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Separation of pyrrolizidine alkaloids from roots of Symphytum officinale

Abstract

Pyrrolizidine alkaloids are a group of substances that are based on pyrrolizidine as a structural
element. Many plants build pyrrolizidine alkaloids as protection against herbivores. Many
pyrrolizidine alkaloids show hepatic toxicity, especially unsaturated ones. In this regard it is
important to have analytical methods to detect and identify pyrrolizidine alkaloids in plants. The
described application note presents such a method for pyrrolizidine alkaloids obtained from the
roots of Symphytum officinale.
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Compound information

Classification Compound name

Pyrrolizidine alkaloids Lycopsamine
Intermedine
Symphytine

Intermedine Lycopsamine

Chromatographic conditions

Column VDSpher® PUR 100 C18-SE

Particle Size, Length X inner diameter 5 um, 250 x 4.6 mm

Order number N2546E18BVP)

Guard cartridge VDSpher® PUR 100 C18-SE

Particle Size, Length X inner diameter 5um, 10 X 4 mm

Order number V1040E18BVPJ

Separation mode descriptions analytical, reversed phase

Mobile Phase A: 99.9 vol% of 5mM ammonium formate

(aqueous solution), 0.1 vol% formic acid

B: 99.4 vol% MeOH, 0.5 vol% of 5mM
ammonium formate (aqueous solution), 0.1 vol%
formic acid

Elution conditions Gradient
0-0.8 min: 5% B
0.8-18.1 min: 5% to 35% B
18.1-24.8 min: 35% B
24.8-25.5 min: 35% to 80% B
25.5-45 min: 80% to 100% B
45-55 min: 100% B
55-55.2 min: 100% to 5% B
55.2-65 min: 5% B

Flow rate 0.6 ml/min

Injection 5ul

Column temperature ambient




HPLC system

Autosampler / Degasser / Micro Pump Series

200 (Perkin Elmer Corp., Rodgau)

Detector: AP12000 (PE Sciex Germany GmbH,

Darmstadt); detailed description in German in

(1]

Sample and sample preparation

Sample extraction based on ref. [3], detailed
description in German in [4]

Monoester fraction: 15 mg/|

Diester fraction: 15 mg/I

Total extract: 25 mg/I
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Monoester / Diester Fraction
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[1] Die MS Analytik wurde im positiven Modus durchgefiihrt, wobei die Proben zur Ubersicht
zunachst im Full-Scan-Modus gemessen wurden, und die dabei detektierten Pyrrolizidinalkaloide
anschlieRend qualitativ tiber charakteristische Fragmentierungen im Product-lon-Scan-Modus
identifiziert wurden. Auerdem wurden die Proben einem Precursor-lon-Scan-Modus unterzogen,
um Uber das charakteristische Fragmentierungsmuster des PA-1,2-ungesattigten-Grundkorpers
Riickschliisse auf Vorlduferionen ziehen zu kénnen. Dabei wurden immer folgende Uberginge
gemessen: [M+H]+ = 120,08; [M+H]+ = 138,09; [M+H]+ = 154,09 und [M+H]+ = 136,09. So bestand
die Moglichkeit, evtl. unbekannte PAs in den Proben detektieren zu kénnen (siehe auch [2]).

[2] A. These, D. Bodi, S. Ronczka, M. Lahrssen-Wiederholt, A. Preiss-Weigert, Structural screening by
multiple reaction monitoring as a new approach for tandem mass spectrometry: presented for the
determination of pyrrolizidine alkaloids in plants, Analytical and bioanalytical chemistry, 2013, 405,
9375-9383.

[3] G. Tittel, H. Hinz, H. Wagner, Quantitative Bestimmung der Pyrrolizidinalkaloide in Symphyti Radix
durch HPLC. Planta Med. 1979, 37, 1-8.

[4] Extraktion von Pyrrolizidinalkaloiden aus Beinwell-Wurzeln (Symphytum officinale):

(in Anlehnung an [3], prasentiert auf einem Poster bei der Regionaltagung der
LChG/Regionalverbandstagung Stidwest am 11./12.03.2015: K.-H. Merz, J. Keller, J. Miiller, M.
Hittinger, D. Schrenk, Sicherheitsbewertung von Pyrrolizidinalkaloiden I: Extraktion der Alkaloide,
Herstellung der Alkaloid-Grundkérper und Testung eines Beinwell-Extraktes im Ames-
Fluktuationstest)

Getrocknete, gemahlene Beinwellwurzeln (3 x 30 g) werden mit Methanol (3 x 300 ml) fiir 3x 24 h in
einer Soxhlet-Apparatur extrahiert. Nach jeweils 24 h wird frisches Methanol vorgelegt. Die einzelnen
Extrakte werden bis auf ca. 100 ml eingeengt und fir einige Stunden bei 4°C gelagert. Das
ausgefallene Allantoin wird abfiltriert und das Filtrat bis zur Trockne eingeengt. Es ergibt sich ein
schwarz-rétlicher, 6liger Riickstand.

Zur Reduzierung moglicher N-Oxide wird der 6lige Riickstand in 0,5 M HCI (150 ml) aufgenommen
und der l6sliche Teil mit Zinkpulver (3 g) Gber Nacht geriihrt. Nach Filtration von ungeldstem Zink
wird die Lésung mit NH,OH auf pH 9-10 gebracht und ausgefallenes Zn(OH), abfiltriert. Die nun gelbe



Losung wird mit 5 x 100 ml CHCl; im Scheidetrichter extrahiert und die organische Phase zur Trockne
eingeengt. Es entsteht ein gelb-briunliches Ol als Riickstand (ca. 120 mg / 90 g Beinwellwurzel).

Die Trennung der Di-Ester (R¢ 0,60) und Mono-Ester (R¢ 0,20) erfolgt mittels Sdulenchromatographie
(Kieselgel 60, KorngréRe 63 - 200 um, FlieBmittel: CHCls/MeOH/NH4OH (20 %) 40 : 9 : 1). Aus 700 mg
getrocknetem Rohextrakt wurden 470 mg (67%) Di-Ester und 150 mg (21%) Mono-Ester gewonnen.
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