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Jakosciowe oznaczanie morfiny, kodeiny i tebainy
w makowinach metoda HPLC
do celow hodowlanych

HPLC qualitative analysis of morphine, codeine and thebaine
in poppy capsules for breeding purposes
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Hodowla maku ma na celu zaréwno wyhodowanie makéw o niskiej zawartosci alkaloidéw
(ponizej 0,05% morfiny), jak i selekcj¢ odmian dla celow medycznych charakteryzujacych si¢ wysoka
zawartoscia niektorych alkaloidow (morfina, tebaina). Stosowana dotychczas kolorymetryczna
metoda oznaczania zawarto$ci morfiny nie uwzglednia pozostatych alkaloidow. Poniewaz jednym
z celow w hodowli maku jest mak wysokotebainowy zmodyfikowano metodg chromatografii cieczo-
wej do seryjnych analiz sktadu alkaloidow w makowinach, aby dostarczyé hodowcom narzgdzia do
selekceji nowych genotypdéw maku o pozadanych cechach
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Modern poppy seed breeding target is obtaining new varieties with low alkaloid content (below
0.05% morphine) and varieties with high content of some alkaloids (morphine, thebaine) for medical
purposes as well. Colorimetric method used until now allows only morphine estimation, without other
existing alkaloids. One of the main targets of contemporary poppy seed breeding is development of
the varieties with high thebaine yield. HPLC method was adopted for alkaloid analysis. Samples were
extracted with the method developed for colorimetrical analysis of morphine content and extract was
injected into HPLC column C18 BDH. Alkaloids were eluted by gradient acetonitrile : phosphate
buffer (pH =3.8). Signal from diode array detector was measured at 230 nm. During method
development alkalic elution (Gomez-Serranillos) and acidic elution (Singh) were examined as well.
Due to the problems with columns stability the acidic method was selected and optimized. Analysis
by acidic method is comparatively cheaper and faster. The resolution is good. The calibration
coefficients against pholcodine were calculated and applied for estimation of alkaloid composition.
The method is environmentally safe. The developed method provides plant breeders with a tool for
selection of new varieties with desired alkaloid content and composition.

Wstep

Hodowla maku ma na celu zar6wno wyhodowanie makow o niskiej zawar-
tosci alkaloidéw (ponizej 0,05% morfiny), jak i selekcje odmian charakteryzujacych
si¢ wysoka zawartoscia niektorych alkaloidow (morfina, tebaina) dla celow me-
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dycznych (Bernath 1998). Stosowana dotychczas kolorymetryczna metoda analizy
zawartosci morfiny nie uwzglednienia pozostalych alkaloidow (Krzymanski,
Przytuska 1967; Michalski, Kotodziej 1997). Do oznaczania sktadu alkaloidow
stosuje si¢ rozne odmiany wysokocisnieniowej chromatografii cieczowej w odwro-
conej fazie (Gomez 1994, Singh 2000, Trenerry 1995, Shoyama 1998). Najczesciej
stosowane sa kolumny C18 w szerokiej gamie dostgpnych na rynku wers;ji.
Z uwagi na zroéznicowana polarno$¢ poszczegoélnych alkaloidow wskazana jest
elucja gradientowa. Silnie polarny eluent (woda, bufor fosforanowy (Singh), octan
amonu (Gomez-Serranillos)) modyfikowany jest metanolem lub acetonitrylem, aby
rozciagna¢ chromatogram i lepiej rozdzieli¢ piki poszczegodlnych alkaloidow. Ponie-
waz jednym z celow w hodowli maku jest mak wysokotebainowy zmodyfikowano
metode chromatografii cieczowej do rutynowej analizy sktadu alkaloidow w mako-
winach, aby dostarczy¢ hodowcom narzedzia do selekcji nowych genotypow maku
o0 pozadanym sktadzie.

Materialy i metody

Do oznaczen zastosowano chromatograf cieczcowy HP 1090 z detektorem
»diode arrray” (DAD) pozwalajacym na pomiar absorpcji w catym widmie Iub jego
wycinkach. Materialy badawcze pochodzily z kolekcji IHAR. Ekstrakcje alka-
loidéow prowadzono wykorzystujac metodyke opracowana dla metody kolory-
metrycznej (Krzymanski, Przytuska 1967; Michalski, Kotodziej 1997). Rozdziatu
alkaloidow makowych dokonywano pracujac w odwroconych fazach. Sygnat
frakcji opuszczajacych kolumng mierzono za pomoca spektrometru DAD przy
dtugosci fali 230 nm (zostal dobrany na podstawie widm czystych sktadnikow).
Dane opracowano za pomoca oprogramowania chromatograficznego Chemstation.
Do ustalenia czaséw retencji uzyto wzorce czystych alkaloidéw — tebaing, morfing
1 kodeing zakupione wczesniej z Polfa — Kutno oraz folkodyne (Smith-Macfarlane).

Kolumny Hypersil BDH C18, Zorba C18 oraz Avanti BDH C18 zakupiono
w firmie Altech.

Wyniki

Preparatyka probki
Ekstrakcja alkaloidéw z makowin i wstepne oczyszczanie

Probke 0,5 g roztartych makowek mieszano z weglanem sodu, dodawano 1 ml
roztworu heksan — n-butanol (5 : 13), po czym mieszaning nabijano kolumne eks-
trakcyjna (30 cm x 1 cm) zakorkowana saczkiem z waty. Alkaloidy ekstrahowano
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15 ml roztworu heksan — butanol. Z przecieku pobierano 2 ml roztworu i odparo-
wywano do sucha pod strumieniem powietrza. Osad rozpuszczano w 2 ml buforu
fosforanowego lub octanu amonu, w zaleznos$ci od fazy cieklej stosowanej do
elucji narkotykéw z kolumny HPLC, a nastepnie roztwor przesaczano przez bibute
filtracyjna.

Otrzymany przesacz podawano na kolumng przez zawoér dozujacy (20 pl)
chromatografu. Sygnat mierzono przy dtlugosci fali 230 nm wybranej na podstawie
analizy widm czystych alkaloidow.

Rozdzial chromatograficzny

W pierwszym etapie badan zastosowano metod¢ rozdzialu przy wysokim pH,
opisang przez Gomez-Serranillosa i in. (1994). Uzyto kolumny Hypersil BDS C18
15 uM 150 x 4,6 mm. Do ekstraktu dodawano folkodyne jako wzorzec wewnetrzny
otrzymujac zadowalajace rozdziaty (rys. 1), przy czym czas trwania jednej analizy
wynosit 40 minut. Do elucji uzyto uktadu rozpuszczalnikéw: (A) metanol — (B)
wodny roztwér octanu amonu + metanol (33:67) o pH 10,5; sktad eluentu zmie-
niano gradientowo od 10 do 30% sktadnika A. Na podstawie posiadanych wzorcow
(morfina, tebaina, kodeina i folkodyna) ustalono potozenie pikow, a obrobke
ilosciowa wynikow ograniczono do analizy skladu alkaloidow. Przyktadowy
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Rys. 1. Analiza roztworu wzorcow alkaloidow metoda zasadowa — Alkaloids standards solution
analysis by basic method



624 Krzysztof Michalski

rozdziat pokazano na rysunku 1. Uzyta kolumna (Hypersil C18 BDS) wytrzymata
okoto 200 rozdziatow, gdyz okazala si¢ nieodporna na wysokie pH. Podj¢to wigc
probe z kolumna Zorbax C18 odporna na wysokie pH, lecz otrzymane za jej
pomoca rozdzialy byly niezadowalajace, podobnie niezadowalajace wyniki
uzyskano na innych testowanych kolumnach C18.

Trudnosci z dobraniem kolumny odpornej na wysokie pH spowodowaty, ze
zdecydowano si¢ na przebadanie alternatywnej metody rozdziatu chromatogra-
ficznego w $srodowisku kwasnym (pH = 3-3,8) w uktadzie eluentow: acetonitryl —
bufor fosforanowy (20 : 80) przy pH = 3,8 (Singh 2000). Metode t¢ zmodyfiko-
wano wprowadzajac wymywanie gradientowe, aby lepiej oddzieli¢ pik morfiny od
zanieczyszczen oraz uzyskac czas rozdzialu nie przekraczajacy 20 minut. W wyniku
opracowano wymywanie w gradiencie podanym w tabeli 1.

Tabela 1
Zmodyfikowana metoda elucji alkaloidow metoda kwasna
Modified method of elution of alkaloids by acidic method
Wymywanie w gradiencie (zbiornik A — acetonitryl, zbiornik B — bufor fosforanowy o pH = 3,8)
Gradient elution (tank A — acetonitrile, tank B — phosphate buffer pH = 3.8)

Czas [min.] Udziat % buforu fosforanowego
Time Percent of phosphate buffer

0 95
5,5 90

6 80

14 80

15 95

20 95

Wyniki analizy wzorcowej mieszaniny alkaloidow pokazuje rysunek 2, a ana-
lizg ekstraktu z makowin rysunek 3. Przy stosowaniu folkodyny jako wzorca wew-
ne¢trznego konieczne jest precyzyjne dobranie gradientu, aby rozdzieli¢ folkodyng
od morfiny. Na podstawie wzorcow ustalono wzajemne wspolczynniki kalibra-
cyjne (tab. 2), co umozliwito oznaczenie sktadu alkaloidow w probce. Za pomoca
opracowanej metody przebadano seri¢ probek makowin dla potrzeb prac hodow-
lanych.

Poniewaz dla wstepnych prac hodowlanych wymagany jest gléwnie skiad
alkaloidow, ograniczono si¢ do badania sktadu, rezygnujac ze stosowania drogiego
wzorca wewngetrznego potrzebnego do oznaczen ilosci poszczegdlnych alkaloidow
w makowinach. Kolumna HPLC wytrzymuje ok. 300 oznaczen. Przeprowadzone
proby przemywania jej izopropanolem pozwalaty na przejsciowe przywrocenie jej
sprawnosci, jednak nie dato si¢ w ten sposob przedtuzy¢ znaczaco jej uzytecznosci.
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Tabela 2
Wspotczynniki kalibracyjne w odniesieniu do wzorca wewngetrznego (folkodyna)
Calibration coefficients against internal standard (pholcodine)
Alkaloid Wspotezynnik kalibracyjny wzgledem folkodyny Czas retencji
Alkaloid Calibration coefficient Retention time
Morfina — Morphine 1,273 £ 0,01 4,024
Kodeina — Codeine 1,422 £0,01 8,411
Tebaina — Thebaine 1,593 £ 0,02 12,839
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Rys. 2. Analiza roztworu wzorcow alkaloidow metoda kwasng — Alkaloids standards solution
analysis by acidic method

Whioski

1.  Opracowana modyfikacja metody jest stosunkowo szybka i pozwala na okres-
lenie sktadu alkaloidéw nawet w pojedynczej makowce.

2. Mozliwe jest stosowanie niedrogich kolumn, a odczynniki uzywane do elucji
sa tanie i niegrozne dla Srodowiska

3. Metoda jest wystarczajaca do pierwszej fazy selekcji polegajacej na wyszuki-
waniu ro$lin o dominujacej zawartosci jednego z alkaloidow.
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Rys. 3. Analiza alkaloidow wyekstrahowanych z makowin (mak wysokomorfinowy) metoda kwasna
Analysis of alkaloids extracted from poppy seed capsules (high morphine poppy) using acidic method
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