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Metody stanovenia steroidnych glykoalkaloidov rajéin

JELA VALACHOVA - MILAN DRDAK

Sahrn. Prehladovy €linok poddva zdkladné informdcie o moZnostiach stanovenia steroidnych
glykoalkaloidov (SGA) v rastlinnom materidli s dérazom na raj¢iny. Clinok sa orientuje
na moZnosti stanovenia celkového mnoZzstva SGA klasickymi postupmi na zédklade zrazacich
a kolorimetrickych metdd, z chromatografickych metdd sa podrobnejSie uvidza metéda TLC,
GLC a HPLC. Uvidzajd sa taktieZ pouZité metédy ELISA a RIA. Poukazuje sa na doterajie
tazkosti stanovenia SGA.

Steroidné glykoalkaloidy (SGA) su dlhodobo predmetom diskusii a to
numd pre ich uCinky na ludsky organizmus, vyvijajici sa plod potas
zzvidity a pod. Na druhej strane pritomnost SGA v rastlindch je prirodzend
1 =z prezitie rastliny nevyhnutnd [1]. Ich funkciou je ochrana rastliny pred
= «roorganizmami. Po ich objavenf a zisteni v ddleZitych potravindch, ako

- zzmiaky, rajCiny a baklaZdny, sa im zaCala venovat stdla pozomost. Zistilo

. zez ich koncentricia sa po€as vyvinu rastliny meni. Napriklad, po oplod-

== sa obsah SGA v plodovom uzle niekolkondsobne zvysi. Pre potravi-

rarske vyuZitie je najdoleZitejSia zmena SGA v konzumnej Casti rastliny.

- “or dozreté plody rajcin s jedinou nadzemnou Castou, kde sa SGA vobec

w vskytuju, alebo len v nepatrnych koncentriciach [2]. Zdkladne poznatky

1 3GA sme publikovali v predoslej prdci [3]. Tento prehladovy Eldnok je

wmentovany na metddy stanovenia SGA prdve z potreby sledovania tychto
<ok v potravinovych surovindch a vyrobkoch.
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Metédy na stanovenie SGA vychddzaji z charakteru ich molekulove;j
Struktiry. Molekuly SGA si priestorovo objemné, s velkou molekulovou
hmotnostou. Skladaju sa z hydrofébnej Casti - aglykénu, ktorym je alkaloid
steroidnej povahy (SA), spojenej glykozidickou viizbou s hydrofilnou sa-
charidovou zloZkou.

Dne$né analyzy kladi doraz na stanovenie jednotlivych SGA. Na tento
acel sa vyuZzivaji najnovSie analytick€ techniky, ako je plynovd a kvapali-
novd chromatografia, RIA a ELISA metddy.

Stanovenie celkového mnozstva SGA

Vo v3eobecnosti sa pouzivaji dve metddy na stanovenie celkového
mnozstva SGA. Metdda zavedena Sanfordom a Sindenom je kombindciou
najlep8ich klasickych postupov [4]. Po extrakcii v Soxhletovom pristroji sz
vyvold farebnd reakcia s chloridom antimonitym a koncentrovanou kyseli-
nou chlorovodikovou. Jej zdkladnym nedostatkom je, ze sa deteguji len
A’-nenasytené glykoalkaloidy. Nedaji sa stanovit nasytené SGA, zastupen
napriklad demissidinom a tomatidinom a glykoalkaloidy s leptinovou sku-
pinou, ktord sa nedd vyzrdZaf amoniakom.

Fitzpatrickova a Osmanova metdéda pouzivand na analyzu SGA obsahuje
extrakciu s metanolom a chloroformom a ndslednym pridavkom vodnéhe
roztoku siranu sodného [5]. Odpovedajici podiel hydrofilnej fizy obsahu-
jiicej glykoalkaloidy sa odparf dosucha a opiitovne rozpusti v 1 mol.dm™
kyseline sirovej na hydrolyzu. Po pridani NaOH sa aglykon extrahuje
benzénom. Benzén sa odpari a zvySok sa rozpusti v bezvodom metanole
na kvantifikdciu. Metanolovy roztok aglykénu sa titruje 10 % fenolom
v metanole. Ako indikdtor sa pouziva bromfenolovd modrd. Tdto metoda je
ekonomickd, jednoduchd a bola Siroko pouzivand v réznych pricach. Me-
téda md vSak nizku vytaznost, sposobenti najmi 25 %-nymi stratami pr:
extrakcii. Fitzpatrickova a Osmanova metdda by sa dala zdokonalit spolah-
livou hydrolytickou technikou. PouZzivanu kysli hydrolyzu mdZze nahradit
dvojfidzovy systém. Pozostiva z anorganickej kyslej fizy, v ktorej sa vzorkz
hydrolyzuje a z organickej kvapalnej fizy. Nepoldrna organickd kvapalinz
slizi ako ochrannd fiza pre nestabilné nepoldrne aglykony. Tento postur
umoziiuje kvantitativne ziskanie SGA [5]. Kritizovand fizovd separicia 2
hvdrolyza sa dd eliminovat aj vyzriZzanim glykoalkaloidov amoniakom s ich
ndlezitym precistenim [6]. Na tomto zdklade metodu modifikoval Bushway




“1aSperoni a Pell [8]. Spektrofotometrické stanovenie tomatidinu sa opiera

wvantitativnu extrakciu dichlormetinom, ndslednti hydrolyzu a urCenie
—odrého sfarbenia roztokov vyvolaného sodnou sol'ou bromtymolu pri vi-
mOVe] dizke 620 nm. Metéda umoziluje stanovenie v koncentratnom rozme-
27 4,1 az 33,3 pg tomatidinu v 1 ml [9].

Chromatografické metddy

Tenkovrstvovd chromatografia. TLC metddy st vhodné na identifikdciu
-“notlivych glykoalkaloidov aj ich aglykénov. Ako tenkd vrstva sa pouziva

kagél. Z mnozstva vyskuSanych systémov rozpustadiel pouzivanych
-2 vyvijanie chromatogramu sa najviac osvedcili zmesi chloroform-metanol
=2anol) - 1 % roztok amoniaku a etylacetdt-pyridin-voda pre glykoalkaloidy
=otinového typu [10]. Najmii demissidin a solanidin sa daju takto vyborne
“delif. Po vyvijani chromatogramu sa na vyvolanie farebnej reakcie pou-
=2 chlorid antimonity a jodity, Dragendorfovo Cinidlo, alebo modifikova-
»= Klarkovo ¢inidlo (H3POg4a paratormaldehyd) [11].

Kvantifikdcia TLC metdd je vSeobecne zloZitd. Intenzita sfarbenia Skvin
. meria denzitometrom, fotometrom a fluorescencnym detektorom [12].

Plynovd chromatografia. Podstatnymi ¢rtami stanovenia SGA metédou
~LC je prvostupiiovd hydrolyza a ndsledné€ metddy rozdelenia aglykonov a
-7 stanovenie. V tejto oblasti nastal vyrazny posun. V roku 1984 bol napr.
~lanidin v kravskom mlieku po jeho uvolneni stanoveny na sklenenej
«~lone naplnenej 3 % OV 17 na Chromosorbe WHP za vyuzitia dusiko-fos-
“~rového detektora [34]. Vyhodami plynovej chromatografie je vysokd
- livost detekcie. VSeobecne sa mdze pouzit plameiiovoionizaény detektor
=1D), alebo selektivny detektor pre dusik a fostor (NPD) [13]. Najnovsia
«zoildima GC (HRGC) ovela ucinnejSie separuje zmes glykoalkaloidov

~=lativne krdtkom Case [ 14]. Pri pouziti GC metdd sa musia celé molekuly
“5A derivatizovat. Vyuziva sa permetylovd reakcia s metyljodidom v roz-
«u dimetylsulfoxidu [15]. Metylové derivity solanidinu a demissidinu,
~matidenolu a tomatidinu sa za tychto podmienok nedaji separovat. Daju
: stanovit ako metylestery. Zmesi, ktoré by mohli obsahovat tieto zlozky
: hvdrolyzujii za takych podmienok, aby A>-nenasytend zlozka (solanidin
. :omatidenol) sa kvantitativne premenili na dién (solantrén alebo tomati-
-1, zatial’ Co nasytené zlozky zostali nezmenené. Priama GC sa pouzila
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na meranie proporcie kazdej zlozky, od di€énovych produktov sa dali odse-
parovat ich koreSpondujice nasytené-analogy. Vyhody kapildmej GC me-
tédy a vnitorného Standardu umoznili stanovit nederivatizované aglykény
solanidinu, leptinidinu, tomatidinu a acetylleptidinu [16].

Specidlne, len na stanovenie o-solaninu a o-chaconinu plynovou chro-
matografiou sa vyuZiva schopnost tvorit komplex so stigmasterolom v meta-
nole. Komplex sa oddel{, znova rozloZi a stanovi sa volny stigmasterol [17].

Kvapalinovd chromatografia. Jednd sa o analyzu termolabilnych, silne
poldrnych, neprchavych litok s nizkou teplotou varu, preto je vyhodnejsie
pouzit HPLC metddy. Hlavnou prekidzkou uspeSnej aplikdcie tejto techniky
pre analyzu glykoalkaloidov je ndjdenie vhodnej detekcie a kvantifikdcie,
pretoze neabsorbuji v UV oblasti pri 200 nm. Len tomatin a 5-tomatidenol
sa separovali beznou HPLC s UV detekciou [ 18]. Pre ostatné glykoalkaloidy
je vhodnejsi refraktometricky detektor (RID) [19,20,21]. Tento detektor bol
tspesne pouzity na rozdelenie hydrolyzovanej zmesi glykoalkaloidov v roz-
licnych hybridoch Solanum [22].

o-Solanin a a-chaconin sa daja separovat a identifikovat kolénou pre a-
nalyzu sacharidov a mobilnou fdzou tetrahydrofurdn-voda-acetonitril
(53:17:30). Ak sa pouZziju reverzné tizy na C18 kolone s mobilnou fizou
acetonitrilvoda-etanolamin (45:55:0,1), Cas analyzy sa skrdti [23,24]. Na a-
nalyzu solanidinu a v8etkych jeho znimych glykozidov sa daji pouZitrozne
ndpliiové koldny a mobilné fizy. NajnovSie sa pouzivaji extrak¢né koldny
so zakotvenou tuhou fdzou na vykonné precistenie vzoriek (Sep-Pak koldny)
[25]. Separdciu a kvantifikdciu HPLC metddou opisal pre solanidin Nes
[26], pre solasonin a solamargin Cham a Wilson [27], pre solasodin a nie-
ktoré jeho mono-, di- a triglykozidy Crabbe a Fryer [28].

Okrem analyzy glykoalkaloidov sa daja stanovit aj ich aglykdny, alebo
sacharidové zlozky. HPLC metddy sa na analyzu velmi poldrnych a nepo-
larnych aglykénov pre zdihavost stanovenia nepouZivaji. Vo vieobecnosti,
UV a RI detektor pouzivany v HPLC nie je citlivy na nasytené SA, ako je
demissidin, tomatidin a solanodulcidin [29]. Vhodny je FID a NPD detektor
pouzivany pre GC [30,31]. V poslednom obdobi boli publikované vysledky.
ktoré narozdelenie SGA pouzili tzv. kyslé kolény (zakotveny aktivny silanol
na roznych nosicoch) [32].



Biochemické metddy

Tak ako aj v inych oblastiach analyzy prirodnych litok Coraz viac
“zchddzajd uplatnenie aj pri analyze SGA biochemické metddy. Za ich
*2vnl vyhodu sa oznaCuje ich viicSia rychlost, a ¢o je ddleZité, prakticky
«“padd Casto komplikovand priprava vzoriek na vlastné stanovenie. Na sta-
=ovenie celkového mnoizstva glykoalkaloidov v hluzdch zemiakov bola
»ouzitd imunometdda ELISA [33]. RIA metéda bola vyuZitd na stanovenie

olanidinu v krvnej plazme [34].

Analyza SGA je dnes komplexnd. ZasliZila sa o to aplikdcia in§trumen-

= nych metdd. Treba v3ak zdoraznit, Ze neexistuje najvyhodnejSia metéda
rz stanovenie steroidnych glykoalkaloidov. Kazdd metéda md eSte zostdva-
--= problémy, ktoré v3ak maju vyhliadky na rieSenie. Ete stdle sa nevyvi-
v~ 2 3tandardnd metoda, ktorou by sa dali univerzdlne stanovit vietky zlozky
zmesi glykoalkaloidov [35]. Zdd sa, Ze kazdd skupina pracovnikov prefe-

= alavyvin a testovanie svojich vlastnych metéd. Akékolvek zdokonalenie
=Zie k uCinnejSej analyze, treba vSak upozornif na nahromadenie problé-

mov, ktoré sa pri tom vyskytuju.
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Do redakcie doslo 3.3.1993.

Determination methods of tomato steroid glycoalkaloides

Summary

The survey gives the basic information on possibilities of steroid glycoalkaloides (SGA) dete

mination in plant material with the emphasis to tomatoes. The paper is aimed at possibilities of SG-
total amount determination by classic processes based on coagulation and calorimetric methods, fror
chromatographic methods TLC, GLC and HPLC methods are mentioned in more detail. The ELIS.
and RIA methods are also mentioned.
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