musia cel6 rnolekuly
i,lA derivatizovat'. VyuZfva sa pennetylovii reukcia s rnetyljodidorn v roz-
*:i'r dimetylsulfoxidu [5]. Metylov6 derivilty solanidinu a detnissidfnu,
:":natidenolu a tornatidinu sa za t;ichto podrnienok nedaif separovat'. Dajf
- sranovif ako rnetylestery. Zrnesi, ktor€ by rnohli obsahovat'tieto zloZky
,- rvclrolyzuif za takfch podrnienok, aby As-nenasytenil zloZka (solanidin
: :.rlnatidenol) sa kvantitativrte prcmenili na di6n (solantrdn alebo totnati-
: -,. zatial'do nasyten€ zloLky zostali treztnenend. Priatna GC sa pouZila
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na rneranie proporcie kaZde,i zloZky, od didnovych produktov sa dali cldse-

parovaf ich koreipondu.i(rce nasyteni'anal6gy. Vyhody kapil{rlej CC rne-

t6dy a vnfrtorndho Standardu urtroZrtili startoviC rtecjerivatizovand aglykSny
solanidfnu, leptinid(nu, torr.ratidinu a acetyIleptidinu [ 1 6].

Speciiilne, leu na stanovenie c-solartirtu a cr-chacotrinu plynovou chro-
rnatografiou sa vyuZ(va schopnost'tvorit'kornplex so stigrnasterolorn v rneta-

nole. Kornplex sa oddeli, znova rczloli a startovi sa voliry stignrasterol [171.

Kvupalinot'ti chrttntuto,E'ufiu. Jednii sa o artalyzu terrttolabilnych, silne

poliirnyclr, rreprchavych liitok s ttizkou teplotou viiru, preto.ie vyhodne jiie
pouZit'HPLC nret6dy. Hlavnou prekdZkou frspeine.i aplikiicie te.jto technikr,
pre analyzu glykoalkaloidov ie niiidenie vhorlne.i cietekcie a kvuntifikdcie.
pretoZe neabsorbu.i(r v UV oblasti pri 2(X) nrtt. Lert tonrrt(n a 5-tornatidenol
sa separovali beZrrou HPLC s UV detekciou I I tt l. Pre ostatn6 glykoalkaloidr
je vhodne.jii refraktornetricky detektor (RID) 119,20,21l. Tento detektor bol
frspeine pouZity na rozdelenie hydrolyzovartej zrnesi glykoaikaloidov v roz-
liinych hybridoch Solanun-r [22].

o-Solanin a cr-chaconin sa dajfr separovat'a identifikovad kol6nou pre a-

nalyzu sacharidov a rnobilnou fiizou tetrahydrofuriin-voda-acetonitril
(53:17:30). Ak sa pouZi.l(r reverzn6 fizy nu Clfi kolcine s rnobilnou fdzou

acetonitrilvoda-etartolarnin (4,5:55:0,1), Ias analyzy sa skrdti [23,24]. Na a

nalyzu soltnidirru a vSetkych.jeho zniirnych glykozidov sa daj(r pouZit'r6zne
niplriov6 kolciny a rnobiln6 fiizy. Na.jnoviie sa pouZfvajfr exu'ak[n6 kolSnr
so zakotvenou tuhou fiizou na vykorlt6 prelistenie vzoriek (Sep-Pak kol6ny't

[25]. Separiiciu a kvantifikiiciu HPLC rnet6dou opisal pre solanidin Nes

[26], pre solasonin a solarnargin Clrarn a Wilson l27l.pre solasodfn a nie-

ktor6.ieho rnono-, di- a triglykozidy Crabbe a Fryer 1281.

Okrern an,ilryzy glykoalkaloidov sa daj(r stanovii a.i ich aglykciny, alebo

sacharidov6 zloZky. HPLC rnet6dy sa na artalyzu velini poldrlych a nepo-

ldrnych aglyk6nov pre zdfhavost'starrovenia rtepouZiv.r.ifr. Vo vSeobecnosti.

UV a RI detektor pouZfvany v HPLC nie.ie citlivy na nasytend SA, ako .ie

dernissidfn, tornatidirt a solattodulcidfn [291. Vhodrty.le FID a NPD detektor
pouZfvany pre CC [30,31 ]. V poslednorn obdobf boli publikovarr6 vysledky.
ktor6 na rozdelenie SGA pouZili tzv. kysl6 koltiny (zakotveny aktivny silanol
na r6zrtych rrosiloch) [321.
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Biochernickd rnet6dy

Tak ako aj v infch oblastiach analyzy pr(rodnfch liitok 6oraz viac
-..-hidzajf uplatnenie aj pri analyze SGA biochemick6 rner6dy. Za ich
' :r nf vfhodu sa ozna6uje ich v[E5ia rjchlost', a 6o je d6leZit6, prakticky
:':f,add 6asto kornplikovanii pnprava vzoriek na vlastn6 stanovenie. Na sta-
- - 

" 
enie celkov6ho rnnoZswa glykoalkaloidov v hl'uziich zerniakov bola

:,' ;Lit6 imunornet6da ELISA [33]. RIA met6da bola vyuZitd na sranovenie
,":.rnidfnu v krvnej plazrne [34].

.\nalfza SGA je dnes kornplexnii. ZaslfiZila sa o ro aplikdcia in5tmmen-
* -rch rnetSd. Treba v5ak zd6raznit,Le neexistuje najvfhodnej5ia lnet6da
': iienovenie steroidnlich glykoalkaloidov. KaZdrl rnet6da rnd e5te zostdva-
--: probldrtry, ktor6 v5ak rnai(r vyhliadky na rie5enie. ESte stiile sa nevyvi-

- -.: Standardnii lnet6da, ktorou by sa dali univerziilne stanovif vSetky zloZky
::lresi glykoalkaloidov [35]. Zd6, stt, Ze kaZdri skupina pracovnfkov prefe-

-" ,:la v;ivin a testovanie svojich vlastn;fch rnet6d. Ak6kol'vek zdokonalenie
:::e k fdinnej5ej analyze, treba v5ak upozornif na nahromadenie probl6-

-,:". ktord sa pri torn vyskytujf .
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I)clermination methods of lomalo sleroid glycoalkaloides

Surnrnary

The swvey gives the basic intbrnration on possibilitics of steroid glycoalkaloides (SGA) dcre:-
rnination in plant rnaterial with the enrpha.sis lo lourfltocs. The paper is airned at possibilities of SG:.
total arnount deterrnination by classic processes blsed ou coagulltiou and calorirnetric lnethods, fro:
chrornatogrlphic rnethods TLC. GLC and HPLC rtre thods are rnerrtioned in rnore detail. The ELIS:.
and RIA rnethods are also rnentiorred.

lJ6


