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Optimizacija postupka za izolovanje i određivanje pirolizidinskih alkaloida u 

biljnom materijalu 

IZVOD 

Pirolizidinski alkaloidi (PA) su velika grupa sekundarnih metabolita veoma 

rasprostranjenih u biljnom svetu. Više stotina PA i njihovih derivata N-oksida 

identifikovano je u preko 6000 biljaka, koje pripadaju različitim biljnim familijama. 

Mnoge biljke bogate PA koriste se u tradicionalnoj medicini u Aziji i Africi, što ih čini 

interesantnim za fitohemijska istraživanja. Sa druge strane, neki PA su veoma toksični 

za ljude i životinje. Akutno trovanje PA dovodi do oštećenja jetre, dok dugotrajna 

izloženost subletalnim dozama dovodi do kumulativnih oštećenja, ispoljavanja 

neurotoksičnih, mutagenih i karcinogenih efekata. Zbog svega ovog je naučno 

istraživanje PA značajno, pa je neophodan razvoj analitičkih metoda za određivanje 

pojedinačnih i ukupnih pirolizidinskih alkaloida u biljnom materijalu. Uprkos brojnim 

predloženim postupcima za izolovanje i prečišćavanje  pirolizidinskih alkaloida, zbog 

raznolikosti njihovih struktura i hemijskih svojstava, ni jedan od njih  nije našao široku 

primenu u praksi. Stoga je cilj ove doktorske teze optimizacija svih faza postupka za 

izolovanje pirolizidinskih alkaloida iz biljnog materijala, tako da se ova strukturno 

različita jedinjenja mogu izolovati sa maksimalnim prinosima. Kao model-sistem 

upotrebljena je biljna vrsta Rindera umbellata Bunge. Pored toga, cilj teze je i 

izolovanje pojedinačnih alkaloida iz pomenute biljne vrste, njihova karakterizacija, 

odnosno određivanje struktura.  

Izolovano je i strukturno okarakterisano šest PA (7-angeloilheliotridan, 7-

angeloilheliotridin, lindelofin, 7-angeloilrinderin, punktanecin i heliosupin, PA1 – PA6, 

redom).  

 

                     

                PA1            PA2   PA3 
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    PA4         PA5          PA6 

 

Tokom optimizacije postupka za izolovanje praćeni su prinosi svih šest 

okarakterisanih alkaloida.  Ispitani su i poređeni različiti uslovi i tehnike izolovanja PA 

iz biljnog materijala: vreme ekstrakcije maceracijom biljnog materijala u metanolu, 

efikasnost ekstrakcija metanolom, etanolom i rastvorom sumporne kiseline, ekstrakcija 

rastvorom sumporne kiseline (uticaj koncentracije i zapremine sumporne kiseline), 

različite tehnike za ekstrakciju (maceracija na sobnoj temperaturi, ultrazvučna 

ekstrakcija, ekstrakcija pomoću rotacionog miksera), vreme trajanja ekstrakcije, pH 

rastvora ekstrakcije PA u baznoj sredini metilen-hloridom, broj ponovljenih ekstrakcija 

metilen-hloridom iz alkalnog rastvora. Sadržaj i prinos pirolizidinskih alkaloida u 

izolovanim i prečišćenim smešama praćen je pomoću GC-MS/FID. Za izračunavanje 

prinosa upotrebljavan je pentakozan kao inertni standard.  

  Pri ekstrakciji PA iz osušenog, usitnjenog i homogenizovanog biljnog materijala 

maceracijom u metanolu, na sobnoj temperaturi, za svih šest praćenih pirolizidinskih 

alkaloida najveći prinosi dobijaju se posle četiri dana  maceracije.  

Efikasnost ekstrakcije svih šest PA primenom metanola, etanola i rastvora 

sumporne kiseline ispitana je maceracijom u toku četiri dana na sobnoj temperaturi i 

tamnom mestu. Prinosi alkaloida ekstrahovanih etanolom i sumpornom kiselinom nisu 

se značajno razlikovali. Ekstrakcija etanolom uključuje tri koraka pri izolovanju PA 

(maceracija, uklanjanje etanola i rastvaranje ostatka u sumpornoj kiselini), a primena 

sumporne kiseline samo jedan (što je veoma značajno za laboratorijsku praksu). Pored 

toga, ekstrakcija sumpornom kiselinom omogućava izolovanje većeg broja 

pirolizidinskih alkaloida u odnosu na ekstrakcije etanolom i metanolom. Zbog svega 

navedenog predlaže se njena upotreba za ekstrakciju PA iz biljnog materijala 

Ispitivanje koncentracije rastvora sumporne kiseline za ekstrakciju strukturno 

različitih PA iz biljnog materijala je pokazalo da je za većinu PA optimalna 

koncentracija 1 mol/L. Primenom različitih tehnika za ekstraciju PA (maceracija na 

tamnom mestu, ultrazvučna ekstrakcija, ekstrakcija pomoću rotacionog miksera) i 
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različtih vremena trajanja ekstrakcije utvrđeno je da je optimalno vreme ekstrakcije za 

svih šest praćenih alkaloida četiri dana za maceraciju biljnog materijala, tri dana za 

ultrazvučnu ekstrakciju i za ekstrakciju pomoću rotacionog miksera. Poređenjem 

prinosa svih šest alkaloida (PA1- PA6), koji su dobiveni pri optimalnim vremenima 

ekstrakcija, nađeno je da je ekstrakcija pomoću rotacionog miksera najefikasnija. 

Prinosi alkaloida dobijeni ovom tehnikom su 1,5 do 3 puta veći u odnosu na prinose 

dobivene ultrazvučnom ekstrakcijom, odnosno  3 do 20 puta veći u odnosu na 

maceraciju biljnog materijala. Kada se polazi od 1,00 g suvog, sprašenog i 

homogenizovanog biljnog materijala, za ekstrakciju pirolizidinskih alkaloida optimalno 

je upotrebiti 30 ml rastvora sumporne kiseline koncentracije 1 mol/L (uz primenu 

rotacionog miksera, u trajanju tri dana).   

Posle ekstrakcije biljnog materijala rastvorom sumporne kiseline koncentracije 

1mol/L, odvajanja kiselog ekstrakta od ostatka biljnog materijala, uklanjanja jedinjenja 

koja su nepolarnija od alkaloida metilen-hloridom, prečišćeni kiseli rastvori se 

zaalkališu i alkaloidi ekstrahuju metilen-hloridom. Optimalna pH vrednost baznog 

rastvora za izolovanje većine strukturno različitih PA sa maksimalnim prinosom je 9, a 

optimalni broj ponovljenih ekstrakcija sa 30 ml metilen-hlorida je četiri. 

Optimizovani postupak omogućava da se u svakoj fazi izolovanja za većinu 

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

lindelofin, 7-angeloilrinderin, punktanecin i heliosupin) iz  R. umbellate Bunge (model-

sistem biljnog materijala) postignu maksimalni prinosi, što je veoma važno za 

izolovanje i karakterizaciju pirolizidinskih alkaloida, za ispitivanje njihove  biološke 

aktivnosti, kao i za pripremu uzoraka biljnog materijala u cilju pouzdanog određivanja 

njihovog sadržaja. 

 

Ključne reči: pirolizidinski alkaloidi, identifikacija, izolovanje - optimizacija 

uslova, GC-MS, Rindera umellata Bunge 

Naučna oblast: Hemija 

Uža naučna oblast: Analitička hemija 

UDK broj: 543 
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Optimization of Procedure for Isolation and Determination of Pyrrolizidine 

Alkaloids from Plant Material 

ABSTRACT 

The pyrrolizidine alkaloids (PAs) are a large group of secondary metabolites, 

very widespread in the plant world. Several hundred PAs and their N-oxides have now 

been described in over than 6 000 plants, which belong to unrelated botanical families. 

Many plants reach in PAs have been used in traditional medicine in Asia and Africa, 

which makes them interesting for phytochemical research. On the other hand, some PAs 

are very toxic to humans and animals. Acute PA poisoning causes severe damage to the 

liver and long-term, sub-lethal doses may cause cumulative damage, and manifestation 

of neurotoxic, mutagenic and carcinogenic effects. Because of this the importance of 

scientific research of PAs, as well as the necessity of the development of analytical 

methods for determination of individual and total PAs in plant material is highlighted.  

Many methods for isolation and purification of PAs are proposed, but due to the 

diversity of PAs structure and chemical properties, none of them has found wide 

application in practice. Therefore, the goal of this doctoral thesis was the optimization 

of all phases of the procedure for isolation of pyrrolizidine alkaloids from plant material 

so that these structurally different compounds can be isolated with a maximum yields. 

The plant Rindera umbellata Bunge was used as a model system. In addition, the goal 

of this thesis was the isolation of individual alkaloids from the afore mentioned plant 

species, their characterization, i.e. structure determination. 

Six PAs (7-angeloyl heliotridane, 7-angeloyl heliotridine, lindelofine, 7-angeloyl 

rinderine, punctanecine and heliosupine, PA1 – PA6, respectively) were isolated and 

structurally characterized: 

 

                     

                PA1            PA2   PA3 
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    PA4         PA5            PA6 

 

During the optimization of each step of PAs isolation from plant material the 

yields of all of six characterized PAs were monitored. Different conditions and 

techniques for PAs isolation were tested and compared: the extraction time for plant 

material maceration in the methanol, the efficiency of extraction with different media 

(methanol, ethanol and sulfuric acid), the extraction with sulfuric acid (concentration 

and volume), the extraction techniques (maceration at room temperature, ultrasonic and 

overhead rotary mixer assisted extraction), the duration of the extraction, pH of PAs 

solution for alkaline extraction with methylene chloride, the number of the re-extraction 

with methylene chloride. The contents and yields of PA in isolated and purified 

mixtures were monitored by GC-MS/FID using pentacosane as the inert standard. 

When the extraction of PAs was performed by maceration of dried, powdered 

and homogenized plant material in methanol the maximal yields for all of six monitored 

alkaloids were obtained after four days of maceration. 

The efficiency of extraction of all six PAs with methanol, ethanol and sulphuric 

acid solution was investigated by maceration during four days at room temperature and 

dark place. It was found that the amounts of alkaloids extracted with ethanol and 

sulphuric acid were considerably alike. In PAs isolation the extraction with ethanol 

included three steps (maceration, removing of the ethanol and dissolution of residue in 

sulphuric acid), but with sulphuric acid only one, which is very important for laboratory 

practice. Beside that, the extraction with sulfuric acid allows the isolation of a number 

of pyrrolizidine alkaloids compared to extractions with methanol and ethanol. 

Therefore, the use of sulfuric acid for PA extraction from plant material is suggested. 

The concentration of sulfuric acid of 1 mol/L was recognized as optimal for 

extraction of the most structurally different PAs from plant material. By applying of 

various extraction techniques [maceration on dark place, an ultrasonic bath (lasted ten 

hours per day) and an overhead rotary mixer assisted extractions] and various extraction 

times it was found that the optimum extraction time for all six followed alkaloids is four 
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days for the maceration of plant material, three days for the extraction in an ultrasonic 

bath and by overhead rotary mixer. When the yields of six alkaloids (PA1- PA6), 

achieved over optimal time of extraction, are compared it was found that the extraction 

by an overhead rotary mixer is the most efficient. The yields accomplished by overhead 

rotary mixer were 1.5 to 3 times higher than those obtained by extraction in ultrasonic 

bath, i.e. 3-20 times higher comparing to maceration of plant material. When starting 

from 1.00 g of dry, powdered and homogenized plant material, it is optimal to use the 

volume of  30 ml of 1 mol/L sulfuric acid for the extraction of pyrrolizidine alkaloids 

(by overhead rotary mixer for three days). 

After the extraction of plant material with sulfuric acid solution (C=1mol/L), 

separation of the extract from the rest of plant material, and removing of the compounds 

which are more non-polar than alkaloids with methylene chloride, the purified acid 

solution were then made alkaline and alkaloids were extracted with methylene chloride. 

For the isolation of the most structurally diverse PA with maximal yields the optimal pH 

value of alkaline solution was 9, and the optimal number of the re-extraction with 30 ml 

of methylene chloride was four. 

Applying of described procedure for isolation of characterized PAs (7-angeloyl 

heliotridane, 7-angeloyl heliotridine, lindelofine, 7-angeloyl rinderine, punctanecine and 

heliosupine) from Rindera umbellate Bunge (model-sistem for plant material) under 

conditions which are underlined as optimal allows the achievement of the highest yields 

for the most PAs. That is very important for isolation and characterization of 

pyrrolizidine alkaloids, for investigation of their biological activity, but also for plant 

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

 

Keywords: Pyrrolizidine alkaloids, identification, isolation - optimization of 

pocedure, GC-MS, Rindera umellata Bunge 

 

Academic Expertise: Chemistry 

Field of Academic Expertise: Analitycal Chemistry 
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Spisak simbola i skraćenica 

 

PA    pirolizidinski alkaloidi 

PA1-PA6 oznake za izolovane PA (7-angeloilheliotridan, 7-

angeloilheliotridin, lindelofin, 7-angeloilrinderin, 

punktanecin i heliosupin, redom) 

TLC tankoslojna hromatografija (Thin Layer Chromatography) 
1H NMR   1H nukelarno magnetno rezonantna (spektroskopija) 
13C NMR   13C nukelarno magnetno rezonantna (spektroskopija) 

δH    hemijsko pomeranje u 1H NMR spektru 

δC     hemijsko pomeranje u 13C NMR spektru 

ΔδH     razlika u hemijskim pomeranjima u 1H NMR spektru 

ΔδC     razlika u hemijskim pomeranjima u 13C NMR spektru 

 [M-H]-   kvazimolekulski jon nastao gubitkom atoma vodonika 

Jx,y    konstanta sprezanja protona X i Y (u Hz) 

GC-MS/FID gasna hromatografija sa masenim i plameno-jonizujućim 

detektorom  

HPLC tečna hromatografija visokog razlaganja 

UV    ultraljubičasta spektroskopija 

RIA     Radioimuno-esej  

ELISA    Enzyme-linked immunosorbent assay 

RSD    relativna standardna devijacija 

CDCl3    deuterisani hloroform 

NADH    nikotinamid-adenin-dinukleotid 

DHP      dehidropirolizidinski derivat 

DHPA     dehidropirolizidinski alkaloid 

DNK    deoksiribonukleinska kiselina 

Cyt P450   citohrom P450  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. UVOD 
 



    Uvod 

Izolovanje, karakterizacija strukture i određivanje sadržaja pirolizidinskih 

alkaloida (PA) predstavlja značajan deo istraživanja u različitim naučnim disciplinama 

kao što su: fitohemija, farmacija, toksikologija, botanika, taksonomija, ekologija i 

entomologija.  

PA su velika grupa sekundarnih metabolita veoma rasprostranjenih u biljnom 

svetu. Oko 3 % biljaka cvetnica sadrže PA. Više stotina PA i njihovih derivata N-oksida 

identifikovano je u više od 6000 biljaka, koje pripadaju nepovezanim botaničkim 

familijama: Asteraceae, Boraginaceae, Fabaceae, Apiaceae, Convolvulaceae, 

Celestraceae, Proteaceae, Santalaceae, Sapotaceae, Ranunculaceae, Euphorbiaceae, 

Orchidaceae, Scrophulariaceae i Poaceae. Najviše su zastupljeni u biljnim vrstama iz 

familija Asteraceae (Tussilago farfara, Petasites sp., Senecio sp., Adenostyles alliariae, 

Eupatorium sp.), Boraginaceae (Symphytum sp., Borago officnalis, Anchusa officinalis, 

Cynoglosum officinale, Echium sp., Heliotropium sp., Lithospermum sp.) i Fabaceae 

(Crotalaria sp.).  

PA su veoma toksični za ljude i životinje. Brojne intoksikacije ljudi do kojih 

dolazi pri konzumaciji navedenih biljaka pripisane su PA. Oni se mogu naći kao 

kontaminanti žitarica, mleka, meda, suplemenata u ishrani, pa njihov unos može da 

dovede do velikih problema po zdravlje ljudi. Zabeležena su trovanja i životinja, 

uključujući domaće (konje, krave, ovce, piliće...), što je dovodilo do gubitaka stočnog 

fonda. Nakon unošenja hranom, pirolizidinski alkaloidi se apsorbuju u tankom crevu. 

Manji udeo alkaloida se pomoću nespecifičnih esteraza u krvi hidrolizuje do necina i 

necinskih kiselina. Necini su netoksični i ekskretuju se kao konjugati preko bubrega i 

urina. Najveći udeo alkaloida se transportuje u jetru gde se biotransformiše. U 

biotransformaciji neki PA se aktiviraju. Oko polovina ispitivanih PA ispoljava različite 

toksične efekte: genotoksičnost (dovode do kroslinkinga DNK lanaca, povezivanja 

proteina i DNK, hromozomskih aberacija, mutageneze, teratogeneze i karcinogeneze), 

neurotoksičnost,  dovode do pulmonarnih lezija, utiču na metabolizam bakra, gvožđa, 

vitamina A i E, koji se nagomilavaju u jetri. U nekim slučajevima PA ispoljavaju i 

antitumorno dejstvo.  

Zbog ispoljenih toksičnih dejstava PA na ljude i životinje, „United Nations 

Enviroment Programme“, „International Labor Organization“ i „World Health 
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Organization“ ističu značaj naučnog istraživanja PA, a „Europian Food Safety 

Authority“ neophodnost razvoja analitičkih metoda za određivanje pojedinačnih i 

ukupnih pirolizidinskih alkaloida u biljnom materijalu. Dakle, uprkos tome što su PA 

bili cilj naučnog istraživanja već mnogo godina, interes za novim analitičkim metodama 

za njihovo izolovanje, karekterizaciju i određivanje iz biljnog materijala i dalje postoji. 

Zbog različitosti u strukturi PA još uvek nije ustanovljena metoda kojom bi se svi tipovi 

alkaloida tačno, reproduktivno i brzo određivali. Najčešće primenjivane metode za 

identifikaciju i određivanje pirolizidinskih alkaloida su GC-MS i HPLC-MS, ali svaka 

od njih ima prednosti i ograničenja koja su uzrokovana različitom prirodom strukturno 

različitih alkaloida.  

Izolovanje pirolizidinskih alkaloida iz biljnog materija, sa ciljem dobivanja 

prečišćene smeše alkaloida, čiji se sadržaj dalje može određivati nekom od 

instrumentalnih metoda, ili sa ciljem izolovanja čistih alkaloida kako bi se odredila 

njihova struktura ili biološka aktivnost, je najbitniji korak. Za ekstrakciju pirolizidinskih 

alkaloida iz biljnog materijala u literaturi su upotrebljavani različiti rastvarači (metanol, 

etanol, kiselina/metanol, hloroform/metanol, voda i rastvori sumporne, hlorovodonične i 

limunske kiseline) kao i različite tehnike (maceracija, ultrazvučna ekstrakcija, Soxhlet-

ova ekstrakcija, super-kritična ekstrakcija sa ugljen-dioksidom i ekstrakcija pomoću 

rotacionog miksera). 

Cilj ovog rada je optimizacija uslova za izolovanje i određivanje pirolizidinskih 

alkaloida iz biljnog materijala. Različiti uslovi i tehnike izolovanja ispitane su i 

upoređene sa ciljem utvrđivanja postupka za izolovanje iz biljnog materijala koji bi 

omogućio dobivanje smeše PA sa maksimalnim prinosom prešićenih pirolizidinskih 

alkaloida. Utvrđeni postupak može se primenjivati za pripremu uzoraka biljnog 

materijala prilikom određivanja pirolizidinskih alkaloida GC-MS-om i HPLC-MS-om 

ili za dobivanje prečišćene smeše alkaloida, koja može biti dalje razdvajana radi 

utvrđivanja strukture i biološke aktivnosti pojedinačnih alkaloida. 

U OPŠTEM DELU ovog rada prikazana su strukturna svojstva, podela i 

biosinteza pirolizidinskih alkaloida. Posebna pažnja posvećena je toksičnosti 

pirolizidinskih alkaloida (genotoksičnosti, mutagenosti i tumorogenosti), njihovom 

metabolizmu, odnosno reakcijama biotransformacije koje dovode do bioaktivacije i 
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detoksifikacije ovih jedinjenja. Dat je pregled prisustva i rasprostranjenosti 

pirolizidiskih alkaloida u biljnim vrstama i opis biljne vrste R. umbellata Bunge sa 

kojom su optimizacije postupka rađene. Pored toga, dat je kratak pregled analitičkih 

metoda i tehnika za izolovanje, razdvajanje, određivanje i karakterizaciju pirolizidinskih 

alkaloida iz biljnog materijala. 

U delu REZULTATI I DISKUSIJA prikazani su postupci izolovanja i 

određivanja strukture pirolizidinskih alkaloida iz biljne vrste R. umbellata Bunge. 

Struktura izolovanih alkaloda je određena primenom savremenih spektrometrijskih i 

spektroskopskih metoda: masene spektrometrije i NMR spektroskopije. Prikazani su i 

upoređivani rezultati dobiveni pri optimizaciji pojedinačnih koraka izolovanja PA iz 

biljnog materijala, odnosno  rezultati dobiveni ispitivanjem različitih uslova i tehnika 

izolovanja:  

 Vreme ekstrakcije maceracijom biljnog materijala u metanolu, 

 Efikasnost ekstrakcija sa metanolom, etanolom i rastvorom sumporne 

kiseline, 

 Ekstrakcija sa sumpornom kiselinom: 

o Koncentracija i zapremina sumporne kiseline 

o Vreme i tehnike ekstrakcije: 

 Maceracija na sobnoj temperaturi, 

 Ultrazvučna ekstrakcija, 

 Ekstrakcija pomoću rotacionog miksera, 

 pH alkalne ekstrakcije PA iz vodenog rastvora sa metilen-hloridom, 

 Broj ponovljenih ekstrakcija PA sa metilen-hloridom iz alkalnog rastvora 

na pH 9. 

U EKSPERIMENTALNOM DELU dati su podaci o instrumentima, 

hemikalijama i eksperimentalnim tehnikama primenjenim tokom izolovanja 

pirolizidinskih alkaloida, podaci o biljnom materijalu, kao i spektroskopski podaci za 

izolovana jedinjenja. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. OPŠTI DEO 

 



  Opšti deo 

1.1. Struktura pirolizidinskih alkaloida 

Strukturna osnova pirolizidinskih alkaloida (PA) je pirolizidinski prsten, 

azabiciklo [3,3,0]oktan.  

N

1

2

35

6

7
8

 

Kada bicikličan sistem sadrži jednu ili više hidroksilnih grupa (aminoalkohol) 

naziva se necin ili necinska baza. 

N

OH

              N

OH

 

Uobičajene strukturne karakteristike pirolizidinskih alkaloida su: 

- C-1 supstituisan hidroksimetil-grupom,      

- C-7 supstituisan hidroksilnom grupom, 

- 1,2-dvostruka veza.  

Na osnovu stepena hidroksilovanja prstena može se razlikovati nekoliko tipova 

necinskih baza (izoretronecanol, supinidin, platinecin, hastanecin, heliotridin, 

retronecin, rozmarinecin, krotanecin) (Tabela 1). 

Postoje i alkaloidi koji ne sadrže bicikličan sistem, već N-metilovani 

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

tip alkaloida.  

N

OH
O

CH3

HO

N

OH
O

CH3

HO

N

OH
O

CH3

HO
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Tabela 1. Tipovi necinskih baza prema stepenu hidroksilovanja prstena 

Stepen hidroksilovanja Tipovi necinskih baza 

Jedna primarna alkoholna 

grupa (na C-9) 
N

CH2OH
H

N

CH2OH
H

Izoretronecanol Supinidin  

Jedna primarna (na C-9) i 

jedna sekundarna alkoholna 

grupa (na C-7) 

N

CH2OH
H

N

CH2OH
H

Platinecin Hastanecin

HO
HO

 

N

CH2OH
H

N

CH OH2
H

Heliotridin Retronecin

HO
HO

 

Jedna primarna (na C-9) i 

dve sekundarne alkoholne 

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

CH2OH
H

N

CH2OH
H

Rozmarinecin Krotanecin

HO HO

OH HO

 

  

Hidroksilne grupe necina mogu biti esterifikovane kiselinama koje se nazivaju 

necinske kiseline. Necinske kiseline obično sadrže pet do deset ugljenikovih atoma. 

Mogu biti mono- i dikarboksilne kiseline. Neke od monokarboksilnih necinskih kiselina 
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koje sadrže dva do sedam C-atoma i koje često ulaze u sastav acikličnih mono- i 

diestarskih pirolizidinskih alkaloida, date su na slici 1. 

N

O
O

O

R

O

R

BA

necinska kiselina

necin

1

2

35

6

7 8

9
1'

1"

 

 

C2 – kiseline 

                           CH3COOH, sirćetna kiselin 

C5 – kiseline 

COOH

H

H COOH

H

COOH

H

COOH

CH2OH

Senecioninska kiselina
(Sen)

Tiglična kiselina
(Tig)

Angelična kiselina
(Ang)

Saracinska kiselina
(Sar)

 

C7 – kiseline 

HO

O

HO

H OH

HO

O

HO

HO H

HO

O

HO

OH

HHO

() -Viridiflorinska kiselina () -Trahelantna kiselina Ehimidinska kiselina Laziokarpna kiselina

HO

O

HO

OH

HMeO

 

() -Viridiflorinska kiselina() -Trahelantna kiselina

HO

OH

HHOO

HO

OH

OHHO

 

 

Slika 1.  Monokarboksilne necinske kiseline koje ulaze u sastav acikličnih mono- i 

diestarskih pirolizidinskih alkaloida 
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Dikarboksilne necinske kiseline, koje sadrže osam i deset C-atoma, grade 

makrociklične estre sa 11 (slika 2) i 12 (slika 3) članova. 

 

 

C8 – kiseline 

HO2C CO2H

H

H HO

HO2C CO2H

OH

H HO

Krotalesceninska kiselinaMonokrotalinska kiselina
 

C10 – kiseline 

HO2C C 2H

OH

H

OH

HO

OHO2C CO2H

OH

H HO

HO2C CO2H

H

H HO

Globiferinska kiselinaTrihodezminska kiselinaInkaninska kiselina  

 

 

Slika 2. Dikarboksilne necinske kiseline koje grade makrociklične estre sa 11 članova 

7 

 



  Opšti deo 

HO2C

CO2H

HO

HO2C

CO2H

HO OH

Senecifilinska kiselina

Ridelinska kiselina

Senecininska kiselina

CO2H

HO

H

H

HO2C

HO2C

CO2H

HO

H

Seneciverninska kiselina

Retronecinska kiselina

HO2C

CO2H

HO

H

OH

 

HO2C

CO2H

HO

Spartoidinska kiselina

CO2H

O

OHHO2C

Erucifolinecinska kiselina

Integerinecinska kiselina

HO2C

CO2H

HO

H

OH

CO2H

HO2C

Izatinecinska kiselina

Petazinecinska kiselina

HO2C

CO2H

HO

H

O

 

Slika 3. Dikarboksilne (C10) necinske kiseline koje grade makrociklične estre sa 12 

članova 
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2.2. Podela pirolizidinskih alkaloida prema strukturi 

Prema strukturi PA se mogu svrstati u sledeće kategorije: 

1. Monoestri nastali esterifikacijom primarne alkoholne grupe necinske baze 

monokarboksilnom kiselinom (amabilin, trahelantamin): 

N

H
O

O H OH

HO

Trahelantamin

N

H
O

O HHO

HO

Amabilin  

2. Monoestri nastali esterifikacijom jedne od dve prisutne hidroksilne grupe 

necinske baze monokarboksilnom kiselinom (9-angeloilretronecin, 7-

angeloilretronecin): 

N

H CH2OHO

O

N

HHO O

O

9-Angeloilretronecin 7-Angeloilretronecin
 

3. Diestri nastali esterifikacijom obe hidroksilne grupe necinske baze 

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

Ehimidin

N

H
O

O HO H

HO
O

O

OH

7,9-Diangeloilplatinecin

N

HO

O

O

O

 

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

dikarboksilnim kiselinama. Kao što je napred navedeno, mogu da sadrže 11 
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članova (monokrotalin), 12 članova (senecionin), 13 članova (doronenin) i 14 

članova (parsonzin). 

O

N

HO

O

O

O

O

N

HO
O

O

O

H

HO

OH

ParsonzinDoronenin

SenecioninMonokrotalin

N

HO
O O

HO

H

O

N

H

O
O

O

HO

H

O

OH

 

5. Ciklični estri otonecinskog tipa, koji nastaju esterifikacijom obe hidroksilne 

grupe dikarboksilnim kiselinama. Najčešće imaju 1,2-dvostruku vezu (klivorin), 

a postoje i oni sa zasićenim prstenom (1,2-dihidrosenkirkin). 

N

O
O

O

O

Me

O

OAc

Klivorin

N

O
O

HO

H

O

O

Me

O

1,2-Dihidrosenkirkin  

Neki PA se prema strukturi ne mogu svrstati ni u jednu od navedenih grupa1,2. U 

svom sastavu mogu da sadrže više alkoholnih ili estarskih grupa u prstenu, aldehidnu 

grupu, epoksidne prstenove na različitim ugljenikovim atomima ili vezane halogene. 

Formule nekih od njih prikazane su na slici 4. 
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1-2-Epoksi-1hidroksimetil-

AleksinKlazamicin ALolin

DanaidonDanaidal

N

OH

Cl

NH

N

HHO OH

OH

OH

N

H
O

H

OH

NHMe

N

O

N

CH3O

N

CHO

8-pirolizidin

 

AbsoulinSubulacin-4-oksid

N

O

OH

H

O

N

HN

O

OMe

 

Slika 4. Strukture netipičnih pirolizidinskih alkaloida 

 

Među “neobične” strukture PA se mogu uvrstiti i makrociklični estri kod kojih 

nije esterifikovana sekundarna alkoholna grupa na položaju C-7, već na C-6. Na taj 

način se stvara prsten sa 13 članova (krotaflorin, madurenzin)3.  

N

H

O

HO
O
OH

HO
O

O

N

H

O

O

HO
O

O

OH

Krotaflorin Madurenzin  
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Neki PA se u prirodi nalaze u obliku glikozida3:  

 

OHO

OH
OH

N

O

O

O

H

OAng

Petazinozid

O

OAc
OAc

N

O

O

O

H

OAng

OAc

Petazinozid-24,25,26-triacetat  

  

 

inskih alkaloida 

2.3.1. B

m 

aldehidne grupe dobija se 1-hidroksimetil-pirolizidin, izoretronecanol i trahelantamidin. 

Daljom idroksilacijom i dehidratacijom nastaje retronecin.  

 

2.3. Biosinteza pirolizid

iosinteza necinskih baza 

Biosinteza necina (Slika 5) počinje dekarboksilacijom aminokiselina L-arginina 

i L-ornitina pri čemu nastaje putrescin. Reakciju katalizuje arginin- i ornitin-

dekarboksilaza. Dva molekula putrescina se najpre oksidativno deaminuju (u prisustvu 

NAD+), a zatim se nagrađeni imin redukuje pomoću NADH (u prisustvu 

homospermidin-sintetaze) i nastaje homospermidin. Oksidativnom deaminacijom 

homospermidina dobija se aldehid, ciklizacijom odgovarajući intermedijerni iminijum-

jon, a u intramolekulskoj Manihovoj reakciji obrazuje se drugi prsten. Redukcijo

 h
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L-Orn
ili

L-Arg

NH2

NH2

H2N
NH2

NAD

N

NH2
NH2

oksidativna 
deaminacija

CO2

 

         Putrescin                                                             NADH 

 

NH2 NH2

N

H

CHO
NH2

N

H

N

NH2

deaminacija
oksidativna formiranje 

Šifove baze

 

             Homospermidin 

N

CHO

N

CHO

N

CHO

N

H
OHRO

N

H
OH

N

H
OH

oksidativna 
deaminacija

intramolekulska
Manihova reakcija

 

   Trahelantamidin  Izoretronecanol 

 

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

retronecina, najverovatnije reakcijom hidroksilacije, oksidacijom hidroksilne grupe do 

karbonilne grupe, uz simultano cepanje C–N veze i N-metilovanje:  

 Retronecin

 

 

Slika 5. Biosinteza necinskih baza 
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H
ORRO ORRO OOH

OR

N

RO

N

Me

N

Me

 

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

biosint

ksilne kiseline sa pet ugljenikovih 

atoma i dvostrukom vezom. Najpre, oksidativnom deaminacijom treonina, nastaje keto-

kiselina, koja ulazi u dva biosintetska puta. Proizvodi jednog puta su tiglična i 

angelič a, a drugog saracinska kiselina (Slika 6).  

enecioninska, (+) i (–)-viridiflorinska, kao i (+) i (–)-trahelantna kiselina se 

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

hidroksietil-tiamin-pirofosfatom (hidroksietil-TPP).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 2.3.2. Biosinteza necinskih kiselina 

 

A

ezu necinskih kiselina. Necinske kiseline nemaju zajednički put biosinteze.  

 

U metabolizmu L-treonina nastaju monokarbo

n

 

S
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COOH

H

OH

Me

H

H2N

 

      L-treonin 
(8)

COOH

CH2OH

OH

Me

H

HO

COOH

Me

OH

Me

H

HO

COOH

OH

Me

H

O

H2O

COOHMe

Me OH

COOH

Me OH

HO

COOH

CH2OH

O

Me

H

COOH

Me

O

Me

H

COOH

Me

OH

Me

H

H

COOH

CH2OHH

OH

Me

H

COOHMe

Me H

COOHMe

H Me

COOH
HO

H Me

H2O

(9)

H2O H2O

 

          tiglična  kiselina     angelična kiselina    saracinska kiselina 

 

 

Slika 6. Biosinteza necinskih kiselina (tiglične, angelične i saracinske) iz L-treonina 
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COOH

H2N H
COOH

H Me

Me

O
H Me

Me
 

                  valin 

                                                                                       

 

COOH

HO

O

COOH

H OH

H Me

Me

COOH

OH

O

COOHH

Me

COOH

OH

Me

OHH

COOH

OH

Me

HOH

COOH

HO

Me

HHO

COOH

HO

Me

Me

OHH

 

        senecioninska k.             (+) i (–)-viridiflorinske k. 

Dikarboksilne kiseline sa 10 ugljenikovih atoma (koje učestvuju u stvaranju 

cikličnih estara) nastaju naknadnom ciklizacijom otvorenih necinskih diestara. Tako 

senecionin nastaje iz 7,9-diangeloilretronecina u reakciji sličnoj Michael-ovoj adiciji 

preko katjonskog intermedijera.  

   (+)-trahelantna k.      (-)-trahelantna k. 
 

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

(–)-trahelantne kiseline  

 

HO

O

N

H
O

O OH

N

O

H
O

O OH

O

HOO
O

N
 

7,9-diangeloilretronecin      senecionin 
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Na sličan način, preko karbo-katjonskog intermedijera, iz triangularina nastaje 

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

N

HOO
O

O

OH

N

H
O

O OH

O

OH

N

H
O

O O

HO

H

O

OH

 

  triangularin                    retrorzin 

 

 

N

HOO
O

O

N

HOO
O

O

H

HO

N

HOO
O

O

H

 

       7-senecil-9-angeloilretronecina                         doronenin 
 

2.4. T

 

oksičnost pirolizidinskih alkaloida 

PA su česti konstituenti kod nekoliko hiljada biljnih vrsta. Brojne intoksikacije 

ljudi do kojih dolazi pri konzumaciji ovih biljaka, pripisane su PA.4,5,6 U Avganistanu7 , 

Indiji8 i Tadžikistanu oko 6000 ljudi otrovano je zbog konzumacije hleba 

kontaminiranog vrstama Heliotropium i Crotalaria. Sa druge strane, mnoge biljne vrste 

bogate PA se primenjuju u tradicionalnoj medicini u Aziji i Africi (što ih čini 

interesantnim za fitohemijska istraživanja). Veoma česte su intoksikacije zbog primene 

medicinskih biljaka Senecio i Crotalaria.  Na Jamajci i susednim ostrvima, u istočnoj i 

južnoj Africi i drugim tropskim u suptropskim zemljama9 zbog kontinuirane primene 

medicinskog bilja dolazilo je do razvoja bolesti jetre (ciroze i primarnih tumora). Iako 

se ove bolesti uglavnom javljaju u zemljama u razvoju, gde je primena biljaka u 
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narodnoj medicini veoma zastupljena, i u razvijenim zemljama (USA, Nemačka) 

dolazilo je do trovanja zbog kontaminacija biljkama koje sadrže PA10,11. PA se mogu 

naći kao kontaminanti žitarica, mleka, meda, te stoga njihova upotreba može dovesti do 

velikih problema po zdravlje ljudi4,12,13,14. Od 1990. godine upotreba suplemenata u 

ishrani

gih životinja, uključujući i domaće (konje, krave, ovce, piliće...) 

biljkam

. Intoksikacija PA indukuje nedostatak ćelijskog antioksidanta vitamina E. 

Bakar 

ri puta jaču aktivnost od simfitina i simladina, koji su tiglil- i angeloil-estri 

 se znatno povećala i zabeleženo je prisustvo PA u nekim od njih15. Zbog toga je 

posebna pažnja posvećena i ovom izvoru izloženosti pirolizidinskim alkaloidima.  

Trovanja mno

a koje sadrže PA (što je dovodilo do gubitaka stočnog fonda) su takođe 

zabeležena.12,16, 17-21  

Ispitivanja aktivnosti PA iz biljaka su pokazala da oni ispoljavaju neurotoksične, 

mutagene i karcionogene efekte, da dovode do pulmonarnih lezija22-28, da utiču na 

metabolizam bakra, gvožđa, vitamina A i E, koji se nagomilavaju u jetri. U prisustvu 

PA dolazi do smanjenog vezivanja gvožđa za hemoglobin, što kao posledicu ima 

anemiju

povećava peroksidaciju lipida, što može povećati potrebe za vitaminima E i  

A29,30. 

Pirolizidinski alkaloidi se razlikuju po toksičnosti14,31, što je posledica razlika u 

njihovoj strukturi. Amino-alkoholi nisu toksični. Ciklični diestri su najtoksičniji, 

ispoljavaju akutnu toksičnost. Neciklični diestri ispoljavaju intermedijarnu toksičnost, a 

monoestri su najmanje toksični. U Tabeli 2 prikazane su LD50 vrednosti za neke PA iz 

roda Senecio, izražene u mg/kg telesne mase pacova. Razlike u toksičnosti PA na 

mušici Drosophila melanogaster, odnosno mutagenoj aktivnosti, ispoljilo je 16 

alkaloida: senkirkin > monokrotalin > senecifilin > senecionin >7-acetil-intermedin > 

heliotrin > retrorzin > 7-acetillikopsamin > simfitin > jakolin > simlandin > intermedin 

> indicin > likopsamin > indicin-N-oksid > supinin. Makrociklični diestri senkirkin i 

senecionin ispoljavaju najveću toksičnu aktivnost. Derivati senecionina, retrorzin (12-

hidroksimetil-derivat) i jakolin (hidroksi-derivat), ispoljavaju manju mutagenost od 

njega. Hidroksilacija necinske kiseline smanjuje mutageni efekat. Diestri acikličnog 

tipa, 7-acetil-intermedin i 7-acetillikopsamin, pokazuju pet do deset puta slabiju 

aktivnost od makrocikličnih estara. Sa druge strane, oni u obliku acetil-estara pokazuju 

dva do t
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analogne str

efekat.  

 

Tabela 2. LD50 vrednosti nekih PA iz Senecio vrsta (izražene u mg/kg telesne mase pacova). 

 

-7 položaj  i takođe esterifikuje. Sve ovo pokazuje 

- prisustvo najmanje jedne esterifikovane grupe i 

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

 

Alkaloidi, izvedeni iz 1-hidroksimetil-1,2-dehidropirolizidina i esterifikovani sa 

najmanje jednom razgranatom C5 karboksilnom kiselinom, ispoljavaju hepatotoksične, 

a često i pneumotoksične, karcinogene i mutagene efekte21,32,33.  Efekti se pojačavaju

kada se hidroksilna grupa uvede u C

da razlike u toksičnom efektu PA potiču od razlika u njihovoj strukturi, odnosno 

toksični efekti  PA su posledica prisustva sledećih strukturnih elemenata u alkaloidima: 

- 1,2-dvostruke veze, 

- prisustvo jedne, ili dve hidroksilne grupe vezane za pirolinski prsten preko 

jednog C-atoma,  

Biljka Aminoalkohol PA LD50 (mg/kg) 

Senecifilin 77 

Senecionin 85 

Jakobin 77 (miš) 
S. jacobaea Retronecin 

168 ka) Jakonin (žen

Senecionin 85 

S. vulgaris Retronecin Senecifilin 77 

Retrorzin 38 

Senecifilin 77 

S. langigilobus Retronecin Retrorzin 38 

Ridelin 105 iš) 
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- prisustvo razgranatog niza u kiseloj komponenti vezanoj za primarnu 

alkoholnu grupu na C-9. 

Alkaloidi N-oksidi su manje toksični. Posle oralnog unosa, dejstvom enzima 

reduktaza iz bakterijske flore redukuju se, a potom apsorbuju u tankom crevu. Za 

razliku

hemoragijskim nekrozama. Za većinu alkaloida LD50  

vredno

ćuju ćelije. Ovo se dešava sve dok ''depo'' ne bude 

ispražnjen, odnosno dok svi aktivni molekuli ne budu eliminisani kao konjugati sa 

glutationom u urinu ili žuči.  

2.4.1. Genotoksi

lazi do kroslinkinga DNK lanaca, povezivanja proteina i DNK, 

promen

 od odgovarajućih alkaloida rastvorljiviji su vodi, pa im je i farmakokinetika 

različita. 

Pirolizidinski alkaloidi, posebno oni iz roda Senecio, Crotalaria, Heliotropium i 

Amsinckia, ispoljavaju akutnu i hroničnu toksičnost. Akutna toksičnost PA se ispoljava 

kroz hepatotoksičnost sa 

sti, određene na pacovima, iznose od 34-300 mg/kg, mada se nekada približavaju 

vrednosti od 1000 mg/kg.  

Kod hroničnog trovanja dolazi do oštećenja, uglavnom, jetre, pluća i krvnih 

sudova, a u nekim slučajevima bubrega, pankreasa, gastrointestinalnog trakta, koštane 

srži i mozga33. Izloženost, u dugom periodu, dovodi do uvećanja ćelija, jedra, gubitka 

metaboličke funkcije, inhibicije mitoze, ciroze jetre i karcinoma. Prestanak funkcije 

jetre, zbog ciroze, veno-okluzivne bolesti ili atrofije, može nastupiti nekoliko meseci do 

godinu dana nakon izlaganja manjoj količini alkaloida u jednom ili više navrata. Ovo se 

objašnjava time da vezivanje pirolnih metabolita za različite nukleofile u jetri može biti 

reverzibilno i na taj način se formira ''depo elektrofila'' iz koga se aktivni molekuli 

otpuštaju s vremena na vreme i ošte

 

čnost pirolizidinskih alkaloida 

  Posle apsorpcije PA, i metaboličke aktivacije, ispoljavaju se različiti 

genotoksični efekti. Do

a sestara hromatida, hromozomskih aberacija, mutageneze, teratogeneze i 

karcinogeneze22,33-39.   

Mutagenost biljnih ekstrakata koji sadrže PA i čistih PA je ispitivana na 

različitim biološkim sistemima kao sto su Drosophila melanogaster, Salmonella 

typhimurium, E. coli, Aspergillus nidulans34,35,40 ,  kao i na leukocitima torbara i na 
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humanim leukocitima, ćelijama jetre miševa, pacova, hrčaka i goveda. Biljni ekstrakti i 

čisti PA (senecionin, integerimin, retrozin i N-oksidi, senecifilin, jakobin i senkirkin) iz 

biljnih vrsta roda Senecio ispoljavaju mutageni efekat. Heliotrin, senkirkin, retrorzin, 

senecif

izolovanih iz tri familije biljaka, pokazala su da su 

oni veoma moćni tumorogeni efektori. U tabeli 3 prikazani su rezultati ispitivanja 

efekata PA iz biljaka roda Senecio.  

 

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

ilin i ridelin,  koji ispoljavaju mutageni efakat na Salmonella typhimurium TA 

100, ispoljavaju i tumorogeni efekat na eksperimentalnim životinjama33,38.  

Ispitivanja tumorogenog efekta makrocikličnih diestara PA (retronecinskog, 

heliotridinskog i otonecinskog tipa), 

Senecio a 

PA Tip tumora Referenca 

Otonecinski tip PA 

Senkirkin 
Hemangioendotelni sarkom, 

Adenom jetre 
41 

Hidroksisenkirkin Tumor mozga 42 

Petasitenin 
Hemangioendotelni sarkom, 

Adenom jetre 
43 

Retronecinski tip PA   

Jakobin Tumor jetre 44 

Retrorsin Karcinom jetre 44-46 

Ridelin Hepatpkarcinom 46 

Senecifilin 
Hemiangioendotelni sarkom, 

Adenom jetre 
46 

Senecionin Tumor jetre 44, 47 
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2.5. B

karcinogenost) 

predme

o necina i 

necinsk

(III) tip PA (1,2-

nezasić ni PA, Slika 8) ispoljavaju najveću toksičnost i tumorogenost kod 

eksperimentalnih životinja, njihov metabolizam je najviše ispitivan.  

 

iotransformacija (metabolizam) pirolizidinskih alkaloida 

Zbog velike zastupljenosti i toksičnosti pirolizidinskih alkaloida, mehanizmi 

preko kojih oni ispoljavaju toksični efekat (genotoksičnost i posebno 

t su mnogih istraživanja. Da bi ispoljili toksične efekte PA se, kao i mnoge druge 

toksične supstance, prethodno metabolički aktiviraju (biotransformišu).  

Nakon unošenja hranom, pirolizidinski alkaloidi se apsorbuju u tankom crevu. 

Manji udeo alkaloida se pomoću nespecifičnih esteraza u krvi hidrolizuje d

ih kiselina. Necini su netoksični i ekskretuju se kao konjugati preko bubrega i 

urina. Najveći udeo alkaloida se transportuje u jetru gde se biotransformiše.  

Metabolizam i putevi metaboličke aktivacije PA su mnogo istraživani 33,38,39,48-

53. Budući da retronecinski (I), heliotridinski (II) i otonecinski 

e

N

CH2OH
HHO

N

CH2OH
HHO

                      
N

CH

CH2OHHO O

3  

                     in 

Slika 8. Necinske baze PA koje ispoljavaju najveću toksičnot 

2.5.1. Metabolizam 1,2-nezasićen lkaloida – reakcije I faze  

Metabo

ski tip PA razlikuju samo na C-7 položaju (R i 

S stereohemija) njihov metabolizam se može razmatrati zajedno. Za ova dva tipa PA 

postoje tri opšta puta biotransformacije:  

  Heliotridin       Retronecin      Otonec

 

 

ih pirolizidinskih a

biotransformacije 

lizam pirolizidinskih alkaloida retronecinskog i heliotridinskog tipa 

Kako se retronecinski i heliotridin
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1. Hidroliza estarskih funkcionalnih grupa vezanih na C-7 i C-9 položajima, pri 

čemu  se dobijaju necinske baze i necinske kiseline. Ovi proizvodi su 

netoksični i lako se ekskretuju iz organizma.  

N

HHO O

O

N

HHO OH

O

OH

 

Ako necinska kiselina koja gradi estarsku vezu sa primarnom alkoholnom 

grupom sadrži razgranat bočni niz, hidroliza nije moguća zbog sternih 

smetnji. 

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

organizma ekskretuju urinom u toku 24 h.  

3. Oksidacija u dva koraka. Prvo se odvija hidroksilovanje necinske baze na C-

3 ili C-8 položaju, uz stvaranje odgovarajućih 3- ili 8-hidroksinecinskih 

derivata. Potom sledi spontana dehidratacija do odgovarajućih 

dehidropirolizidinskih derivata (DHP, pirolni estri)38,54. 

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

odvija u mikrozomima jetre pacova (Slika  9). 

 

Metabolizam PA otonecinskog  tipa  

Zbog razlika u strukturi necinske baze otonecinskog tipa PA, u odnosu na baze 

retronecinskog i heliotridinskog tipa, u prvoj fazi reakcija njegove biotransformacije 

odvijaju se dva opšta metabolička puta51,52: 

1. Hidroliza estarskih funkcionalnih grupa, pri čemu se nastaju odgovarajuće 

necinske baze i necinske kiseline.  

2. Stvaranje odgovarajućih pirolovih estara (dehidropirolizidinskih alkaloida, 

DHPA) kroz oksidativno N-demetilovanje necinske baze (eliminacija molekula 
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formaldehida) praćeno zatvaranjem prstena i dehidratacijom. Budući da na položaju C-7 

pirolizidinski alkaloidi otonecinskog tipa imaju R apsolutnu konfiguraciju, stvoreni 

pirolovi estri imaju necinsku bazu koja je identična bazi PA retronecinskog tipa. Na 

Slici 10 prikazani su putevi I faze biotransformacije klivorina (PA otonecinskog tipa) 

kod zamoraca.  

 

OH

N

O
H

O
O

O

CH2OH

N

O
OH

O
O

N

O
H

O
O

O

CH2OH
CH2OH
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Karbinolamin

+

-OH

N

O
H

O
O

O

CH2OH

O

N

OH
H

CH2OH

N

O
O

O
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O
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O
O

O

CH2OH
CH2OH

+

H
- H+

Ridelin

Ridelin-N-oksid

Retronecin

N

O
O

O

O

CH2OH

Dehidroridelin
(pirolov estar)

N

OH CH2OH

DHP

H2O

 

 

Slika 9. Opšti putevi metabolizma ridelina (PA retroncinskog tipa) u fazi I 

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

  

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

oksida PA (resp.) katalizuje hepatični enzim citohrom P450 (Cyt P450, oksidaza 

mešovite funkcije)39,49,50,52,53,55. Pored Cyt P450, oksidaciju PA retronecinskog i 

heliotridinskog tipa do odgovarajućih N-oksida katalizuje i flavin-monooksigenaza56,57. 

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

komponenata, katalizuju mikrozomalne esteraze jetre49,50,53,56. Hidroliza može biti 

katalizovana i citosolnim karboksi-esterazama jetre33,50,55. 

 

Bioaktivacija pirolizidinskih alkaloida  

 Dehidropirolizidinski metaboliti alkaloida (DHPA, pirolovi estri), nastali u 

reakcijama I faze biotransformacije (oksidacija i oksidativna demetilacija), su reaktivniji 

od početnih (nativnih) molekula. Oni su moćni alkilujući agensi. Razlog tome je 
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konverzija reaktivnih DHPA u karbonijum jone, sa pozitivnom šaržom na C-7 necinske 

baze (Slika 11).   

N

O
H

H2C

O

R O

O

N

O
H

H2C

O

R O
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O
O
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O H2C
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R O

O
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N
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N

CH2OHNu

N

CH2-NuNu

Karbonijum-jon

Konjugacija sa 
glutationom

Stvaranje
 adukata

HidrolizaModifikovani 
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CH2OHOH

DHP

+

N

CH2OHSG

N

CH2-SGSG
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7-GSH-DHP

7,9-diGSH-DHP

 

Slika   11. Metabolički putevi dehidropirolizidinskih alkaloida (DHPA), stvorenih u 

fazi I biotransformacije različitih tipova PA. Nu: nukleofili na biološkim 

molekulima, kao što su –S-protein ili –N-DNK.  

Karbonijum-joni mogu brzo da reaguju s nukleofilnim grupama proteina (-SH i  

-NH2) i purinskih i pirimidinskih baza DNK. Monoalkilovanjem, odnosno vezivanjem 

pirolnog derivata za jedan lanac DNK stvara se adukt koji uzrokuje trajne promene u 

26 

 



  Opšti deo 

molekulu DNK. Ova modifikacija DNK može, takođe, da dovede do kroslinkinga 

između DNK lanaca, kao i proteina i DNK 33,36-38,58. Kroslinking je omogućen preko 

dve funkcionalne grupe (na C-7 i C-9 položajima) pirolovih estara 

(dehidropirolizidinskih alkaloida) i DHP metabolita (Slika 12). Promene biomolekula 

imaju za posledicu permanentno oštećenje gena i hromozoma, promenu deobe ćelija, 

razvoj kancera i čak ćelijsku smrt. 

N

RCOO CH2OCOR
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Slika 12. Povezivanje lanaca DNK preko DHP metabolita alkaloida 

 

Dakle, stvaranje pirolovih estara alkaloida (DHPA) predstavlja metaboličku 

aktivaciju PA koja je uzrok ispoljavanja njihovih toksičnih efekata (uključujući 

citotoksičnost, genotoksičnost i tumorogenost PA)33,39,55,58,59. Yang i saradnici39 su 

pokazali da ridelin indukuje stvaranje tumora u jetri upravo pokretanjem genotoksičnih 

mehanizama preko DHP adukata DNK. DHP-adukti DNK, stoga, mogu biti biomarkeri 

za PA tumorogenost.  
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U slučaju senecionina, pored tri gore opisana puta biotransformacije (i njihovih 

proizvoda), dodatno je nadjen hepatički metabolit trans-4-hidroksi-2-heksenal60. 

Pokazano je da ovaj metabolit dovodi do nekroze jetre in vivo.61 Kao i drugi alkenali, 

vezuje se za deoksiguanozin, pri  čemu nastaju adukti molekula DNK.62  Predloženo je 

da heksenal nastaje zbog lipidne peroksidacije indukovane senecioninom63, pa je stoga 

metabolizam senecionina razmatran kao bioaktivacija. Indukcija lipidne peroksidacije 

pirolizidinskim alkaloidima može biti uključena i u ispoljavanje njihove tumorogene 

aktivnosti. 

 

2.5.2. Metabolizam 1,2-nezasićenih pirolizidinskih alkaloida – reakcije II faze 

biotransformacije 

Karbonijum-joni pirolovih estara, stvoreni u I fazi biotransformacije PA, mogu 

lako da reaguju sa vodom gradeći DHP (Slika 11). Mogu da reaguju i sa drugim 

endogenim konstituentima, kao što je na primer glutation (GSH), pri čemu se stvaraju 

glutationski konjugati 7-glutationil-6,7-dihidro-1-hidroksimetil-5H-pirolizin (7-GSH-

DHP) ili 7,9-diglutationil-6,7-dihidro-1-hidroksimetil-5H-pirolizin (7,9-diGSH-DHP) 

(Slika 11). Reakcija konjugacije sa glutationom pripada reakcijama II faze 

biotransformacije i predstavlja opšti put detoksifikacije52,64,65. Može da se odvija bez i u 

prisustvu citosolnih ili mikrozomalnih glutation-S-transferaza. Derivati glutationskih 

konjugata ekskretuju se urinom.  

Reakcija hidrolize pirolizidinskih alkaloida (u prisustvu esteraza), 

karakteristična za sva tri tipa PA, kao i reakcija N-oksidacije kod PA retronecinskog i 

heliotridinskog tipa se, takođe, smatraju putevima detoksifikacije.  

 

2.5.3. Ispoljavanje toksičnog efekta 1,2-nezasićenih pirolizidinskih alkaloida kod 

različitih vrsta 

Biljke koje sadrže 1,2-nezasićene alkaloide su toksične za ljude i životinje. 

Trovanja mnogih životinja, uključujući i domaće (konje, krave, ovce, piliće...), ovim 
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prirodnim proizvodima dešavaju se širom sveta, što je već istaknuto u poglavlju 2.4. 12, 

16-21 Kao što je napred rečeno, osetljivost stoke na dejstvo PA je različito. Konji i goveda 

su najosetljiviji. Ovce su, sa druge strane, vrlo rezistentne na hepatotoksično dejstvo 

PA. One mogu da tolerišu unos S. jacobaea u količni i do sedam puta većoj od njihove 

telesne težine.  Nađene razlike mogu da budu posledica razlika u apsorpciji PA, u 

stvaranju reaktivnih pirola, u konjugaciji i ekskreciji PA i pirola. Brzina stvaranja 

reaktivnih pirola je veća kod vrsta koje su manje rezistentne na toksičnost PA. 

Administracija induktora Cyt P450 kod rezistentnih vrsta dovodi do veće sinteze ovog 

enzima i povećanja osetljivosti za ispoljavanje toksičnih efekata PA. Na osnovu 

izloženog može se zaključiti da će toksičnost PA biti određena odnosom brzine reakcije 

stvaranja pirolovih estara i brzina reakcija detoksifikacije, odnosno hidrolize, 

konjugacije sa glutationom i N-oksidacije. 

 

2.5.4. Metabolizam zasićenih pirolizidinskih alkaloida 

 Zasićeni pirolizidini i njihovi necini nisu toksični. Tako, na primer, zasićeni 

makrociklični diestri platifilin i rozmarinin podležu enzimskoj hidrolizi estarske veze na  

C-7, uz simultano stvaranje pirola u prstenu A. Za razliku od pirolovih metabolita 

nezasićenih pirolizidinskih alkaloida, koji su dehidro(B)pirolizidini i gde postoji veoma 

reaktivan konjugovan sistem, ovi metaboliti, dehidro(A)pirolizidini su stabilniji i ne 

stupaju u reakciju sa nukleofilima (Slika 13). 
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Slika  13. Metabolički put zasićenih pirolizidinskih alkaloida 
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2.6. Prisustvo i rasprostranjenost pirolizidinskih alkloida u 

       biljnim vrstama 

 

 

Pirolizidinski alkaloidi su veoma rasprostranjeni u biljnom svetu. Navedeno je 

da oko 3 % biljaka cvetnica sadrže toksične PA.66 Više stotina PA i njihovih derivata N-

oksida identifikovano je (i njihova stuktura dobro okarakterisana) u preko 6000 biljaka, 

koje pripadaju nepovezanim botaničkim familijama14,67-72: Asteraceae, Boraginaceae, 

Fabaceae, Apiaceae, Convolvulaceae, Celestraceae, Proteaceae, Santalaceae, 

Sapotaceae, Ranunculaceae, Euphorbiaceae, Orchidaceae, Scrophulariaceae i Poaceae. 

Najviše su zastupljeni u predstavnicima familija Asteraceae (Tussilago farfara, 

Petasites sp., Senecio sp., Adenostyles alliariae, Eupatorium sp.), Boraginaceae 

(Symphytum sp., Borago officnalis, Anchusa officinalis, Cynoglosum officinale, Echium 

sp., Heliotropium sp., Lithospermum sp.) i Fabaceae (Crotalaria sp.),72 a nešto manje u 

Apocynaceae i sporadično u ostalim familijama. U navedenim familijama, njihovo 

postojanje je uglavnom ograničeno na nekoliko tribusa (Tr), i rodova, kao što je 

prikazano u Tabeli 4. 

 

U familiji Asteraceae (predstavnicima tribusa Senecioneae) nađeni su 

makrociklični 12-točlani alkaloidi, od kojih se najčešće pojavljuju senecionin i 

otonecinski alkaloid senkirkin. Kao predstavnici tribusa Eupatorieae tipični su 

monoestarski derivati PA. Boraginaceae prvenstveno sintetišu PA-monoestere, kao što 

je 7- ili 9-angeloilretronecin, i diestre kao što je echimidin, a za rod Crotalaria glavni 

predstavnik PA je 11-točlani makrociklični diestar monokrotalin. 
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  Tabela 4. Nalaženje PA: pregled familija, podfamilija, tribusa i rodova  

 
Familija / 

podfamilija 
Tribus (Tr) / Rod 

Apocynaceae / 

Echitoideae (syn. 

Apocynoideae) 

(Tr) Ecdysanthereae (syn. Apocyneae) 

(Rod) Anodendron. 

(Tr) Parsonsieae 

(Rod) Parsonsia, Urechites, Fernaldia. 

(Tr) Nerieae 

(Rod) Alafia. 

Asteraceae 

(Compositae)/ 

Asteroideae 

(Tr) Arniceae 

(Rod) Arnica. 

(Tr) Eupatorieae 

(Rod) Adenostemma, Ageratum, Chromolaena,Conoclinum, Critonia 

(syn. Eupatorium), Eupatorium, Liatris, Trichogonia. 

(Tr) Senecioneae 

(Rod) Adenostyles, Brachyglottis, Cacalia,Chersodoma, Cineraria 

("syn. Senecio), Crassocephalum,Emilia, Doronicum, Erechtites, 

Farfugium, Gynura, 

(Tr) Homogyne, Jacmaia, Kleinia, Ligularia, Notonia 

(syn. Kleinia), Odontocline (syn. Senecio), Petasites, 

Senecio, Syneilesis, Tussilago, Werneria.  

Boraginaceae/  

Heliotropioideae/ 

                       

Boraginoideae 

 

 

 

 

 

 

 

(Tr) Heliotropieae 

(Rod) Heliotropium, Tournefortia (syn. Heliotropium), 

Messerschmiedia (syn. Ceballosia). 

(Tr) Cynoglosseae 

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

Macrotomia, Paracynoglossum (syn. Cynoglossum), 

Rindera, Solenanthus (syn. Cynoglossum), Paracaryum, 

Trachelanthus (syn. Lindelofia), Trichodesma. 

(Tr) Eritrichieae 

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

Mertensia, 
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Tabela 4.  Nastavak 

  (Rod) Moltkiopsis, Myosotis, Neatostema, Ulugbekia. 

(Tr) Boragineae (syn. Anchuseae), 

(Rod) Alkanna, Anchusa, Borago, Gastrocotyle (syn. Anchusa), 

Nonea (syn. Nonnea),Rindera, Symphytum. 

(Tr) Lithospermeae 

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

Lithospermum (syn. Arnebia). 

(Tr) Echieae. 

(Rod) Echium 

Ehretiaceae (Rod) Ehretia. 

Celastraceae (Rod) Bhesa 

Convolvulaceae (Rod) Ipomoea 

Fabaceae 

(Leguminosae) / 

Papilionoideae 

(syn. Faboideae) 

(Tr) Sophoreae 

(Rod) Alexa, Castanospermum. 

(Tr) Genisteae 

(Rod) Laburnum, Adenocarpus. 

(Tr) Crotalarieae 

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

Orchidaceae / 

Orchioideae 

(Tr) Epidendreae 

(Rod) Chysis, Liparis, Hammarbya (syn. Malaxis), Malaxis. 

(Tr) Vandeae 

(Rod) Doritis (syn. Phalaenopsis), Catasetum. 

Kingiella, Phalaenopsis, Trichoglottis, Vanda, Vandopsis. 

Poaceae 

(Gramineae) / 

Pooideae / 

Panicoideae 

(Tr) Poeae (syn. Festucaceae) 

(Rod) Festuca, Lolium, Schismus. 

 

(Tr) Andropogoneae 

(Rod) Thelepogon. 

Ranunculaceae (Rod) Caltha 

Rhizophoraceae (Rod) Cassipourea 

Santalaceae (Rod) Thesium 

Sapotaceae (Rod) Mimusops, Planchonella 
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2.7. Biljna vrsta Rindera umbellata Bunge 

 

 

 

 

 Slika 14. Rindera umbellata Bunge 

 

 

          Biljka Rindera umbellata pripada familiji Boraginaceae koja je 

zastupljena u Srbiji sa 17 rodova i 56 vrsta. Rod Rindera je dobio ime u čast lekara 

i botaničara A. Rindera. Može da bude dvogodišnja i višegodišnja biljka73 (slika 

14). Koren je taman, nezadebljao, osovinski; biljka monokarpna, stablo prosto, 

rebrasto, paučinasto dlakavo, 20 do 60 cm visoko, uspravno, u gornjem delu 

razgranato, sa gustim listovima. Bazalni listovi su u vreme fruktifikacije suvi, 

lancetasti ili duguljasti, 10 do 15 cm dugi, do 2 cm široki, pri osnovi suženi i 

postepeno prelaze u lisne drške, na vrhu dugo ušiljeni, rastresito paučinasto 

dlakavi. Listovi na stablu su lancetasti, gornji linearni sedeći, šiljati, ka vrhu stabla 

sve kraći. Uvojci mnogobrojni, na vrhu stabla skupljeni u složenu štitastu cvast 

(umbellata = štitasta, lat.), bez braktea. Cvetovi su savijeni naniže, na jako 

dlakavim drškama; čašica bela od vunastih dlaka, oko 10 mm duga, sa dugim 

pravostojećim okrajcima. Krunica žućkasta, 15 mm duga, sa produženim, tupim, 
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skoro pravostojećim režnjevima, čija je dužina oko 5 mm. Stubić daleko isturen iz 

krunice; ljuspe tek malo niže od ždrela, crvenkaste, izdužene, 2-3 mm visoke; 

antere izduženo linearne, pri osnovi okrugle, 6 mm duge,vrhovima malo nadvisuju 

režnjeve krunice, filamenti oko 5 mm dugi; žig vrlo mali. Orašice glatke, 14-15 

mm u prečniku, okriljene. Vrsta Rindera umbellata je opšte rasprostranjena u 

podunavskim zemljama, raste na peskovitim mestima, u Srbiji se nalazi u 

Deliblatskoj i Ramskoj peščari.  

 

 

2.8. Izolovanje i određivanje pirolizidinskih alkaloida iz  

       biljnog  materijala 

Više od 50 godina razvijaju se analitičke metode za izolovanje i određivanje 

pirolizidnskih alkaloida iz biljnog materijala. Razlozi za razvijanje analitičkih metoda 

najčešće su bili, određivanje ukupne količine alkaloida u nekom biljnom materijalu iz 

preventivnih razloga, radi očuvanje zdravlja ljudi i životinja, ili izolovane alkaloida 

kako bi se ispitala njihova aktivnost i odredile njihove strukture za potrebe farmacije, 

taksonomije, toksikologije, entomologije i ekologije. U oba slučaja postoje zajedničke 

faze u postupku koje se odnose na pripremu biljnog materijala, ekstakciju alkaloida iz 

biljnog materijala i prečišćavanje sirovog ekstrakta kako bi se dobila što čistija smeša 

alkaloida. Nakon što se dođe do prečišćene smeše alkaloida ona može biti analizirana, 

kako bi se odredio ukupni ili pojedinačni sadržaj alkaloida, ili može biti dalje 

razdvajana kako bi se izolovali čisti alkaloidi radi određivanja njihovih struktura i 

aktivnosti. 

2.8.1. Priprema uzorka biljnog materijala 

Analizirani biljni materijal može biti suv ili svež sa većim procentom vode. 

Ukoliko se radi o kvalitativnoj analizi biljnog materijala, gde je cilj analize samo 

detekcija alkaloida u biljci, može se raditi sa svežim biljnim materijalom. U tom slučaju 

biljka se može potopiti u metanol ili rastvor neke kiseline74. Za kvantitativnu analizu 
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alkaloida iz biljke, neophodno je da biljka bude osušena. Biljni materijal može biti 

osušen na više načina: stajanjem na sobnoj temperaturi75,76, pod vakumom77, grejanjem 

u sušnici78 ili sušenjem zamrzavanjem79. Sušenje grejanjem je najbrži način, ali je 

pokazano da u slučaju sušenja polena na 56 ºC dolazi do gubitka 50 % N-oksida 

cikličnih diestara80, tako da je za kvantitativnu analizu pouzdaniji sporiji način sušenja 

na sobnoj temperaturi. Bez obzira da li se radi o detekciji ili određivanju pirolizidinskih 

alkaloida, biljni materijal (suv ili svež) mora biti pre analize usitnjen i homogenizovan. 

Najbolji rezultati za usitnjavanje i homogenizaciju biljnog materijala se postižu 

korišćenjem blendera. 

2.8.2. Ekstrakcija pirolizidinskih alkaloida iz biljnog materijala 

Pirolizidinski alkaloidi su polarna bazna jedinjenja i kao takva najčešće se 

ekstrahuju potapanjem biljnog materijala u metanol ili rastvor neke kiseline 

(maceracija). Pored maceracije81, ekstrakcija metanolom može se vršiti i uz zagrevanje 

sa i bez zakišeljavanja82, potpomognuta ultrazvukom83 ili blendiranjem biljke sa 

metanolom76. Soxhlet-ova ekstrakcija metanolom je često primenjivana za izolovanje 

alkaloida iz biljnog materijala76,84,85. Međutim, utvrđeno je da prilikom Soxhlet-ovih 

ekstrakcija dolazi do velikog gubitka u prinosu pirolizidinskih alkaloida88. Metanol 

može biti zakišeljen sa vinskom86 ili limunskom87 kiselinom, ili pomešan sa 

hloroformom77. Najbolji prinosi, za izolovanje alkaloida iz biljnog materijala sa 

razblaženim kiselinama, postignuti su sa sumpornom83,89,90 i hlorovodoničnom91 

kiselinom. Pri ekstrakciji hlorovodoničnom kiselinom dolazi do reakcije sa alkaloidima 

koji u svojoj strukturi imaju epoksidnu grupu77. Do istog problema dolazi pri 

ekstrakcijama hloroformom i smešama hloroforma i drugih rastvarača, jer hloroform 

često sadrži tragove hlorovodonične kiseline. U literaturi su zabeležene i ekstrakcije 

alkaloida etanolom75 i vodom92, kao i pokušaji ekstrakcija nepolarnim rastvaračima. 

Najveći nedostatak ekstrakcija (iz biljnog materijala, meda, mleka i jaja) nepolarnim 

rastvaračima je što se N-oksidi alkaloida jako slabo ekstrahuju93-95. Pirolizidinske 

alkaloide iz biljnog materijala moguće je ektrahovati i tečnim ugljen-dioksidom 96-102. 

Iako se ovim postupkom dobija smeša alkaloida koja ne zahteva dalje prečišćavanje, on 

nije zaživeo u rutinskoj primeni jer je skup i zahteva posebnu opremu. 
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2.8.3. Prečišćavanje početnog ekstrakta pirolizidinskih alkaloida 

Početni ekstrakti biljaka pored pirolizidinskih alkaloida sadrže i razna druga 

jedinjenja, koja mogu da ometaju dalji tok razdvajanja i analizu. Primenjuju se dva 

načina za prečišćavanje početih ekstrakata: tečno-tečna ekstrakcija i tečno-čvrsta 

ekstrakcija. Prečišćavanje tečno-tečnim ekstrakcijama se smatra klasičnim, odnosno 

tradicionalnim. Nedostaci ovog načina prečišćavanja su trošenje velike količine 

rastvarača, dugo trajanje i manja ponovljivost u ondosu na tečno-čvrste ekstrakcije. 

Nedostatak prečišćavanja početnog ekstrakta tečno-čvrstim ekstrakcijama, u odnosu na 

tečno-tečne ekstrakcije, je manji prinos izolovanih alkaloida.  

Tečno-tečne ekstrakcije 

     Tok prečišćavanja tečno-tečnim ekstrakcijama, odnosno broj koraka zavisi od 

toga da li su PA iz biljke ekstrahovani organskim rastvaračima i rastvorima kiselina. 

Ukoliko su alkaloidi ekstrahovani organskim rastvaračima, prečišćavanje ima sledeće 

faze68,69,103:   

1. Odvajanje ekstrakta od biljnog ostatka ceđenjem, 

2. Uparavanje organskog rastvarača do suvog ostatka pod sniženim pritiskom, 

3. Rastvaranje suvog ostatka u razblaženoj kiselini, najčešće sumpornoj ili 

hlorovodoničnoj, kako bi alkaloidi bili protovani (u obliku soli), odnosno bolje 

rastvorni u vodi, 

4. Odmašćivanje vodenog rastvora alkaloida, ekstrakcijom metilen-hloridom, kako 

bi se iz rastvora uklonila jedinjenja nepolarnija od alkaloida, 

5. Povišene pH vrednosti vodenog rastvora alkaloida do bazne sredine, kako bi se 

alkaloidi deprotonovali, odnosno smanjila njihova rastvorljivost u vodi, 

6. Ekstrakcija alkaloida, iz alkalonog vodenog rastvora, metilen-hloridom, do 

negativne reakcije na alkaloide, 

7. Uparavanje spojenih metilen-hloridnih ekstrakata alkaloida, pod sniženim 

pritiskon, do suvog ostatka (čiste smeše alkaloida). 

Ukoliko su alkaloidi iz biljnog materijala ekstrahovani rastvorima kiselina, 

postupak prečišćavanja se skraćuje za dve faze. Posle ceđenja se ekstrakt ne uparava, 

odnosno suvi ostatak ne rastvara u razblaženoj kiselini. 

36 

 



  Opšti deo 

Kada je cilj analize, pored izolovanja pirolizidinskih alkaloida i izolovanje N-

oksida pirolizidinskih alkaloida, nakon ekstrakcija alkalnog vodenog rastvora metilen-

hloridom, alkalni vodeni rastvor se ekstrahuje i n-butanolom do negativne reakcije na 

N-okside103. Ukoliko je cilj određivanje sadržaja N-oksida, a ne njihovo izolovanje, 

analiza se može uraditi tako da se kiseli vodeni rastvor alkaloida podeli na dve probe. 

Jedna proba se podvrgne klasičnim postupku pripreme uzorka za određivanje alkaloida, 

a u drugu probu se doda cink u prahu i izvrši redukcija N-oksida do alkaloida104. Nakon 

toga se iz razlike u sadržaju alkaloida u prvoj i drugoj probi može odrediti sadržaj N-

oksida. 

Tečno-čvrste ekstrakcije 

Za prečišćavanje početnih biljnih ekstrakata tečno-čvrstim ekstrakcijama, u 

literaturi su zabeležene primene tri tipa komercijalno pakovanih kolona: kolone sa 

inertnom dijatomejskom zemljom 15,90,106, kolone sa nepolarnim fazama C8 i C18
76,86 i 

kolone sa jakim polimernim katjonskim izmenjivačima85,86,107,108. Sa kolona napunjenih 

diatomejskom zemljom, rastvorom amonijaka su uspešno eluirani ciklični estri 

pirolizidinskih alkaloida, a necilični estri veoma loše109. Kolone pakovane nepolarnom 

fazom C8 i C18 se nisu dobro pokazale. Efikasnost (rikaveri vrednosti) alkaloida 

eluiranih sa C8 kolona  su bile male, a sa C18 kolona su zadovoljavajuće, ali je dolazilo 

do eluiranja neželjenih jedinjenja. Najbolji rezultati prečišćavanja početnih ekstrakta 

tečno-čvrstom ekstrakcijom postignuti su sa kolonama pakovanim polimernim 

katjonskim izmenjivačima,  posebno benzil- sulfonatom108. 

Prečišćavanje početnog ekstrakta tečno-čvrstim ekstrakcijama se obično 

primenjuje kod rutinskih analiza PA pomoću HPLC-a. Ukoliko se analize izvode 

pomoću GC ili neke druge metode ovako pripremljen uzorak obično nije pogodan, jer se 

pri eluiranju alkaloida sa kolone koristi amonijak ili amonijak u metanolu. Za GC i 

većinu drugih metoda pogodnije je pripremati uzorak klasičnim tečno-tečnim 

ekstrakcijama. Takođe, prilikom izolovanja alkaloida iz biljnog materijala u cilju 

njihovog daljeg razdvajanja radi određivanja strukture i aktivnosti, bolje je primenjivati 

tečno-tečne ekstrakcije. 
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2.8.4. Izolovanje čistih pirolizidinskih alkaloida iz prečišćene smeše 

Čisti alkaloidi se mogu izolovati iz smeše alkaloida na više načina: razdvajanjem 

na koloni, tankoslojnom preparativnom hromatografijom, gasnom preparativnom 

hromatografijom i HPLC-om sa preparativnom kolonom za razdvajanje. Za razdvajanje 

pirolizidinskih alkaloida na koloni najčešće se primenjuju kolone pakovane silika- 

gelom110-114 i aluminijum-oksidom115,116. Za razdvajanje diastereoizomera 

pirolizidinskih alkaloida, kolona se pakuje staklenim prahom impregniranim rastvorom 

boraksa ili alkalisanim silika-gelom.117,118   

Preparativna tankoslojana hromatografija se često primenjuje za razdvajanje 

alkaloida, a kao adsorbensi koriste se silika-gel i aluminijum-oksid. Najuspešnije 

razdvajanje se postiže kada se kao eluent upotrebi sistem rastvarača metilen-

hlorid/metanol/amonijak u odnosu 85/14/1119,120. Razdvajanje alkaloida na gravitacionoj 

koloni i pomoću tankoslojne preparativne hromatografije ograničava broj alkaloida u 

smeši121. Ukoliko je on veći od šest, vrlo je teško izolovati čiste alkaloide. U takvim 

slučajevima mnogo veća efikasnost razdvajanja se postiže pomoću preparativne GC i 

HPLC-a. Ograničenje u primeni gasnoe hromatografije je temperatura, tako da se samo 

mali broj pirolizidinskih N-oksida može razdvojiti i detektovati. Najefikasnije rešenje je 

razdvajanje smeše alkaloida preparativnim HPLC-om. Ovom tehnikom je moguće 

razdvojiti veliki broj alkaloida u smeši, bez obzira da li se radi o PA ili njihovim N-

oksidima. 

 

2.8.5. Hromatografske metode u identifikaciji i određivanju izolovanih 

          pirolizidinskih alkaloida 

 

Gasna hromatografija (GC) 

Gasna hromatografija ima veliku primenu u identifikaciji i određivanju 

izolovanih pirolizidinskih alkaloida. Identifikacija je (do pojave masenih detektora sa 

kojima je identifikacija značajno olakšana) vršena na osnovu retencionog vremena 

alkaloida u zavisnosti od tipa kolone79. Kolone koje se koriste za razdvajanje 

pirolizidinskih alkaloida mogu biti manje ili više polarne: DB1, HP5 i DB17. Kao 

detektori pri određivanju pirolizidinskih alkaloida najčešće su korišćeni FID, NPD i 
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MS. Mana gasne hromatografije je nemogućnost određivanja N-oksida pirolizidinskih 

alkaloida, koji su nestabilni na temperaturama potrebnim za njihovo isparavanje. U cilju 

postizanja boljeg razdvajanja alkaloida gasnom hromatografijom i izgleda pika, 

korišćene su različite metode za derivatizaciju pirolizidinskih alkaloida. Sililovanjem122 

alkaloida dobijaju se trimetilsilil-etri. Sililovanje nije uspešno na vicinalnim diolnim 

grupama alkaloida. Iz tog razloga derivatizacija vicinalnih diolnih grupa se vrši 

derivatima borne kiseline123,124, a alkil-borati se nakon toga sililuju. 

 

Gasna hormatografija-masena spektrometrija (GC-MS) 

Za brzu identifikaciju pirolizidinskih alkaloida najveću primenu ima GC-MS. 

Molekulska masa alkaloida, najčešće se može utvrditi samo ukoliko se koristi hemijska 

jonizacija. Hemijska jonizacija PA se najčešće izvodila metanom125,126, izobutanom127 i 

amonijakom126,128,130. Pirolizidinski alkaloidi izolovani iz iste biljke često imaju jednake 

molekulske mase, pa se njihove strukturne razlike mogu utvrditi na osnovu različitih 

fragmentacija dobijenih elektronskom jonizacijom. Identifikacija pirolizidinskih 

alkaloida je olakšana posle objavljivanja radova koji sadrže podatke o retenciomim 

vremenima alkaloida dobijenim pri korišćenju određenih kolona i hromatografskih 

uslova i njihovih fragmentacija pri elektronskoj jonizaciji79,129,131. Pored toga, u 

komercijalnim bibliotekama masenih spektara, vremenom se povećava broj masenih 

spektara pirolizidinskih alkaloida. Primenom novijih metoda, kao što su GC-MS-MS, 

GC-GC-MS i GC-TOFMS, značajno je poboljšano određivanje pirolizidinskih 

alkaloida.132 

 

Tečna hromatografija visokog razlaganja (HPLC) 

Tečna hromatografija visokog razlaganja (HPLC) je nedestruktivna metoda koja 

omogućava razdvajanja pirolizidinskih alkaloida i N-oksida u istoj analizi, pošto nema 

potrebe da se N-oksidi prethodno redukuju. Razdvajanja su vršena sa različitim 

kombinacijama stacionarnih i mobilnih faza. Kada se koristi reversna fazna kolona, 

pirolizidinski alkaloidi se eluiraju pre N-oksida sa kiselom mobilnom fazom77. Sa druge 
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strane, u baznoj mobilnoj fazi N-oksidi su polarniji od odgovarajućih neutralnih 

alkaloida i eluiraju se ranije133. Na C18 koloni postignuto je znatno bolje razdvajanje 

nego na C8, ali dobri rezultati se dobijaju samo u baznim uslovima (pH 10-11) i sa 

dužim trajanjem razdvajanja87. Sa smanjivanjem pH vrednosti i vremena trajanja 

analize, rezultati razdvajanja su lošiji. Detekcija alkaloida do pojave MS detektora 

najčešće se vršila pomoću UV detektora. Detekcija nezasićenih pirolizidinskih alkaloida 

na niskoj i nespecifičnoj talasnoj dužini (220 nm) je bila otežana, zbog čega je izbor 

eluenata bio ograničen. 

 

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

Primena masenih detektora u tečnoj hromatografiji visokog razlaganja prevazišla 

je mnoge ranije probleme u analitici pirolizidinskih alkaloida: redukciju N-oksida, 

temperature na kojima se jedinjenja raspadaju i probleme sa UV detektorom vezane za 

osetljivost i neselektivnost talasnih dužina. Azot u prstenu alkaloida se može lako 

protonovati i zato se većina određivanja PA radi u pozitivnom modu jonizacije. 

Jonizacija alkaloida i N-oksida se najčešće vrši elektron-sprej jonizacijom i hemijskom 

jonizacijom na atmosferskom pritisku. Elektron-sprej jonizacija obično zahteva kiselu 

mobilnu fazu, sa kojom je razdvajanje alkaloida lošije u odnosu na baznu mobilnu fazu. 

Hemijska jonizacija pri atmosferskom pritisku je znatno osetljivija kada se koristi bazna 

mobilna faza (pH 9-10), ali je jonizacija polarnih N-oksida znatno manja u odnosu na 

elektron-sprej jonizaciju109, 134. Glavni problem kod identifikcije alkaloida HPLC-MS 

metodama je što molekulski jon može da odgovara većem broju različitih 

pirolizidinskih alkaloida. Taj problem je delimično prevaziđen upotrebom tandemne 

masene spektrometrije i MSn spektrometrije. Glavni problem kod određivanja alkaloida 

je mali broj dostupnih komercijalnih standarda u odnosu na broj poznatih alkaloida, 

tako da se još uvek ne može reći koja je metoda, HPLC-MS ili GC-MS, bolja za 

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

Struktura pirolizidinskih alkaloida se uglavnom određuje primenom NMR 

spektroskopije. Do sada je objavljeno više revijalnih radova100-102,135 sa tabelarno 

prikazanim 1H NMR i 13C NMR podacima, što značajno olakšava utvrđivanje struktura 

izolovanih jedinjenja. Primena 2D NMR metoda olakšava utvrđivanje stereohemije 

alkaloida. Najviše podataka o strukturi nekog alkaloida dobija se iz 1H NMR spektra, 

naročito vrednosti hemijskog pomeranja protona necinske baze (C-2, C-6, C-7, C-8 ili 

C-9). Necinska baza je obično mono-oksigenovana na C-9 ili di-oksigenovana na C-7 i 

C-9, a ponekad su oksigenovani i C-2 ili C-6. Hidroksilna grupa na C-7 identifikuje se 

na osnovu signala geminalnog protona na δ ~ 4,5, a hidroksilovani C-9 se prepoznaje na 

osnovu  signala na δ ~ 3,5, koji potiče od H-9. Ukoliko su oba C atoma esterifikovana 

signali geminalnih protona se pomeraju ka nižem polju za približno 1ppm. Ako nema 

hidroksilne grupe na C-7 protoni su obično neekvivalentni i njihova pomeranja su u 

oblasti δ 1,5-2,2. O mono- ili diestrima acikličnih alkaloida ili o makrocikličnim 

diestrima zaključuje se takođe na osnovu položaja signala protona na C-7 i C-9. Protoni 

na C-9 su često neekvivalentani, posebno u makrocikličnim diestrima, a  ΔδH-9 u nekim 

slučajevima može da ukaže na veličinu makrocikličnog prstena. Kod jedanestočlanih 

7,9-diestarskih prstenova ova razlika je 0,15 -1,24 ppm, ali kod većine ispod 1,0 ppm, 

dok kod dvanaestočlanih ona iznosi 0,08 - 1,54 ppm, a kod malo više od polovine 

razmatranih jedinjenja ova vrednost je ispod 1,0 ppm. Dakle, ΔδH-9 ima dijagnostičku 

vrednost samo za 12-očlane prstenove kada se kreće između 1,25 i 1,55 ppm. Za 

trinaestočlane 7,9-diestre ne uočava se nikakav trend, dok je kod 6,9-diestara ΔδH-9 

vrednost u opsegu 1,58 - 1,65 ppm, i značajno je viša od najveće vrednosti za 12-očlani 

prsten alkaloida. Svi 14-očlani tipovi prstena imaju ΔδH-9 u opsegu od 0,75 do 0,95 

ppm. H-8 signal je pomeren ka višim vrednostima hemijskog pomeranja za N-okside, a 

izostaje kod pirolizidinskih alkaloida otonecinskog tipa. Na zasićenje baze obično 

ukazuje položaj H-2 signala: kod zasićenih baza je na δ ~ 2,0-2,5 ppm, kod nezasićenih 

na ~5,8 ppm i kod 2-hidroksi baza na ~ 4,0 ppm. Ako je C-6 hidroksilovan hemijsko 

pomeranje H-6 je ~ 4,0, a ako nije, njegov signal je obično na δ ~ 2,0. Hemijsko 

pomeranje H-6 može takođe biti preliminarni pokazatelj stereohemije necinske baze; 

kod alkaloida sa retronecinskim tipom baze multiplet protona H-6 se obično javlja na δ 

vrednosti višoj od 2,3 ppm, a kod heliotridinskog tipa na nižoj. Kod necinskih kiselina 
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su za prepoznavanje njihove strukture najkorisnija hemijska pomeranja karakteristična 

za vinilne-protone, jer protoni E i Z dvostrukih veza imaju različita hemijska pomeranja. 

Vrednosti δ za uobičajeniju Z konfiguraciju su oko 6 ppm, kao što je to slučaj kod 

angelične kiseline (δ~6,0), saracinske kiseline (~δ6,2) i kod mnogih makrocikličnih 

alkaloida (npr. retrorzin δ 5,71; senecionin δ 5,71 i senecifilin δ 5,83). Signali vinilnih 

protona kod E konfiguracije imaju hemijsko pomeranje više za 0,5 ppm ili više od onih 

kod Z konfiguracije. Tako δH kod tiglične kiseline iznosi 6,6 ppm, za izosaracinsku 6,8 

ppm, a za makrocikle kao što su integerimin i spartioidin 6,52, odnosno 6,70 ppm. 

Uopšteno, oblik signala vinilnog protona necinske kiseline (kvartet) omogućava 

njegovo razlikovanje od signala nezasićenog protona H-2 (prošireni singlet). 

 

2.8.7. Ostale metode za određivanje pirolizidinskih alkaloida 

Spektrofotometija se primenjuje za određivanje ukupnog sadržaja alkaloida. 

Najčešće primenjivani reagensi su Erlich-ov136 i metil-oranž za nezasićene 

pirolizidinske alkaloide137,138.  

Kapilarna elektoforeza se može primenjivati za određivanje ograničenog broj 

alkaloida104,139. 

Protočna injekciona analiza se primenjuje za određivanje pirolizidinskih 

alkaloida i N-oksida. Zasniva se na ispoljavanju hemoluminiscencije alkaloida nakon 

reakcije sa tris (2,2-bipiridil)rutenijumom(II) ili kalijum-permaganatom140. 

Diferencijalna pulsna polarografija se pokazala kao dobra metoda za 

određivanje alkaloida u koncentracionom opsegu od 1 do 30 ppm, ali su u literaturi 

zabeležena samo dva primera ovakvih analiza141,142.  

Imunohemijske metode određivanja imaju visoku selektivnost i veliku osetljivost 

pri kvantifikaciji određenih pirolizidinskih alkaloida. Najčešće primenjivane metode su 

RIA i ELISA143-146. 
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3.1. Aparati i hemikalije 

GC-MS analize su rađene na Agilent 7890A GC sistemu opremljenom sa 5975C 

inert XL EI/CI MSD i FID detektorom. Korišćena je kolona HP-5 MS (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA) prečnika 25 mm, dužine 30 m, i debljine filma 0.25 

µm. Uzorci su injektirani u split-less modu. Zapremina injektiranih uzoraka je bila 0,2 

µl, 1 µl i 3 µl, a temperature injektora 250 ºC. Gas nosač je helijum sa protokom 1.1 

ml/min. Temperaturni program je podešen linarno od 100-325 ºC, sa povećanjem od 10 

ºC/min, i zadržavanjem na 325 ºC u trajanju od dva minuta. Transfer linija je podešena 

na 325 ºC, a temperatura FID detektora na 300 ºC. EI maseni spektri (70 eV) su snimani 

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

 NMR spektri su snimani na spektrometrima Varian Gemini 2000 (200 MHz za 
1H i 13C), Bruker AMX 500 i Bruker Avance III 500 (500 MHz za 1H i 13C). Uzorci su 

snimani na sobnoj temperaturi i u NMR kivetama prečnika 5 mm. Kao rastvarač 

korišćen je CDCl3 i njegovi signali su korišćeni kao referentni. Hemijska pomeranja δ 

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

 Hromatografija na tankom sloju (TLC) rađena je na aluminijumskim pločama 

debljine 0,25 mm (Kieselgel 60 F254, Merck, Darmstadt, Nemačka), a preparativna TLC 

na staklenim pločama (20  20 cm) debljine 0,75 mm (Kieselgel 60 F254).  

Ultrazvučno kupatilo USK Ei Niš i rotacioni mikser, napravljen za potrebe 

laboratorije, korišćeni su tokom optimizacija postupka izolovanja PA iz biljnog 

materijala. 

 Podešavanje pH vrednosti rastvora je rađeno na uređaju PHS-38W SERIES 

(Microprocessor pH/mV meter). 

Korišćene su sledeće hemikalije: standard pentakozana Sigme (USA), sumporna 

kiselina p.a. Zorke (Šabac) i amonojak  p.a.  NRK Inžinjeringa (Beograd). Za 

ekstrakciju pirolizidinskih alkaloida iz biljnog materijala korišćeni su metanol, etanol i 

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

Biljni materijal R. umbellata Bunge sakupljen je u Deliblatskoj peščari, juna 

2011. godine. Berba je izvršena na latitudi N 44°57'58''  i longitudi E 21°1'48''. 

Herbarijumski primerak se nalazi u Herbarijumu Biološkog fakulteta u Beogradu, zaveden 

pod brojem BEOU 17070. 

Sakupljene biljke su osušene na sobnoj temperaturi tokom petnaest dana. Za 

svaki eksperiment potrebna količina biljnog materijala je usitnjena i homogenizovana 

blendiranjem.  

3.3. Izolovanje pirolizidinskih alkaloida iz biljnog materijala 

R. umbellata Bunge 

Osušeni i usitnjeni biljni materijal R. umbellata (210 g) je potopljen u 1,0 L 

metanola na sobnoj temperaturi i tamnom mestu. Nakon sedam dana metanolni ekstrakt 

je ceđenjem na Bihnerovom levku odvojen od biljnog ostatka i uparen pod sniženim 

pritiskom. Dobiveno je 22 g suvog ekstrakta, koji je rastvoren u 150 ml sumporne 

kiseline (C=1 mol/L). Kiseli rastvor alkaloida je odmašćen metilen-hloridom (2  70 

ml), nakon  čega je u rastvor dodat amonijak do pH=9. Iz alkalnog rastvora alkaloidi su 

ekstrahovani metilen-hloridom (3  100 ml). Metilen-hloridni ekstrakti su spojeni i 

upareni do suva pod sniženim pritiskom. Smeša prečišćenih alkaloida je razdvojena 

preparativnom tankoslojnom hromatografijom na silka-gelu. Sistem za eluiranje je bio 

metilen-hlorid : metanol : amonijak (9 : 1 : 0,1), a ploče su tri puta uzastopno razvijane. 

Trake alkaloida su detektovane pomoću 50 % sumporne kiseline i Dragendorff-ovog 

reagensa. Na ovaj način izolovano je šest čistih pirolizidinskih alkaloida: 7-

angeloilheliotridan (6,4 mg), 7-angeloilheliotridin (1,2 mg), lindelofin (49,0 mg), 7-

angeloilrinderin (7,8 mg), punktanecin (1,5 mg) i heliosupin (23,1 mg). Strukture 

pirolizidinskih alkaloida su utvrđene NMR spektroskopijom i masenom 

spektrometrijom. 
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3.4. Spektralni podaci izolovanih pirolizidinskih alkaloida 

7-Angeloilheliotridan 

CIMS [M+H]+ m/z 240; EIMS [M]+ m/z 239; 

13C NMR (50 MHz, CDCl3) δ: 168,5 (s, C-1”), 139,4 (d, C-3”), 127,4 (s, 2”), 74,8 (d, 

C-8), 72,6 (d, C-7), 63,2 (t, C-9), 54,3 (t, C-3), 53,8 (t, C-5), 44,5 (d, C-1), 32,7 (t, C-6), 

28,8 (t, C-2), 20,4 (q, C-5”), 15,9 (q, C-4”); 

1H NMR: (200 MHz, CDCl3) δ: 6,13 (1H, qq, J1 = 7,3 Hz, J 2= 1,4 Hz, H-3”), 5,19 (1H, 

m, H-7), 3,79 (2H, d, J = 6,9 Hz, H-9), 3,50 (1H, m, H-8), 3,24 (1H, m, H-5b), 3.06 

(1H, m, H-3b), 2,83 (1H, m, H-5a), 2,63 (1H, m, H-3a), 2,63 (1H, m, H-1), 2,00 (2H, m, 

H-6), 1,99 (3H, m, J1 = 7,2 Hz, J2 = 1,4 Hz, H-4”), 1,86 (3H, m, H-5”), 1,40 (2H, m, H-

2); 

7-Angeloilheliotridin 

CIMS [M+H]+ m/z 238; EIMS [M]+ m/z 237; 

1H NMR: (200 MHz, CDCl3) δ: 6,13 (1H, qq, J1 = 6,5 Hz, J2 = 1,4 Hz, H-3”), 5,62 (1H, 

br s, H-2), 5,12 (1H, m, C-7), 4,36 (2H, br s, H-9), 4,06, (1H, m, H-8), 3,90 (1H, m, H-

3b), 3,32 (1H, m, H-3a), 3,16 (1H, m, H-5b), 2,85 (1H, m, H-5a), 2,00 (3H, m, J1 = 7,4 

Hz, J2 = 1,4 Hz, H-4”), 1,91 (2H, m, H-6), 1,87 (3H, m, J = 1,4 Hz, H-5”); 

Lindelofin 

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

13C NMR (50 MHz ,CDCl3) δ: 174,8 (s, C-1'), 83,0 (s, C-2’), 69,1 (d, C-3’), 67,0 (d, C-

8), 64,4 (t, C-9), 55,7 (t, C-5), 53,6 (t, C-3), 39,8 (d, C-1), 32,9 (d, C-5’), 26,2 (t, C-2), 

25,8 (t, C-7), 25,7 (t, C-6), 16,9 (q, C-7’), 16,8 (q, C-6’), 16,4 (q, C-4’); 

1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ: 4,30 (2H, br d, J = 7,2 Hz, H-9), 4,09 (1H, q, J = 6,4 

Hz, H-3’), 3,66 1H, m, H-8), 3,43 (1H, m, H-3a), 2,91 (1H, m, H-5a), 2,65 (1H, m, H-

5b), 2,50 (1H, m, H-3b), 2,00 (1H, m, H-1), 1,96 (1H, m, H-5’), 1,70 (2H, m, H-2 ), 
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1,60 (2H, m, H-6), 1,53 (2H, m, H-7), 1,21(3H, d, J = 6,2 Hz, H-4’), 0,97 (3H, d, J = 

7,2 Hz, H-7’), 0,92 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-6’); 

7-Angeloilrinderin 

CIMS [M+H]+ m/z 382;  

13C NMR (50 MHz, CDCl3) δ: 175,2 (s, C-1'), 168,1 (s, C-1”), 138,9 (d, C-3”), 134,5 (s, 

C-1), 129,3 (d, C-2), 127,6 (s, 2”), 82,9 (s, 2’), 79,2 (d, C-8), 76,9 (d, C-7), 69,3 (d, C- 

3’), 62,2 (t, C-3), 62,2 (t, C-9), 54,2 (t, C-5), 32,8 (d, C-5’), 30,2 (t, C-6), 20,4 (q, C-5”), 

17,3 (q, C-4’), 17,1 (q, C-6’), 16,7 (q, C-7’), 15,8 (q, C-4”); 

1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ: 6,2 (1H, qq, J1 = 6.9 Hz, J2 = 1,4 Hz, H-3”), 5,85 (1H, 

br s, H-2), 5,17 (1H, br s, H-7), 4,95 (2H, br s, H-9), 4,09 (1H, q, J = 6,4 Hz, H-3’), 4,06 

(1H, m, H-8), 3,96 (1H, br d, H-3b), 3,36 (1H, m, H-3a), 3,20 (1H, m, H-5b), 2,86 (1H, 

m, H-5a), 2,08 (1H, m, J = 6,9 Hz, H-5’), 1,98 (3H, m, J1 = 6,9 Hz, J2 = 1,4 Hz, H-4”), 

1,92 (2H, m, H-6), 1,87 (3H, m, J = 1,4 Hz, H-5”), 1,27 (3H, d, J = 6,4 Hz, H-4’), 0,94 

(3H, d, J = 6,6 Hz, H-6’), 0,93 (3H, d, J = 6,9 Hz, H-7’); 

Punktanecin 

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

1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ: 6,10 (1H, qq, J1 = 7,9 Hz, J2 = 1,4 Hz, H-3”), 5,10 (1H, 

dd , H-7), 4,38 (2H, dd, H-9), 4,04 (1H, m, H-3’), 3,60 (1H, m, H-8), 3,22 (1H, m, H-

3b), 2,66 (1H, m, H-3a), 3,02 (1H, m, H-5b), 2,75 (1H, m, H-5a), 2,14 (1H, m, J = 6,6 

Hz, H-5’), 2,02 (2H, m, H-2), 2,00 (1H, m, H-1), 2,00 (1H, m, H-6b), 1,97 (3H, m, J1 = 

7,4 Hz, J2 = 1,4 Hz, H-4”), 1,94 (1H, m, H-6a), 1,87 (3H, m, J = 1,4 Hz, H-5”), 1,21 

(3H, d, J = 6,6 Hz, H-4’), 0,93 (3H, d, J = 6,8 Hz, H-6’), 0,92 (3H, d, J = 6,9 Hz, H-7’); 

Heliosupin 

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

13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ: 174,3 (s, C-1'), 168,1 (s, C-1”), 139,8 (s, C-1), 139,7 

(d, C-3”), 128,9 (d, C-2), 127,2 (s, 2”), 82,8 (s, 2’), 79,1 (d, C-8), 76,7 (d, C-7), 73,8 (s, 
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C-5’), 69,8 (d, C-3’), 62,0 (t, C-9), 61,9 (t, C-3), 54,1 (t, C-5), 30,0 (t, C-6), 25,9 (q, C-

6’), 24,8 (q, C-7’), 20,4 (q, C-5”), 18,5 (q, C-4’), 15,9 (q, C-4”); 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 6,16 (1H, qq, J1 = 7,2 Hz, J2 = 1,5 Hz, H-3”), 5,92 (1H, 

br s, H-2), 5,24 (1H, m, H-7), 5,04 (1H, br d, J = 13 Hz, H-9a), 4,93 (1H, br d, J = 13 

Hz, H-9b), 4,21 (1H, q, J = 6,5 Hz, H-3’), 4,41 (1H, m, H-8), 4,16 (1H, m, H-3a ), 3,47 

(1H, m, H-3b), 3,38 (1H, m, H-5a), 2,97 (1H, m, H-5b), 2,04 (2H, m, H-6), 1,98 (3H, 

dq, J1 = 7,2 Hz, J2 =1,5 Hz, H-4”), 1,88 (3H, m, J = 1,5 Hz, H-5”), 1,30 (3H, s, H-7’), 

1,28 (3H, d, J = 7,0 Hz, H-4’), 1,26 (3H, s, H-6’); 

 

3.5. Maceracija biljnog materijala u metanolu 

 Usitnjeni i homogenizovani uzorci (1,00 g) biljnog materijala su potopljeni u 30 

ml metanola i ostavljeni na sobnoj temperaturi i tamnom mestu tokom 1, 2, 3, 4 i 5 

dana. Zatim su proceđeni na Bihnerovom levku i metanolni ekstrakt je uparen do suva 

pri sniženom pritisku. Suvi ekstrakt je rastvoren u 30 ml sumporne kiseline (C=1 mol/L) 

i odmašćen sa dve porcije metilen-hlorida od 30 ml. U kiseli rastvor je postepeno 

dodavan amonijak, odnosno pH rastvora je podešen na 9. Pirolizidinski alkaloidi su iz 

alkalnog rastvora ekstrahovani sa tri porcije metilen-hlorida od po 30 ml. Metilen-

hloridni ekstrakti su spojeni i upareni do suva pri sniženom pritisku. U prečišćenu 

smešu pirolizidinskih alkaloida dodato je 10 μL rastvora pentakozana (inertni standard) 

u metilen-hloridu (C=1,3550 g/L). Smeša je zatim rastvorena u 1,00 ml metilen-hlorida, 

a sadržaj smeše (prinosi svakog od šest izolovanih alkaloida) je određen GC/MS-FID 

analizom. Svi eksperimenti su rađeni kao tri probe. 

 

3.6. Maceracija biljnog materijala u etanolu 

 Odmereni su uzorci mase 1,00 g usitnjenog i homogenizovanog biljnog 

materijala i potopljeni u 30 ml etanola. Uzorci su ostavljeni na sobnoj temperaturi i 

tamnom mestu u trajanju od 1, 2, 3, 4 i 5 dana. Po isteku vremena etanolni ekstrakt je od 

biljnog materijala odvojen ceđenjem kroz Bihnerov levak i uparen do suva pri sniženom 
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pritisku. Suvi ekstrakt je rastvoren u 30 ml rastvora sumporne kiseline (C=1 mol/L)  i 

odmašćen sa dve porcije metilen-hlorida od po 30 ml. Kiselom rastvoru je zatim dodat 

amonijak do pH=9. Pirolizidinski alkaloidi su iz alkalnog rastvora ekstrahovani sa tri 

porcije metilen-hlorida od po 30 ml. Metilen-hloridni ekstrakti su spojeni i upareni do 

suva pri sniženom pritisku. U prečišćenu smešu pirolizidinskih alkaloida dodato je 10 

μL standardnog rastvora pentakozana u metilen-hloridu (C=1,3550 g/L). Smeša PA je 

rastvorena u 1,00 ml metilen-hlorida, a sadržaj smeše  odrđen je GC/MS-FID analizom. 

Svi eksperimenti su rađeni kao tri probe. 

 

3.7. Maceracija biljnog materijala u rastvoru sumporne 

kiseline (C=1 mol/L) 

 Uzorci suve, usitnjene i homogenizovane biljke (1,00 g) su potopljeni u 30 ml 

rastvora sumporne kiseline (C=1 mol/L) i ostavljeni na sobnoj temperaturi i tamnom 

mestu tokom: 1, 2, 3, 4 i 5 dana. Potom su proceđeni kroz Bihnerov levak, odmašćeni sa 

dve porcije metilen-hlorida (2  30 ml). U kiseli rastvor dodat je amonijak do pH 9. Iz 

alkalnog rastvora su pirolizidinski alkaloidi ekstrahovani sa tri porcije metilen-hlorida 

od po 30 ml. Metilen-hloridni ekstrakti su spojeni i upareni do suva pri sniženom 

pritisku. U prečišćenu smešu pirolizidinskih alkaloida dodato je 10 μL standardnog 

rastvora pentakozana u metilen-hloridu (C=1,3550 g/L). Smeša je rastvorena u 1,00 ml 

metilen-hlorida, a sadržaj smeše je odrđen GC/MS-FID analizom. Svi eksperimenti su 

rađeni u triplikatu. 

 

3.8. Optimizacija koncentracije rastvora sumporne kiseline za 

ekstrakciju biljnog materijala 

 Usitnjeni i homogenizovani uzorci osušenog biljnog materijala (1 g) su 

potopljeni u 30 ml  sumporne kiseline različite koncentracije: 0,05 mol/L; 0,10 mol/L; 

0,25 mol/L; 0,50 mol/L; 0,75 mol/L; 1,00 mol/L; 1,25 mol/L i 1,50 mol/L. Maceracija 
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na tamnom mestu i sobnoj temperaturi je trajala četiri dana. Biljni materijal je 

odstranjen ceđenjem kroz Bihnerov levak, a ekstrakt je odmašćen sa dve porcije 

metilen-hlorida (2  30 ml). U kiseli rastvor je dodat amonijak do pH 9. Pirolizidinski 

alkaloidi su iz alkalnog rastvora ekstrahovani metilen-hloridom (3  30 ml). Metilen-

hloridni ekstrakti su spojeni i upareni do suva pri sniženom pritisku. Smeši 

pirolizidinskih alkaloida dodato je 10 μL standardnog rastvora pentakozana u metilen-

hloridu (C=1,3550 g/L). Smeša je rastvorena u 1,00 ml metilen-hlorida, a sadržaj smeše 

(prinosi svakog od šest izolovanih alkaloida) je odrđen GC/MS-FID analizom. Svi 

eksperimenti su rađeni kao tri probe. 

 

3.9. Izbor tehnike za efikasnu ekstrakciju pirolizidinskih 

alkaloida. Određivanje optimalnog vremena trajanja 

ekstrakcije sumpornom kiselinom. 

 Uzorci osušenog biljnog materijala (1 g) su ekstrahovani sa 30 ml sumporne 

kiseline (C=1 mol/L) tokom 1, 2, 3, 4 i 5 dana na sobnoj temperaturi različitim 

tehnikama  ekstrakcije: maceracija, ultrazvučna ekstrakcija i ekstrakcija pomoću 

rotacionog miksera. Ultrazvučna ekstrakcija je trajala deset sati tokom jednog dana. 

Nakon ceđenja na Bihnerovom levku uzorci su odmašćeni metilen-hloridom (2 x 30 ml) 

i potom zaalkalisani amonijum-hidroksidom do pH 9. Pirolizidinski alkaloidi su 

ekstrahovani sa tri porcije metilen-hlorida od po 30 ml, ekstrakti su spojeni i upareni do 

suva pri sniženom pritisku. U suvi ostatak PA dodato je 10 μL standardnog rastvora 

pentakozana u metilen-hloridu (C=1,3550 g/L) i 1,00 ml metilen-hlorida i u njoj je 

određen prinos svakog od šest izolovanih i okarakterisanih alkaloida. Svi eksperimenti 

su rađeni u triplikatu. 

3.10. Optimizacija zapremine rastvora sumporne kiseline 

 Uzorci usitnjene i homogenizovane biljke (1,00 g) su ekstrahovani tri dana na 

rotacionom mikseru sa različitim zapreminama rastvora sumporne kiseline (C=1 

mol/L): 25, 30, 35, 40, 45 i 50 ml, a potom proceđeni na Bihnerovom levku. 

49 

 



                                               Eksperimentalni deo 

Odmašćivanje kiselih ekstrakata urađeno je sa dve porcije metilen-hlorida (2  30 ml). 

Ekstrakti su dalje tretirani kao što je opisano u Poglavlju 3.9. Svi eksperimenti su rađeni 

kao tri probe. 

 

3.11. Optimizacija uslova za alkalnu ekstrakciju 

pirolizidinskih alkaloida 

 Biljni materijal (1,00 g), usitnjen i homogenizovan, je ekstrahovan tri dana na 

rotacionom mikseru sa 30 ml sumporne kiseline (C=1 mol/L). Uzorci su proceđeni su 

na Bihnerovom levku i nepolarne supstance su uklonjene ekstrakcijom sa dve porcije 

metilen-hlorida (2  30 ml). U kisele rastvore dodavan je amonijum-hidroksid do 

postizavanja različitih pH vrednosti rastvora: 7,50, 8,00, 8,50, 8,75, 9,00, 9,25, 9,50, 

9,75, 10,00 i 10,50. Iz ovih alkalnih rastvora pirolizidinski alkaloidi su dalje tretirani po 

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

 

3.12. Broj ponovljenih ekstrakcija pirolizidinskih alkaloida 

metilen-hloridom 

 Usitnjeni i homogenizovani uzorci biljnog materijala (1,00 g), su ekstrahovani 

tri dana na rotacionom mikseru sa 30 ml sumporne kiseline (C=1 mol/L). Uzorci su 

proceđeni na Bihnerovom levku i odmašćeni sa dve porcije metilen-hlorida (2  30 ml). 

U kiseli rastvor pirolizidinskih alkaloida dodat je amonijum-hidroksid do pH 9. 

Pirolizidinski alkaloidi su iz alkalnog rastvora ekstrahovani metilen-hloridom (30 ml), a 

potom se broj uzastopnih ekstrakcija sa istom zapreminom metilen-hlorida povećavao  

(2, 3, 4 i 5 puta). Spojeni metilen-hloridni ekstrakti su dalje tretirani po postupku 

opisanom u Poglavlju 3.9. Svi eksperimenti su rađeni u triplikatu. Prinosi dobijeni u 

slučaju ekstrakcije sa jednom porcijom metilen-hlorida poređeni su za svaki od šest 

alkaloida sa prinosima dobijenim pri ponovljenim ekstrakcijama 2, odnosno 3, 4 i 5 

puta. 

50 

 



                                               Eksperimentalni deo 

51 

 

 

3.13. Prinos pirolizidinskih alkaloida 

 U svaki uzorak izolovanih pirolizidinskih alkaloida, pre GC/MS-FID analize je 

dodata ista količina pentakozana kao inertnog standarda. Prinos pirolizidinskih alkaloida 

je računat iz dobivenih hromatograma na sledeći način: 

 

Svi eksperimenti su rađeni kao tri probe (n=3). Relativne standarne devijacije srednjih 

vrednosti dobivenih prinosa pirolizidinskih alkaloida bile su u opsegu od 0,81 % do 

29,74 %. 
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Cilj ovog rada je optimizacija postupka za izolovanje i određivanje 

pirolizidinskih alkaloida iz biljnog materijala. Najveći izazov je bio pronaći uslove pod 

kojima će jedinjenja sa značajnim strukturnim razlikama biti izolovana uz maksimalni 

prinos. Pirolizidinski alkaloidi su relativno polarna bazna jedinjenja i na ovim 

svojstvima su bazirane ideje za njihovo izolovanje iz biljnog materijala, zabeležene u 

literaturi. Za primarnu ekstrakciju iz biljnog materijala najčešće su primenjivani sledeći 

organski rastvarači (metanol, zakišeljen metanol, etanol, hloroform/metanol, voda) i 

rastvori sumporne, hlorovodonične i limunske kiseline15,28,74,75,81,92,103,105,147,148,149. 

Najmanji prinosi dobiveni su sa vodom (pH 7). Prilikom upotrebe rastvora 

hlorovodonične kiseline i hloroforma, u kome je hlorovodonična kiselina prisutna u 

tragovima, dolazilo je do reakcije između hlorovodonične kiseline i alkaloida sa 

epoksidnom grupom77. U literaturi su zabeležene različite tehnike pomoću kojih su 

vršene početne ekstrakcije biljnog materijala: maceracija81,82, ultrazvučna ekstrakcija 83, 

Soxhlet-ova ekstrakcija76,84,85, super-kritična ekstrakcija ugljen-dioksidom96-102 i 

ekstrakcija pomoću rotacionog miksera. Najčistija smeša alkaloida dobivala se 

superkritičnom ekstrakcijom, ali zabog visoke cene ova tehnika nije zaživela u praksi i 

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

razlaganja alkaloida nestabilnih na povišenim temperaturama88.  

U ovom radu optimizacija uslova primarne ekstrakcije biljnog materijala 

izvođena je rastvaračima sa kojima su postizani dobri rezultati (metanol, etanol i rastvor 

sumporne kiseline) i poređena je njihova efikasnost. Poređene su i efikasnosti primene 

različitih tehnika pri ekstrakciji: maceracija, ultrazvučna ekstrakcija i ekstrakcija 

pomoću rotacionog miksera. Takođe je optimizovana pH vrednost alkalnog rastvora 

alkaloida za ekstraciju metilen-hloridom i broj reekstrakcija potreban za postizanje 

najvišeg prinosa alkaloida. Optimizacija postupka za izolovanje i određivanje PA 

rađena je sa biljnom vrstom R. umbellata Bunge čiji je pirolizidinski sastav prethodno 

utvrđen. Tokom optimizacija praćen je prinos šest pirolizidinskih alakloida.  
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4.1. Izolovanje i određivanje strukture pirolizidinskih 

alkaloida iz R. umbellata Bunge 

 

Biljni materijal R. umbellata je osušen na vazduhu na sobnoj temperaturi tokom 

petnaest dana, nakon čega je usitnjen i homogenizovan u blenderu. Primarna ekstrakcija 

je rađena metanolom, stajanjem na sobnoj temperaturi tokom sedam dana. Nakon 

odvajanja metanolnog ekstrakta od ostatka biljnog materijala ceđenjem kroz Bihnerov 

levak, ekstrakt je uparen do suva u vakuum-uparivaču, a suvi ostatak rastvoren u 

sumpornoj kiselini koncentracije 1 mol/L. Kiseli rastvor alkaloida ekstrahovan je 

metilen- hloridom, kako bi se iz rastvora uklonila jedinjenja nepolarnija od alkaloida. 

Zatim je kiselom rastvoru dodavan amonijak do pH 9, pri čemu su se alkaloidi 

deprotonovali i time se smanjila njihova rastvorljivost u vodi. Iz alkalnog rastvora 

alkaloidi su ekstrahovani  metilen-hloridom do negativne reakcije sa Dragendorfovim 

reagensom. Metilen-hloridni ekstrakti alkaloida su spojeni i upareni do suva na vakuum-

uparivaču. Smeša alkaloida razdvojena je pomoću tankoslojne preparativne 

hromatografije. Za eluiranje je primenjen sistem metilen-hlorid/metanol/amonijak 

(9/1/0,1).  

Ovim postupkom izolovano je šest pirolizidinskih alkaloida (7-

angeloilheliotridan, 7-angeloilheliotridin,  lindelofin, 7-angeloilrinderin, punktanecin i 

heliosupin, Tabela 5, Slika 15). Strukture alkaloida su određene NMR spektroskopijom 

(Slike 16,17-PA1; 20-PA2; 23,24-PA3; 27,28-PA4; 31-PA5; 34,35-PA6) i masenom 

spektrometrijom (Slike 18,19-PA1;21,22-PA2; 25,26-PA3; 29,30-PA4; 32,33.-PA5; 

36,37-PA6), poređenjem sa literaturnim NMR podacima101,102 i masenim spektrima150. 
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Tabela 5. Pregled alkaloida izolovanih iz Rindera umbellata Bunge 

 

Broj Trivijalni naziv Naziv po IUPAC-u Mr 
Slike NMR i 

MS spektara 

PA1 7-Angeloilheliotridan 

 

(Z)-((1S,7S,7aR)-7-

(hidroksimetil)heksahidro-1H-

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

239 
16 i 17; 

18 i 19 

PA2 7-Angeloilheliotridin 

 

(Z)-((1S,7aR)-7-( hidroksimetil)-

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

il)2-metilbut-2-enoat 

 

237 

 

20; 

21 i 22 

PA3 Lindelofin 

 

(2S,3R)-((1R,7aR)- heksahidro-1H-

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

2-izopropilbutanoat 

285 
23 i 24; 

25 i 26 

PA4 7-Angeloilrinderin 

 

(2S,3R)-((1S,7aR)- heksahidro -1H- 

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

2-izopropilbutanoat 

381 
27 i 28; 

29 i 30 

PA5 Punktanecin 

 

(Z)-((1R,7S,7aS)-7-(((2S,3R)-2,3- 

dihidroksi-2-izopropilbutanoiloksi) 

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

2-metilbut-2-enoat 

383 
31; 

32 i 33 

PA6 Heliosupin 

 

(Z)-((1S,7aR)-7-(((R)-2,3- 

dihidroksi-2-((R)-1-hidroksietil)-3-

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

tetrahidro-1H- pirolizin-1-il) 2- 

metilbut-2-enoat 

397 
34 i 35; 

36 i 37 
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Slika 15. Strukturne formule pirolizidinskih alkaloida izolovanih iz R. Umbellata. 

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

 

 

Kako je napred istaknuto, PA se prema necinskim bazama mogu klasifikovati u 

četiri tipa: heliotridinski, platinecinski, otonecinski i retronecinski tip. Retronecine i 

heliotridine (enantiomeri na C7 položaju) su, pored otonecinskog tipa PA, privukli 

mnogo pažnje zbog njihove rasprostranjenosi i velike toksičnosti72. Ispitivanje raspodele 

PA u okviru familija je pokazalo da je otonecinski tip PA glavni predstavnik u familiji 

Asteraceae, a heliotridinski u familiji Boraginaceae.  Retronecinski tip PA se može naći 

u biljnim vrstama iz familija Fabaceae, Asteraceae i Boraginaceae31,72,95.   

 

Većina izolovanih PA iz R. umbellata Bunge pripadaju heliotridinskom tipu. 

Slično ovom nalazu nađeno je da su PA heliotridinskog tipa dominantni u prethodno 

ispitivanim Rindera vrstama: R. austroechinata,  R. baldschuanica, R. cyclodonta, R. 

echanata i R. oblongifolia95. Ehinatin je prisutan u svim ovim vrstama i stoga bi se on 

mogao razmatrati kao karakteristika roda. Ipak do sada nije istraženo dovoljno Rindera 

vrsta da bi se izveli zaključci o alkaloidima kao hemijskim markerima za razlikovanje 

vrsta unutar roda.  
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7-Angeloilheliotridan (PA1) 

 

 

Slika 16.  1H NMR spektar 7-angeloilheliotridana 

 

 

Slika 17. 13C NMR spektar 7-angeloilheliotridana 
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Slika 18. CI MS spektar 7-angeloilheliotridana 

 

 

Slika 19. EI MS spektar 7-angeloilheliotridana 
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7-Angeloilheliotridin (PA2) 

 

Slika 20. 1H NMR spektar 7-angeloilheliotridina 

 

 

Slika 21. CI MS spektar 7-angeloilheliotridina 
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Slika 22. EI MS spektar 7-angeloilheliotridina 

Lindelofin (PA3) 

 

Slika 23. 1H NMR spektar lindelofina 
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Slika 24. 13C NMR spektar lindelofina 

 

 

Slika 25. CI MS spektar lindelofina 
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Slika 26. EI MS spektar lindelofina 

 

7-Angeloilrinderin (PA4) 

 

Slika 27. 1H NMR spektar 7-angeloilrinderina 
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Slika 28. 13C NMR spektar 7-angeloilrinderina 

 

 

Slika 29. CI MS spektar 7-angeloilrinderina 
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Slika 30. EI MS spektar 7-angeloilrinderina 

 

Punktanecin (PA5) 

 

Slika 31. 1H NMR spektar punktanecina 
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Slika 32. CI MS spektar punktanecina 

 

 

Slika 33. EI MS spektar punktanecina 
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Heliosupin (PA6) 

 

Slika 34. 1H NMR spektar heliosupina 

 

 

Slika 35. 13C NMR spektar heliosupina 

65 

 



       Naši radovi 

 

Slika 36. CI MS spektar heliosupina 

 

 

 

Slika 37. EI MS spektar heliosupina 
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4.2. Praćenje sadržaja pirolizidinskih alkaloida tokom 

optimizacije postupka za izolovanje, pomoću GC-MS/FID 

 Tokom optimizacije postupka za izolovanje i određivanje PA iz biljnog 

materijala, sadržaj pirolizidinskih alkaloida (okarakterisanih i prikazanih u poglavlju 

4.1., PA1 - PA6)  u izolovanoj i prečišćenoj smeši praćen je pomoću gasnog 

hromatografa sa masenim i plameno-jonizujućim detektorom. Nakon optimizacije 

uslova za razdvajanje smeše pirolizidinskih alkaloida gasnom hromatografijom, na 

osnovu masenih spektara dobivenih hemijskom i elektronskom jonizacijom utvrđeno je 

koji pikovi u hromatogramu (slika 38) odgovaraju okarakterisanim pirolizidinskim 

alkaloidima PA1 - PA6, a pomoću plameno-jonizujećeg detektora praćen je njihov 

sadržaj u smeši. Kao inertni standard za određivanje prinosa alkaloida u smešama 

dobivenim tokom optimizacija korišten je pentakozan (slika 39). U svaku izolovanu i 

prečišćenu smešu alkaloida dodata je ista zapremina rastvora pentakozana u metilen-

hloridu, nakon čega je smeša rastvorena u 1,00 ml metilen-hlorida. Tako dobiven 

rastvor alkaloida sa pentakozanom analiziran je GC-MS/FID. Prinos pirolizidinskih 

alkaloida izračunavan je kao odnos površine pika svakog od praćenih alkaloida sa 

površinom pika pentakozana. Svi eksperimenti optimizacije postupka rađeni su kao tri 

probe.  
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Slika 38.  Gasni hromatgram smeše pirolizidinskih alkaloida 

 

 

 

 

Slika 39.  Gasni hromatgram smeše pirolizidinskih alkaloida sa inertnim standardom

 pentakozanom 
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4.3. Optimizacija postupka za izolovanje pirolizidinskih 

 alkaloida 

 Dobri prinosi za izolovanje pirolizidinskih alkaloida iz biljnog materijala, 

zabeleženi u literaturi, postignuti su kada je primarna ekstrakcija biljke rađena sa 

metanolom, etanolom i rastvorima sumporne kiseline. Ostali rastvarači 

(kiselina/metanol, hloroform/metanol, voda) i rastvori kiselina (hlorovodonična i 

limunska) primenjivani za ekstrakciju biljnog materijala su, ili imali manje prinose, ili 

su reagovali sa izolovanim alkaloidima i hemijski ih modifikovali. Eksperimentalno je 

dokazano da su najpogodnije tehnike za izolovanje pirolizidinskih alkaloida: 

maceracija, ultrazvučna ekstrakcija i ekstrakcija pomoću rotacionog miksera. Ostale 

tehnike, primenjivane i prikazane u literaturi, su ili značajno skuplje (pa nisu zaživele) 

ili je dolazilo do termičkog razlaganja alkaloida. 

U ovom radu su ispitani i poređeni različiti uslovi i tehnike izolovanja PA iz 

biljnog materijala: 

 Vreme ekstrakcije maceracijom u metanolu, 

 Efikasnost ekstrakcija metanolom, etanolom i rastvorom sumporne 

kiseline, 

 Ekstrakcija sumpornom kiselinom: 

o Uticaj koncentracija i zapremina sumporne kiseline 

o Vreme i tehnike ekstrakcije: 

 Maceracija na sobnoj temperaturi, 

 Ultrazvučna ekstrakcija, 

 Ekstrakcija pomoću rotacionog miksera, 

 pH vrednosti alkalne ekstrakcije PA iz vodenog rastvora sa metilen-

hloridom, 

 Broj ponovljenih ekstrakcija PA metilen-hloridom iz alkalnog rastvora 

(pH 9). 
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Biljni materijal R. umbellata Bunge je osušen na sobnoj temeperaturi tokom 

petnaest dana, nakon čega je usitnjen i homogenizovan blendiranjem. Svi eksperimenti 

su rađeni kao tri probe, a za svaki eksperiment odmereno je po 1,00 g osušenog, 

usitnjenog i homogenizovanog biljnog materijala. Ekstrakcije biljke su rađene sa 

metanolom, etanolom i rastvorima sumporne kiseline, pomoću različith tehnika 

ekstrakcije (maceracija, ultrazvučna ekstrakcija i ekstrakcija pomoću rotacionog 

miksera). Metanolni i etanolni ekstrakti su nakon ceđenja upareni na vakuum uparivaču 

i rastvoreni u sumpornoj kiselini koncentracije 1 mol/L. Iz kiselih rastvora alkaloida 

uklonjena su nepolarna jedinjenja ekstrakcijom metilen-hloridom, a zatim su vodeni 

rastvori alkaloida zaalkalisani amonijakom i PA su ekstrahovani metilen-hloridom. 

Nakon spajanja u uparavanja metilen-hloridnih ekstrakata dobivena je smeša 

prečišćenih alkaloida. U smešu pirolizidinskih alkaloida dodat je standardni rastvor 

pentakozana i prinos alkaloida u različitim eksperimentima je praćen i poređen pomoću 

GC-MS/FID. 

 

4.3.1. Maceracija u metanolu 

 Maceracija u metanolu je najčešće primenjivana tehnika za izolovanje PA iz 

biljnog materijala. Cilj ovog eksperimenta je bio da se utvrdi vreme trajanja maceracije 

biljke u metanolu koje omogućava dobivanje maksimalnog prinosa svih šest izolovanih 

alkaloida. Uzorci biljnog materijala su potopljeni u metanolu i ostavljeni na tamnom 

mestu tokom 1, 2, 3, 4 i 5 dana. Prinosi PA (1 – 6), u zavisnosti od vremena trajanja 

maceracije, prikazani su na slici 40, a relativne standardne devijacije (RSD) prinosa u 

tabeli 6. 

 Za sve pirolizidinske alkaloide najveći prinosi su dobiveni nakon četiri dana 

maceracije biljnog materijala u metanolu. Posle prva dva dana maceracije nije bilo 

značajne razlike u prinosima većine alkaloida. Značajan skok u prinosu za sve PA 

ostvaren je posle trećeg, a posebno posle četvrtog dana maceracije.  Nakon četvrtog 

dana maceracije prinos alkaloida PA3 i PA6 nije se značajno menjao, dok  je prinos 

alkaloida PA1, PA2, PA4 i PA5 blago opadao. Na osnovu ovih rezultata zaključeno je 
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da je optimalno vreme za maceraciju biljnog materijala u metanolu, na sobnoj 

temperaturi, četiri dana. 

 

 

 

 

Slika 40. Prinosi pirolizidinskih alkaloida (PA1–PA6) dobiveni maceracijom biljnog 

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

optimizacije vremena maceracije biljnog materijala u metanolu na sobnoj 

temperaturi. Eksperimenti su rađeni kao tri probe. 

 

RSD (%) 
Broj dana 
maceracije PA1    PA2 PA3 PA4     PA5 PA6 

1 11,63 13,74 8,94 9,78 16,79 11,45 

2 14,39 16,18 13,62 11,34 14,36 13,78 

3 10,12 19,27 11,43 13,89 18,42 14,12 

4 9,84 14,73 10,97 8,16 12,66 10,43 

5 12,34 12,81 15,43 12,73 13,97 18,67 

 

4.3.2. Efikasnost ekstrakcije pirolizidinskih alkaloida metanolom, 

  

Pored maceracije u metanolu, za ekstrakciju pirolizidinskih alkaloida primenjivani su 

porne kiseline83,89 (najčešće koncentracije 1 mol/L). Cilj ovog 

aceracijom etanolom i rastvorom sumporne 

kiseline (C=1 mol/L) su gotovo jednaki u slučaju PA2, PA3, PA5 i PA6. U slučaju PA1 

etanolom i sumpornom kiselnom 

etanol75 i rastvori sum

eksperimenta je bio da se utvrdi sa kojim od navedenih rastvarača se postiže najveća 

efikasnost ekstrakcije svih izolovanih pirolizidinskih alkaloida (PA1-PA6) iz biljnog 

materijala. Budući da je utvrđeno optimalno vreme maceracije za metanol (Poglavlje 

2.3.1.), uzorci biljnog materijala su potopljeni u metanol, etanol i rastvor sumporne 

kiseline koncentracije 1 mol/L tokom četri dana, na tamnom mestu i na sobnoj 

temperaturi. Dobiveni prinosi praćenih alkaloida su prikazani na slici 41, a vrednosti 

relativnih standardnih devijacija u tabeli 7. 

 Najniži prinosi za svih šest pirolizidinskih alkaloida dobijeni su pri ekstrakciji 

metanolom. Prinosi alkaloida izolovanih m
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na  prinos je dobiven pri maceraciji sumpornom kiselinom, a za PA4 sa etanolom. 

Prednost ekstrakcije alkaloida rastvorom sumporne kiseline u odnosu na ekstrakciju 

etanolom je manji broj koraka (za dva) u toku postupka izolovanja. Naime, pri 

ekstrakciji PA iz biljnog materijala etanolom, etanolni ekstrakt nakon ceđenja treba 

upariti, a zatim suvi ostatak rastvoriti u sumpornoj kiselini.  

jveći

 

Slika 41. Prinosi pirolizidinskih alkaloida (PA1–PA6) dobiveni ekstrakcijom iz 

biljnog materijala metanolom, etanolom i rastvorom sumporne kiseline 

koncentracije 1 mol/L, u toku četiri dana na tamnom mestu i na sobnoj 

temperaturi. 
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Pored navedenog,  utvrđeno je da se pri maceraciji sumpornom kiselinom izoluje 

veći broj pirolizidinskih alkaloida (Slike 42 i 43) nego maceracijom etanolom i 

etanolom. Na hromatogramu smeše pirolizidinskih alkaloida koji je dobiven posle 

maceracije rastvorom sumporne kiseline mogu se videti pikovi alkaloida koji su izostali 

na hrom

 i rastvorom sumporne 

kiseline koncentracije 1 mol/L,  u toku četiri dana, na sobnoj temperaturi. 

Eksperimenti su rađeni kao tri probe. 

m

atogramima smeša alkaloida dobivenih maceracijom metanolom i etanolom. 

Iako nije utvrđeno o kojim se pirolizidinskim alkaloidama radi, na osnovu masenih 

spektara potvrđeno je da se radi o ovoj klasi jedinjenja. Na osnovu svih rezultata 

zaključeno je da je za izolovanje pirolizidinskih alkaloida najefikasnija primarna 

ekstrakcija biljnog materijala rastvorom sumporne kiseline.  

 

Tabela 7. Relativne standardne devijacije (%) prinosa PA1-PA6 dobivene pri 

ekstrakciji biljnog materijala metanolom, etanolom

 

RSD (%) 
Rastvarač 

PA1 PA2 PA3 PA4 PA5 PA6 

Metanol 14,26 11,18 13,27 9,26 13,14 16,27 

Etanol 17,96 13,11 14,81 16,71 15,04 11,08 

Sumporna kiselina 12,01 9,88 8,76 14,37 12,42 11,34 
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Slika 42. Uporedni prikaz delova hromatograma smeša PA, dobivenih pri ekstrakciji 

metanolom, etanolom i rastvorom sumporne kiseline koncentracije 1 mol/L. 

 

 

 

 

Slika 43. Uporedni prikaz delova hromatograma smeša PA, dobivenih pri ekstrakciji 

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

 Nakon što je u utvrđeno da je za izolovanje pirolizidinskih alkaloida 

, bilo 

je potrebno optimatizovati uslove za primenu ovog rastvora. U tom cilju optimizovana 

4.3.3.1. Koncentracija rastvora sumporne kiseline 

 Pirolizidinski alkaloidi su ekstrahovani iz osušenog, usitnjenog i 

peraturi, tokom četiri 

dana na tamnom mestu, sumpornom kiselinom različitih koncentracija: 0,05 mol/L; 0,1 

praćenih alkaloida maksimalni prinosi su postignuti 

rastvorom sumporne kiseline koncentracije 1 mol/L. Daljim povećanjem koncentracije 

por

najefikasnija primarna ekstrakcija biljnog materijala rastvorom sumporne kiseline

je koncentracija sumporne kiseline i zapremina kiseline u odnosu na masu (1,00 g) suve 

biljke R. umbellata. Pored toga, ispitane su i upoređene različite tehnike ekstrakcije 

(maceracija, ultrazvučna ekstrakcija i ekstrakcija pomoću rotacionog miksera) i 

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

 

homogemizovanog biljnog materijala maceracijom na sobnoj tem

mol/L; 0,25 mol/L; 0,5 mol/L; 0,75 mol/L; 1 mol/L; 1,25 mol/L i 1,5 mol/L. Prinosi šest 

praćenih pirolizidinskih alkaloida (PA1 – PA2) i relativne standardne devijacije prinosa 

su prikazani na slici 44 i u tabeli 8. 

 Sa porastom koncentracije rastvora sumporne kiseline rastu prinosi 

pirolizidinskih alkaloida. Za većinu 

sum ne kiseline do 1,5 mol/L prinosi alkaloida su različiti: ne menjaju se (PA1, PA5 i 

PA6), rastu  (PA2 i PA4), i manji su (PA3) u odnosu na prinose dobijene kiselinom 

koncentracije 1 mol/L. Ove razlike mogu biti posledica razlika u strukturi PA. PA2 i 

PA4 su nezasićeni disupstituisani necinski alkaloidi, PA3 je zasićeni monosupstituisani, 

a PA1 i PA5 zasićeni disupstituisani  necinski alkaloidi. Uzimajući u obzir svih šest 

pirolizidinskih alkaloida zaključeno je da ekstrakciju biljnog materijala treba raditi sa 

rastvorom sumporne kiseline koncentracije 1 mol/L. 
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Slika 44. Prinosi pirolizidinskih alkaloida (PA1–PA6) dobiveni primarnom 

ekstrakcijom biljnog materijala rastvorima sumporne kiseline različ ih 

koncentracija, u toku četiri dana na tamnom mestu i na sobnoj temperaturi. 

it
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Tabela 8.  

maceraciji biljnog materijala rastvorima sumporne kiseline različitih 

koncentracija,  u toku četiri dana, na sobnoj temperaturi. Eksperimenti su 

Relativne standardne devijacije (%) prinosa PA1-PA6 dobivene pri

rađeni kao tri probe. 

 

RSD (%)  Koncentra

sumporn

cija rastvora 

e kiseline PA1 PA2 PA3 PA4 PA5 PA6 

0,05 mol/L -* -* 26,73 29,51 14,99 29,25 

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

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

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

0,75 mol/L 15,49 3,41 14,74 28,65 22,93 21,88 

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

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

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

* prinosi 2 za conc ol/ pod cije de 

 

ije 

rastvorom sumporne kiseline koncentracije 1 mol/L  

 ol/L 

testirane su i upore

maceracija na tamnom mestu, ultrazvučna ekstrakcija i ekstrakcija pomoću rotacionog 

ikser

seline       

koncentracije 1 mol/L 

 Osušeni, usitnjeni i homogenizovani  

kiselini (C=1 mol/L) i ostavljeni na tam : 1, 2, 3, 4 i 5 dana. Cilj 

eksperimenta  je bio da se utvrdi optimalno vreme maceracije u rastvoru sumporne 

 PA1 i PA . 0,05 m L su is  granice kvantifika  meto

4.3.3.2. Primena različitih tehnika za ekstrakciju. Vreme trajanja ekstrakc

Za ekstrakciju biljnog materijala sumornom kiselinom koncentracije 1 m

đene efikasnosti različitih tehnika ekstrakcije na sobnoj temperaturi: 

m a. Za svaku od tehnika optimizovano je vreme trajanja ekstrakcije. 

 

4.3.3.2.1.  Maceracija biljnog materijala rastvorom sumporne ki

uzorci biljke potopljeni su u sumpornoj

nom mestu tokom
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kiseline. Prinosi alkaloida (PA1-PA6) prikazani su na slici 45, a relativne standardne 

devijacije prinosa u tabeli 9. 

 Tokom četiri dana maceracije biljnog materijala prinosi alkaloida su rasli sa 

vremenom trajanja maceracije. Za svih šest okarakterisanih pirolizidinskih alkaloida 

maksimalni prinosi su postignuti posle četvrtog dana. Posle petog dana maceracije došlo 

je do smanjenja prinosa, pa je zaključeno da maceracija biljnog materijala u rastvoru 

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

maceracije. 

  

 

 

Slika 45. Prinosi pirolizidinskih alkaloida (PA1–PA6) dobiveni u zavisnosti od 

vremena trajanja maceracije biljnog materijala u rastvoru sumporne kiseline 

(C=1 mol/L), na tamnom mestu. 
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Tabela 9. Relativne standardne devijacij %) prinosa PA1-PA6, dobivene tokom 

RSD (%) 

e (

optimizacije  vremena trajanja maceracije biljnog materijala u rastvoru 

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

 

Vreme trajanja 

maceracije (dani) PA1 PA2 PA3 PA4 PA5 PA6 

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

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

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

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

5 9,67 10,12 14,20 11,63 10,76 16,72 

 

.3.3.2.2.  Ultrazvučna ekstrakcija biljnog materijala 

i ekstrakciji biljnog materijala na 

azvu 74,96

da (PA1-PA6) dobijen je 

4

 U literaturi je zabeleženo da prinos alkaloida pr

ultr čnom kupatilu može da raste, ali i da opada sa vremenom trajanja . Zato je 

cilj ovog eksperimenta bio da se utvrdi optimalno vreme ekstrakcije biljnog materijala u  

rastvoru sumporne kiseline (C=1 mol/L)  na ultrazvučnom kupatilu, na osnovu prinosa 

svih šest praćenih alkaloida u ekstrahovanoj smeši. Biljni materijal je ekstrahovan u 

trajanju od 1, 2, 3, 4 i 5 dana. Ultrazvučno kupatilo je tokom svakog dana bilo uključeno 

deset sati. Prinosi alkaloida u zavisnosti od vremena trajanja ekstrakcija prikazani su na 

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

 Najveći porast u prinosu svih šest praćenih alkaloi

posle tri dana ekstrakcije biljnog materijala na ultrazvučnom kupatilu. Prinosi dobijeni 

posle četiri, odnosno pet dana ekstrakcije nisu se značajno promenili u odnosu na 

prinose postignute nakon trećeg dana. Dakle, optimalno vreme za ultrazvučnu 

ekstrakciju biljnog materijala sa rastvorom sumporne kiseline (C=1 mol/L) iznosi tri 

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

vremena trajanja ultrazvučne ekstrakcije biljnog materijala u rastvoru 

sumporne kiseline (C=1 mol/L). 
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Tabela 10. Relativne standardne devijacije (%) prinosa PA1-PA6, dobivene tokom 

optimizacije  vremena trajanja ultrazvučne ekstrakcije biljnog 

materijala u rastvoru sumporne kiseline (C=1 mol/L). Eksperimenti su 

rađeni kao tri probe. 

 

RSD (%) Vreme trajanja 

ekstrakcije (dani) PA1 PA2 PA3 PA4 PA5 PA6 

1 17,39 29,57 23,37 25,07 22,67 25,07 

2 28,24 20,21 21,09 21,27 10,84 28,47 

3 29,66 29,91 11,20 25,76 14,72 29,75 

4 27,77 17,89 12,49 29,23 24,11 10,75 

5 26,90 18,32 4,27 15,94 19,31 28,95 

 

4.3.3.2.3.  Ekstrakcija biljnog materijala pomoću rotacionog miksera  

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

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

šest praćenih alkaloida prikazani su na slici 47 i u tabeli 11. 

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

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

dobiven je za svih šest alkaloida posle trećeg dana ekstrakcije biljnog materijala u 

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

pet dana nije dovelo do značajnih promena u prinosima svih praćenih pirolizidinskih 

alkaloida u odnosu na tri dana ekstrakcije. Stoga je zaključeno da je optimalno vreme za 

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

miksera tri dana. 
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Slika 47. Prinosi pirolizidinskih alkaloida (PA1–PA6) dobiveni u zavisnosti od 

vremena trajanja ekstrakcije biljnog materijala u rastvoru sumporne kiseline 

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

 

 

Tabela 11. Relativne standardne devijacije (%) prinosa praćenih PA, dobivene pri 

optimizaciji vremena trajanja ekstrakcije biljnog materijala u rastvoru 

sumporne kiseline (C=1mol/L) pomoću rotacionog miksera. 

Eksperimenti su rađeni u tri probe. 

 

RSD (%) Vreme trajanja 

ekstrakcije (dani) PA1 PA2 PA3 PA4 PA5 PA6 

1 24,64 6,82 24,82 7,96 11,18 29,49 

2 0,81 22,36 17,56 4,95 26,83 21,11 

3 21,61 3,97 13,76 14,71 19,57 24,49 

4 22,64 13,63 8,09 3.09 1,61 26,79 

5 19,12 16,30 4,06 19,88 23,46 25,53 
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4.3.3.2.4. Poređenje efikasnosti  različitih tehnika ekstrakcije 

 Optimizacija vremena trajanja ekstrakcije biljnog materijala u sumpornoj kiselini 

koncentracije 1 mol/L pomoću različitih tehnika imala je za cilj postizanje maksimalnih 

prinosa izolovanih i okarakterisanih pirolizidinskih alkaloida (PA1-PA6) iz R. 

umbellata. Utvrđeno je da je otpimalno vreme maceracije biljnog materijala u 

sumpornoj kiselini četiri dana, a otpimalno vreme ekstrakcije ultrazvukom i pomoću 

rotacionog miksera tri dana. U cilju sagledavanja koja od primenjenih tehnika je 

najefikasnija poređeni su prinosi svih šest pirolizidinskih alkaloida dobiveni pri 

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

Za pet od šest praćenih prirolizidinskih alkaloida (PA1, PA3, PA4, PA5 i PA6) 

najveći prinosi su postignuti pri ekstrakciji biljnog materijala pomoću rotacionog 

miksera u toku tri dana i oni su bili za 1,5 do 3 puta veći u odnosu na prinose dobijene 

ultrazvučnom ekstrakcijom, odnosno  3 do 20 puta veći u odnosu na maceraciju biljnog 

materijala. Prinosi PA2 postignuti primenom sve tri tehnike ekstrakcije nisu se značajno 

razlikovali. Efikasnost tehnika primenjenih za ekstrakciju PA, u odnosu na dobivrne 

prinose alkaloida, opada u nizu: ekstrakcija pomoću rotacionog miksera > ultrazvučna 

ekstrakcija > maceracija. Dakle, ekstrakcija pirolizidinskih alkaloida iz biljnog 

materijala u sumpornoj kiselini (C=1 mol/L) je najefikasnija kada se ekstrakcija radi 

pomoću rotacionog miksera tokom tri dana.  
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Slika 48. Poređenje prinosa pirolizidinskih alkaloida (PA1–PA6)  dobivenih nakon 

tri dana ekstrakcije na ultrazvučnom kupatilu, tri dana ekstrakcije pomoću 

rotacionog miksera i četiri dana maceracije biljnog materijala u sumpornoj 

kiselini (C=1 mol/L). 
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4.3.3.3. Zapremina rastvora sumporne kiseline 

 Nakon što je utvrđena optimalna koncentracija sumporne kiseline (C=1 mol/L), 

vreme (tri sata)  i tehnika ekstrakcije pirolizidinskih alkaloida iz biljnog materijala, 

određena je i optimalna zapremina rastvora kiseline u odnosu na masu uzorka biljke. 

Odmereni uzorci suve, usitnjene i homogenizovane biljke, mase 1,00 g, su ekstrahovani 

pomoću rotacionog miksera tokom tri dana sa različitim zapreminama sumporne 

kiseline (C=1 mol/L): 25 ml, 30 ml, 35 ml, 40 ml, 45 ml i 50 ml. Zavisnost prinosa od 

upotrebljene zapremine sumporne kiseline za svaki od šest alkaloida, i vrednosti 

relativnih standardnih devijacija, dobijenih za eksperimente rađene kao tri probe, 

prikazani su na slici 49 i u tabeli 12. 

 Najveći prinosi za pet od šest praćenih pirolizidinskih alkaloida (PA1, PA2, 

PA3, PA5 i PA6) su  dobijeni pri ekstrakciji 1,00 g biljnog materijala sa 30 ml 1 M 

sumporne kiseline. Sa povećanjem zapremine kiseline prinosi ovih pet alkaloida su 

opadali. Za PA4 najveći prinos je dobiven pri ekstrakciji 1,00 g biljke sa 40 ml kiseline. 

Na onovu navedenog zaključeno je da optimalna zapremina sumporne kiseline (C=1 

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

Tabela 12. Vrednosti relativnih standardnih devijacija (%) prinosa praćenih PA, 

koje su dobivene pri optimizaciji zapremine rastvora sumporne kiseline 

(C=1 mol/L), neophodne za ekstrakciju 1,0 g suvog biljnog materijala 

pomoću rotacionog miksera. Eksperimenti su rađeni kao tri probe. 

 

RSD (%) Zapremina rastvora  

 sumporne kiseline 

(C=1 mol/L) 
PA1 PA2 PA3 PA4 PA5 PA6 

25 ml 18,94 29,60 16,06 20,10 27,42 9,22 

30 ml 15,88 20,86 13,78 15,08 29,84 20,58 

35 ml 16,44 9,22 15,49 3,47 29,80 23,34 

40 ml 13,14 22,65 17,64 5,25 2,78 26,62 

45 ml 19,76 21,67 17,20 20,94 12,28 14,59 

50 ml 11,54 6,57 24,50 2,05 25,80 17,43 
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Slika 49. Zavisnost prinosa PA1–PA6 od zapremine rastvora sumporne kiseline 

(C=1 mol/L), koja je primenjivana za ekstrakciju 1,00 g suvog biljnog 

materijala pomoću rotacionog miksera, u periodu od tri dana.  
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4.3.4. Ekstrakcija alkaloida iz alkalnog rastvora metilen-hloridom 

 Nakon ekstrakcije biljnog materijala rastvorom sumporne kiseline (C=1 mol/L) 

(pomoću rotacionog miksera), rastvor alkaloida se ceđenjem odvaja od biljnog ostatka. 

U kiselom rastvoru pirolizidinski alkaloidi su protonovani, odnosno nalaze se u obliku 

soli i stoga su lako rastvorni u vodi. U sledećem koraku se kiseli rastvor ekstrahuje 

metilen-hloridom, što omogućava da se iz rastvora uklone jedinjenja koja su nepolarnija 

od alkaloida. U prečišćeni kiseli rastvor alkaloida dalje se dodaje rastvor amonijum-

hidroksida do alkalne reakcije rastvora. Pirolizidinski alkaloidi se u alkalnoj sredini 

nalaze u deprotonovanom obliku i stoga se mogu ekstrahovati metilen-hloridom. Cilj 

ovog eksperimenta je optimizacija pH vrednosti alkalnog rastvora pri kome bi se 

postigao maksimalan prinos izolovanih pirolizidinskih alkaloida. Stoga je ekstrakcija 

pirolizidinskih alkaloida metilen-hloridom izvođena pri različitim pH vrednostima 

rastvora: 7,50; 8,00; 8,50; 8,75; 9,00; 9,25; 9,50; 9,75; 10,00 i 10,50. Zavisnost prinosa 

svakog od šest okarakterisanih alkaloida od pH vrednosti alkalnog rastvora prikazane su 

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

 Za alkaloide PA2, PA4, PA5 i PA6 najveći prinosi su dobiveni kada su oni 

ekstrahovani iz rastvora čiji je pH bio 9. Sa porastom pH vrednosti rastvora prinosi ovih 

alkaloida su se smanjivali. Prinosi alkaloida PA1 i PA3 su bili dvostruko veći kada su 

ekstrahovani iz rastvora čiji je pH bio 10,5 u odnosu na rastvor čiji je pH 9. Zbog 

strukturnih razlika pirolizidinskih alkaloida ovaj korak u izolovanju po potrebi može biti 

prilagođen stukturnom tipu pirolizidinskih alkaloida. Takođe je moguće da se 

ekstrakcije metilen-hloridom rade iz rastvora na dve pH vrednosti ili da se alkaloidi 

ekstrahuju iz rastvora podešenog na jednu pH vrednost, ali sa većim brojem ponovljenih 

ekstrakcija metilen-hloridom, sve do negativne reakcije na alkaloide sa Dragendorff-

ovim reagensom. Budući da je za većinu analiziranih alkaloida maksimalan prinos 

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

alkalnog rastvora iz koga se alkaloidi ekstrahuju metilen-hloridom.  
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Tabela 13. Relativne standardne devijacije (%) prinosa PA dobivenih tokom 

optimizacije pH vrednosti rastvora za ekstrakciju metilen-hloridom. 

Eksperimenti su rađeni kao tri probe. 

 

RSD (%) 
pH vrednost PA1 PA2 PA3 PA4 PA5 PA6 

7,50 14,31 18,23 8,76 13,44 11,58 11,66 

8,00 15,12 14,33 12,99 11,81 8,77 24,31 

8,50  11,43 17,26 9,88 9,82 13,22 12,88 

8,75 8,76 12,33 17,47 10,13 16,47 7,46 

9,00 11,88 21,14 11,68 13,14 14,57 11,83 

9,25 20,01 19,76 6,46 8,77 9,11 14,76 

9,50 13,44 13,13 12,77 19,26 11,08 21,13 

9,75 7,99 28,31 19,16 24,01 8,51 14,03 

10,00 11,48 10,17 21,44 17,37 18,34 17,19 

10,50 6,43 15,34 18,93 19,77 16,27 11,18 

 

4.3.5. Broj ponovljenih ekstrakcija alkaloida iz alkalnog rastvora sa 

metilen-hloridom 

 Pirolizidinski alkaloidi se iz baznog rastvora najčešće ekstrahuju metilen- 

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

ovom eksperimentu ispitana je zavisnost prinosa pirolizidinskih alkaloida ekstrahovanih 

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

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

svakog od šest praćenih alkaloida u zavisnosti od broja reekstrakcija prikazani su na 

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

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

ekstrakcije sa po 30 ml metilen-hlorida, a za PA4 i PA5 sa četiri ekstrakcije. U slučaju 

PA2 i PA6 prinosi postignuti nakon pet reekstrakcija su veći u odnosu na četiri, ali 

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

hlorida, četiri. 

 

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

alkalnog rastvora (pH 9). 

 

 

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

broja uzastopnih ekstrakcija metilen-hloridom iz alkalnih rastvora na pH 

9. Eksperimenti su rađeni kao tri probe. 

 

RSD (%) Broj ekstrakcija 

metilen-hloridom PA1 PA2 PA3 PA4 PA5 PA6 

1 8,08 12,42 24,18 15,20 13,36 25,37 

2 4,01 38,27 16,75 22,53 23,83 10,80 

3 8,35 4,68 9,41 29,66 14,41 12,35 

4 18,75 20,74 29,74 26,48 29,48 16,45 

5 17,19 9,68 17,82 21,37 19,61 16,22 
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  Zaključak 

Do sad su opisani brojni postupci za izolovanje i prečišćavanje pirolizidinskih alkaloida, ali 

zbog raznolikosti njihovih struktura i hemijskih svojstava, ni jedan od njih  nije našao 

široku primenu u praksi. Stoga jer cilj ove doktorske teze bila optimizacija svih faza 

postupka za izolovanje pirolizidinskih alkaloida iz biljnog materijala, koji omogućava da se 

ova jedinjenja sa značajnim strukturnim razlikama izoluju sa maksimalnim prinosom, što je 

veoma značajno za određivanje često veoma toksičnih PA nekom od instrumentalnih 

metoda, kao i za izolovanje PA u cilju određivanja njihove strukture i biološke aktivnosti. 

Kao model-sistem upotrebljena je biljna vrsta R. umbellata Bunge. Pored toga, cilj teze je i 

izolovanje pojedinačnih alkaloida iz pomenute biljne vrste, njihova karakterizacija, 

odnosno određivanje struktura.  

U cilju praćena prinosa PA tokom optimizacije postupka izolovanja utvrđen je 

pirolizidinski sastav R. umbellata Bunge i izolovano je šest PA (7-angeloilheliotridan, 7-

angeloilheliotridin, lindelofin, 7-angeloilrinderin, punktanecin i heliosupin, 1 – 6, redom), 

čije su  strukture određene NMR spektroskopijom  i masenom spektrometrijom: 

 

Različiti uslovi i tehnike izolovanja PA iz biljnog materijala ispitani su i poređeni: vreme 

ekstrakcije maceracijom biljnog materijala u metanolu, efikasnost ekstrakcija metanolom, 

etanolom i rastvorom sumporne kiseline, ekstrakcija sumpornom kiselinom (koncentracija i 

zapremina sumporne kiseline, različite tehnike za ekstrakciju (maceracija na sobnoj 

temperaturi, ultrazvučna ekstrakcija, ekstrakcija pomoću rotacionog miksera), vreme 
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trajanja ekstrakcije, pH vrednost rastvora za ekstrakcije PA u baznoj sredini metilen-

hloridom, broj ponovljenih ekstrakcija metilen-hloridom iz alkalnog rastvora. Sadržaj i 

prinos pirolizidinskih alkaloida u izolovanim i prečišćenim smešama praćen je pomoću 

GC-MS/FID. Za izračunavanje prinosa upotrebljavan je pentakozan kao inertni standard. 

Na osnovu dobivenih rezultata izvedeni su sledeći zaključci: 

- Pri ekstrakciji PA  iz osušenog, usitnjenog i homogenizovanog biljnog materijala 

mase 1,00 g maceracijom u metanolu, na sobnoj temperaturi, za svih šest izolovanih 

pirolizidinskih alkaloida (PA1-PA6) najveći prinosi se dobivaju nakon četiri dana  

maceracije.  

- Poređenjem prinosa svih šest PA, dobivenih pri ekstrakciji metanolom, etanolom i 

rastvorom sumporne kiseline, u toku četiri dana na sobnoj temperaturi, utvđeno je 

da je ekstrakcija  rastvorom sumporne kiseline najefikasnija.  

- Ekstrakcija PA sumpornom kiselinom omogućava izolovanje većeg broja 

pirolizidinskih alkaloida u odnosu na ekstrakcije etanolom i metanolom. Pored toga, 

pri upotrebi sumporne kiseline smanjuje se broj koraka u celokupnom postupku 

izolovanja, što je veoma značajno za laboratorijsku praksu. 

- Pri maceraciji biljnog materijala na sobnoj temperaturi, rastvorima sumporne 

kiseline različitih koncentracija (0,05 mol/L; 0,1 mol/L; 0,25 mol/L; 0,5 mol/L; 0,75 

mol/L; 1 mol/L; 1,25 mol/L i 1,5 mol/L), utvrđeno je da je optimalna koncentracija 

za ekstrakciju svih šest PA 1 mol/L. 

-  Primenom različitih tehnika za ekstraciju PA iz biljnog materijala (maceracija, 

ekstrakcija na ultrazvučnom kupatilu, ekstrakcija pomoću rotacionog miksera) 

rastvorom  sumporne kiseline koncentracije 1 mol/L, i određivanjem vremena 

ekstrakcije koje omogućava najveće prinose za svaku tehniku, utvrđeno je da je 

optimalno vreme za maceraciju biljnog materijala četiri dana, a za ekstrakciju 

ultrazvukom  i pomoću rotacionog miksera tri dana.   
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- Efikasnosti tehnika primenjenih za ekstrakciju PA (maceracija, ultrazvučna 

ekstrakcija, ekstrakcija pomoću rotacionog miksera) poređene su u odnosu na 

prinose svih šest alkaloida (PA1- PA6), koji su dobiveni pri optimalnim vremenima 

ekstrakcija. Ekstrakcija pomoću rotacionog miksera je najefikasnija. Prinosi 

alkaloida dobiveni ovom tehnikom su 1,5 do 3 puta veći u odnosu na prinose 

dobijene ultrazvučnom ekstrakcijom, odnosno  3 do 20 puta veći u odnosu na 

maceraciju biljnog materijala.   

- Kada se polazi od 1,00 g suvog, usitnjenog i homogenizovanog biljnog materijala, 

za ekstrakciju pirolizidinskih alkaloida optimalno je upotrebiti 30 ml rastvora 

sumporne kiseline (C=1 mol/L ) (uz primenu rotacionog miksera, u trajanju od tri 

dana).  

- Posle ekstrakcije biljnog materijala rastvorom sumporne kiseline (C=1 mol/L ), 

odvajanja kiselog ekstrakta od ostatka biljnog materijala, uklanjanja jedinjenja koja 

su nepolarnija od alkaloida metilen-hloridom, prečišćenim kiselim rastvorima se 

doda amonijak i alkaloidi ekstrahuju metilen-hloridom. Optimalno pH vrednost 

rastvora za izolovanje većine okarakterisanih PA sa maksimalnim prinosom iznosi 

9. 

- Ekstrakciju PA iz alkalnog rastvora (pH 9) trebalo bi ponoviti četiri puta 

(optimalni broj ekstrakcija) sa po 30 ml metilen-hlorida, što omogućava 

maksimalne prinose.  

Dakle, optimizovani postupak omogućava da se u svakoj fazi izolovanja za većinu 

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

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

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

pirolizidinskih alkaloida, za ispitivanje njihove  biološke aktivnosti, ali i za pripremu 

uzoraka biljnog materijala u cilju pouzdanog određivanja njihovog sadržaja. 
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VERIFIN u Finskoj. 

Novembra 2003. zaposlen je u Centru za hemiju IHTM-a. U zvanje asistenta pripravnika 

na Hemijskom fakultetu Univerziteta u Beogradu izabran je 2004. godine, a u zvanje asistenta 

2008. godine. Držao je vežbe iz više predmeta na Katedri za analitičku hemiju Hemijskog 

fakulteta.  

Od 2004. godine angažovan je na naučnim projektima finansiranim od strane 

Ministarstva za prosvetu, nauku i tehnološki razvoj. U okviru svog naučno-istraživačkog rada 

bavi se hemijom sekundarnih metabolita biljaka, hromatografskim i spektroskopskim tehnikama 

analize njihove strukture, ispitivanjem njihove aktivnosti, kao i razvojem metoda za njihovo 

izolovanje i prečišćavanje.  

Koautor je 16 radova sa SCI liste, od toga 9 u vodećim međunarodnim časopisima (4 u 

vrhunskim međunarodnim časopisima kategorija M21 i 5 u istaknutim međunarodnim 

časopisima kategorije M22), a 7 u međunarodnim časopisima (kategorija M23).  

Član je Srpskog hemijskog društva Srbije.  
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