Analiza zawartos$ci nikotyny w liSciach tytoniu oraz wyrobach tytoniowych z

wykorzystaniem techniki elektroforezy kapilarnej (CE) i ultra-wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej z detekcja spektrometrii mas (LC-MS)

WPROWADZENIE

Alkaloidy to niejednorodna grupa zwigzkéw organicznych, gtbwnie pochodzenia roslinnego
lub syntetycznego, zwykle o wtasciwosciach zasadowych ze wzgledu na obecnos¢ atomu (lub
atomoOw) azotu, najczeSciej w pierScieniach heterocyklicznych. Alkaloidy wykazujg szerokie
spektrum dziatania fizjologicznego, od stymulujgcego (kofeina, lobelina), poprzez
narkotyczne (morfina, kokaina), do toksycznego (nikotyna, strychnina). Dla obecnie
poznanych ponad 20000 struktur alkaloidéw (wystepujacych u okoto 20% znanych
gatunkdw roslin wyzszych) substratami sg cztery aminokwasy naturalne: L-ornityna, L-lizyna,
L-fenyloalanina i L-tryptofan. R6Zznorodnos¢ budowy chemicznej alkaloidéw Swiadczy o tym,
iz nie posiadaja one jednorodnego mechanizmu biosyntezy.

Alkaloidy wytwarzane s3 przez roS$liny makowate (Papaveraceae), bobowate (Fabaceae),
jaskrowate (Ranunculaceae), psiankowate (Solanaceae) oraz niektdre rosliny nizsze, takie jak
widtaki czy skrzypy. Gromadzone s3 najcze$ciej w liSciach, owocach i nasionach, a takze w
kwiatach, korzeniach, bulwach oraz w korze. Ich zawarto$¢ waha sie od ilosci sladowych do
10%, jak to ma miejsce w przypadku chininy w korze chinowca. W $wiecie zwierzat obecnos¢
alkaloidéw stwierdzono u owad6w, salamander, niektérych zab i wijow. U owadéw s3a one
zwykle pochodzenia wtdérnego - pobierane wraz z pokarmem stanowig ochrone przed
drapieznikami. Sposrod wielu roslin psiankowatych na szczegélng uwage zastuguje tyton,
uprawiany na masowq skale od konica XIX wieku jako popularna uzywka stuzaca do wyrobu
papieroséw.

Tyton pozyskiwany jest z dwdch gatunkdw roslin, mianowicie Nicotiana tabacum i Nicotiana
rustica, oba pochodzg z Andow Peruwianskich i Ekwadorskich. Tyton stosowano na wiele
sposobéw: palono w fajkach, wdychano, Zuto, zjadano, spozywano jako herbate, stosowano do
ptukania jelit, rozcierano na skoérze w celu zwalczania wszy, wkraplano jako krople do oczu, a
takze stosowano w masciach, srodkach przeciwbélowych oraz Srodkach antyseptycznych.
Zwyczaj palenia tytoniu znany jest od co najmniej trzech tysiecy lat. Chociaz Krzysztof Kolumb
odkryt go dopiero gdy dotart do Ameryki w 1492 roku, to starozytne rzezby Swigtynne w
Ameryce Srodkowej przedstawiaja zwyczaj palenia tytoniu juz 1 000 lat przed nasz3 era.

Powszechnie wiadomo, ze dym tytoniowy zawiera ponad 4 000 zwigzkéw chemicznych, w
tym nikotyne, tlenek wegla, benzo[a]piren (prekancerogen wystepujacy w smotce
papierosowej), substancje draznigce drogi oddechowe (takie jak akroleina, formaldehyd,
fenole) i inne. Zwigzkiem ksenobiotycznym, na ktory nalezy zwrdci¢ szczegdlng uwage, jest
benzo[a]piren, wytwarzany podczas spalania materiatéw roslinnych zawierajacych tyton,
ktéry u ludzi i zwierzat metabolizowany jest do benzo[a]pireno-7,8-dihydrodiolu-9,10-
epoksydu, czynnika silnie rakotworczego. Jednakze wiekszo$¢ badan klinicznych pokazuje, ze
to nikotyna jest gtbwnym czynnikiem odpowiedzialnym za rozwéj uzaleznienia od tytoniu.

Tyton, oprécz nikotyny, zawiera rowniez wiele innych alkaloidéw, w tym ponad 20 réznych
substancji, ktére sa pochodnymi nikotyny. Nikotyna jest najliczniejszym sposrod lotnych
alkaloidow w lisciach tytoniu, stanowigcym okoto 98% catkowitej zawartoSci alkaloidow.
Pozostate alkaloidy tytoniowe, takie jak nornikotyna, anabazyna, anatabina, kotynina i jeszcze
kilka innych zwigzkéw (Ryc. 1), sa rdwniez farmakologicznie aktywne, ale wykazujq mniejsza
aktywno$¢ niz nikotyna.
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Ryc. 1. Struktura chemiczna wybranych alkaloidéw tytoniu

Nikotyna jest organicznym zwigzkiem chemicznym z grupy alkaloidéw pirydynowych,
zawartym przede wszystkim w réznych gatunkach tytoniu oraz innych roslinach z rodziny
psiankowatych (Solanaceae), takich jak ziemniaki, pomidory, papryka czy baktazan. Suche
liScie tytoniu szlachetnego Nicotiana tabacum zawierajg od 2 do 8% nikotyny, natomiast tyton
indianski (,dziki tyton”) Nicotiana rustica moze zawiera¢ nawet do 18% tego alkaloidu.

Po raz pierwszy nikotyna zostata wyizolowana w 1828 roku zas$ jej struktura, 3-(N-metylo-2-
pirolidynylo)-pirydyny, Ci0H14N2, zostata zaproponowana w 1895 roku i potwierdzona w
1904 roku w wyniku syntezy chemicznej. Czysta nikotyna to klarowna oleista ciecz o
charakterystycznym, intensywnym zapachu, brunatniejgca na powietrzu (w wyniku
utleniania do kwasu nikotynowego). Nikotyna moze wystepowa¢ w postaci wolnej zasady lub
jako s6l dwuchlorowodorkowa, salicylowa, siarczanowa lub dwuwinianowa. Hydrofobowe
wtasciwosci pirydyny i pierScienia pirolidynowego w czgsteczce nikotyny nadajg jej charakter
lipofilowy, co powoduje dobra rozpuszczalnos¢ tego alkaloidu w lipidach.

Nikotyna jest aming zbudowana z dwoch pierscieni heterocyklicznych, pirydyny i pirolidyny,
ktoérej atom wegla w pozycji 2 stanowi centrum chiralne. W zwigzku z tym obecne sg dwa
izomery optyczne (enancjomery) nikotyny, ktére skrecajg Swiatto spolaryzowane w
przeciwnych kierunkach (Ryc. 2). Poza tym wiekszo$¢ wiasciwosci fizycznych oraz
chemicznych dla obu enancjomeréw jest niemal identyczna. W przypadku nikotyny naturalny
produkt jest zdominowany przez lewoskretny enancjomer (S) tradycyjnie nazywany L- lub
(-)-nikotyng, natomiast zawarto$¢ prawoskretnego (R)-enancjomeru nikotyny (okreslanego
rowniez jako D- lub (+)-nikotyna) zwykle nie przekracza kilku procent (jego aktywnos¢
biologiczna jest rowniez okoto 8 razy mniejsza).

(8)-nikotyna (R)-nikotyna

Ryc. 2. Struktura chemiczna enancjomeréw nikotyny: (S)-nikotyna oraz (R)-nikotyna



Nikotyna zwykle stanowi okoto 5% masy tytoniu. Papieros zawiera od 8 mg do 20 mg
nikotyny (w zaleznoS$ci od marki), ale tylko okoto 1 mg jest faktycznie wchtaniany przez
ludzki organizm. Nikotyna dziala na nikotynowe receptory cholinergiczne, wptywa na
wiekszo$¢ uktadéw narzadowych w organizmie i jest wysoce uzalezniajgca. Stwierdzono, ze
moze odgrywac istotng role w rozwoju chorob sercowo-naczyniowych i zaburzeniach
ptodnosci, a takze jest gtéwnym prekursorem wysoce rakotworczych N-nitrozoamin,
specyficznych dla tytoniu. Dawka $miertelna dla ludzi wynosi okoto 50-100 mg. Ze wzgledu
na wyzej wymienione wilasciwos$ci nikotyna jest waznym alkaloidem z punktu widzenia
zdrowia publicznego.

Znanych jest wiele metod oznaczania nikotyny i jej pochodnych w prébkach biologicznych.
NajczeSciej stosowane metody obejmuja chromatografie cienkowarstwowa (TLC),
elektroforeze kapilarng (CE), chromatografie gazowa (GC) i wysokosprawng chromatografie
cieczowa (HPLC).

W metodzie elektroforezy kapilarnej (CE) wykorzystuje sie zjawisko elektroforezy, czyli
migracji w polu elektrycznym czgstek obdarzonych tadunkiem. Rozdziat jonéw mozliwy jest
dzieki r6znicom w predkos$ciach z jakimi migruja one wewnatrz szklanej kapilary. Metoda CE
charakteryzuje sie niezwykle duzg sprawnosScig i krétkim czasem separacji, minimalnym
zuzyciem odczynnikow (prébek i buforéw) oraz peing automatyka. Przy pomocy CE mozna
analizowa¢ zaré6wno mate jony np. metali, jak réwniez duze makromolekutly, takie jak
peptydy, biatka czy kwasy nukleinowe. W specyficznych warunkach mozliwa jest rowniez
analiza molekut pozbawionych tadunku.

Jednakze technika HPLC wydaje sie by¢ najbardziej odpowiednia i czula metoda, szczegdblnie
w potaczeniu z tandemowgq spektrometrig mas (MS/MS). Nikotyna i jej pochodne nalezg do
grupy polarnych zasadowych czasteczek, ktéore w obojetnych i kwasnych roztworach
wystepuja glownie w formie kationowej. Z tego wzgledu rozdziat tych alkaloidow mozna
przeprowadzi¢ za pomoca techniki HPLC z tworzeniem par jonowych, chromatografii jonowej
lub w uktadzie faz odwrdconych (RP) - najcze$ciej stosowana.

Najbardziej obiecujaca, alternatywa w stosunku do RP-HPLC, metoda separacji wysoce
polarnych obojetnych czasteczek oraz czasteczek obdarzonych tadunkiem jest chromatografia
cieczowa oddziatywan hydrofilowych (HILIC). Metoda ta zapewnia wysoka selektywnos¢,
dobry ksztatt piku i wysoka retencje tego typu zwigzkéw. Uzyskuje sie to poprzez
zastosowanie fazy ruchomej bogatej w rozpuszczalniki organiczne (np. acetonitryl), w
potaczeniu z polarng faza stacjonarng (np. krzemionka lub krzemionka modyfikowana
grupami diolowymi, aminowymi, cyjanopropylowymi). Ponadto, wysoce lotne fazy ruchome
bogate w acetonitryl stosowane w metodzie HILIC zapewniajg niZsze ci$nienie zwrotne na
kolumnie, a takze zwiekszong czuto$¢ detekcji z wykorzystaniem spektrometrii mas, np. z
jonizacja przez elektrorozpylenie (ESI-MS). Wysoka efektywnos¢, selektywnos$¢ i szybkos¢
separacji zwigzkéw polarnych z wykorzystaniem metody HILIC mozna dodatkowo zwiekszy¢
przez zastosowanie ultra-wysokosprawnej chromatografii cieczowej (UHPLC), ktora
wykorzystuje kolumny wypetnione ziarnami o Srednicy ponizej 2 pm oraz metody separacji z
wykorzystaniem wysokich ci$nien (do 1200 baréw).

ODCZYNNIKI I SPRZET LABORATORYJNY
1. Materiat analizowany: liScie tytoniu lub inne produkty zawierajgce nikotyne (papierosy,

tabaka)
2. Probdwki typu Falcon o pojemnosci 15 mL wraz z nakretka



3. Probéwki typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 mL oraz tipsy do mikropipet automatycznych o

pojemnosci 100 uLi 1000 pL

Strzykawki plastikowe niesterylne o pojemnosci 2 mL

Filtry strzykawkowe PTFE niesterylne hydrofobowe 0,22 pm o $rednicy 13 mm

Fiolki o pojemnosci 2 ml z nakretkg karbowang 9 mm, z uszczelka PTFE z nacieciem

Roztwdér  wzorcowy  zawierajgcy  nikotyne  rozpuszczong w  mieszaninie

woda/acetonitryl/kwas mréwkowy (20/80/0,2 v/v/v), o stezeniu 1 mg/mL

8. Metanol, acetonitryl i kwas mréwkowy (o czystosci LC-MS)

9. Woda dejonizowana (przefiltrowana przez filtr PTFE 0,22 um)

10. Mikropipety o pojemnosci 100 puL i 1000 pL

11. Wiréwka laboratoryjna

12.Wytrzasarka typu Vortex

13. Zestaw do ultra-wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem spektrometrii
mas (UHPLC-MS)

14. Zestaw do elektroforezy kapilarnej (CE)
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WYKONANIE DOSWIADCZENIA:

A.IZOLACJA NIKOTYNY

Okoto 100 mg lisci tytoniu (suszu lub §wiezo zerwanych) lub innego produktu tytoniowego
zawierajagcego nikotyne (tyton papierosa, tabaka) umie$ci¢ w probdéwce typu Falcon o
pojemnosci 15 mL (zanotowa¢ dokladng mase uzytego materiatu!), doda¢ 8 mL
acetonitrylu, 2 mL wody dejonizowanej oraz 20 pL kwasu mréwkowego. Tak przygotowana
mieszanine wytrzasa¢ przez okoto 30 sekund, a nastepnie probdéwke umiesci¢ w taznie
ultradZwiekowej na okres okoto 30 min, w temperaturze pokojowej. Po tym czasie probodwke
przenie$¢ do wiréwki i odwirowa¢ przy 5000 RPM przez 10 minut. 1,5 mL supernatantu
przesaczy¢ (filtr strzykawkowy 13 mm PTFE, 0,22 pm) do probdéwki typu Eppendorf.
Nastepnie 100 pL przesaczu przenie$s¢ do probowki Eppendorfa i rozcienczy¢ 10-krotnie
mieszaning woda/acetonitryl/kwas mréwkowy (20/80/0,1 v/v/v). Przygotowanga w ten
sposéb probke poddac¢ analizie chromatograficznej z wykorzystaniem techniki LC-MS oraz CE.

B. ANALIZA ZAWARTOSCI NIKOTYNY Z WYKORZYSTANIEM TECHNIKI LC-MS

SPORZADZENIE KRZYWE] WZORCOWE]

W celu sporzadzenia krzywej wzorcowej przeprowadzi¢ analizy LC-MS roztworow
wzorcowych nikotyny otrzymanych przez odpowiednie rozcienczenie faza ruchoma roztworu
wzorcowego nikotyny o stezeniu 1 mg/mL do nastepujacych stezen: 10 ng/mL, 25 ng/mL, 50
ng/mL, 75 ng/mL oraz 100 ng/mL. Na podstawie analizy p6l powierzchni pikéw w
otrzymanych chromatogramach wykres$li¢c krzywa wzorcowa przedstawiajaca zalezno$¢
powierzchni piku od stezenia wzorca. Otrzymana warto$¢ wspoétczynnika korelacji powinna
by¢ wieksza lub rowna 0,995.

WARUNKI ANALIZY

= ultra-wysokosprawny chromatograf cieczowy firmy Shimadzu Nexera X2 wyposazony w
dwie pompy, degazer, autosampler, termostat kolumn oraz detektor masowy Shimadzu
LCMS-2020

= Kkolumna: Phenomenex Kinetex HILIC 100 A (ziarna 2,6 pm) o wymiarach 100x2,1 mm

= objeto$¢ dozowania: 2 pL

= temperatura kolumny: 40°C



» faza ruchoma: 78% roztwér acetonitrylu w H20 z dodatkiem 0,1% kwasu mréwkowego
» natezenie przeptywu fazy ruchomej: 0,35 mL/min

= czas analizy: 10 min

* temperatura autosamplera: 4°C

* tryb jonizacji detektora MS: dodatnia ESI

* metoda rejestracji widma MS: SIM (przy m/z 163,10 [M+H]*)
* napiecie na kapilarze: 4000V

* napiecie na detektorze: 1,6 kV

* temperatura linii desolwacyjnej: 275°C

= temperatura bloku grzewczego: 325°C

* natezenie przeptywu gazu nebulizujgcego: 1,5 L/min (N2)

* natezenie przeptywu gazu osuszajgcego: 15 L/min (Nz)

ANALIZA CHROMATOGRAFICZNA NIKOTYNY W TYTONIU LUB W WYBRANYCH PRODUKTACH TYTONIOWYCH

Przed rozpoczeciem wtasciwej analizy badanej probki nalezy wykona¢ analize
chromatograficzng roztworu kontrolnego nikotyny o stezeniu 50 ng/mL i poré6wnac¢ zgodno$¢
wyniku z krzywa wzorcowg. Otrzymany wynik powinien mieSci¢ sie w zakresie stezenia
teoretycznego *20%. W wypadku braku zgodnos$ci wyniku nalezy przygotowa¢ nowe
roztwory wzorcowe nikotyny oraz sporzadzi¢ nowa krzywa wzorcowa. JeSli roztwor
kontrolny spetnia powyzsze kryterium wykonac analize probki postugujac sie ta samg metoda
chromatograficzng jak dla roztworéw wzorcowych i mieszaniny kontrolne;j.

C. ANALIZA ZAWARTOSCI NIKOTYNY Z WYKORZYSTANIEM TECHNIKI CE
(Szczegoty techniczne wykonania analizy CE poda prowadzacy przed jej wykonaniem)

SPORZADZENIE KRZYWE] WZORCOWE]

W celu sporzadzenia krzywej wzorcowej przeprowadzi¢ analizy CE roztworé6w wzorcowych
nikotyny otrzymanych przez odpowiednie rozcienczenie woda roztworu wzorcowego
nikotyny o stezeniu 1 mg/mL do nastepujacych stezen: 1 mg/mL(NIEROZCIENCZONY) 0,5 mg/mL,
0,25 mg/mL i 0,05 mg/mL. Kazda prébke wzorcowa przygotowa¢ w objetosci 50 pL. Na
podstawie analizy p6l powierzchni pikéw w otrzymanych elektroforegramach metoda
regresji liniowej (wyznaczy¢ parametry a, b i R?) wykreslic krzywa wzorcowa
przedstawiajgca zalezno$¢ powierzchni piku od stezenia wzorca.

WARUNKI ANALIZY

= aparat do elektroforezy kapilarnej SCIEX PACE MDQ Plus

= kapilara szklana o wymiarach 30(20 cm do detektora)x50 pm i.d.
» bufor separacyjny: 25 mM bufor fosforanowy, pH 2,5

» iniekcja probki: ciSnieniowa, 0,5 psi przez 5s

* metoda separacji: state napiecie 20 kV

= detekcja przy dtugosci fali A = 200 nm

= czas analizy: 3 min

» polaryzacja elektrod: normalna (katoda (-) od strony detektora)

ANALIZA ELEKTROFORETYCZNA NIKOTYNY W TYTONIU LUB W WYBRANYCH PRODUKTACH TYTONIOWYCH

Przed rozpoczeciem wtasciwej analizy CE badanej prébki nalezy wykonaé¢ analize CE
roztworéw wzorcowych nikotyny. Nastepnie w identycznych warunkach analizowac
dwukrotnie badang prébke. Probka musi by¢ przefiltrowana przez filtr o Srednicy porow
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0,22 pm przed analizg!!! Otrzymany wynik powinien miesci¢ sie w zakresie stezen krzywej
wzorcowej. Jezeli tak nie jest nalezy rozcienczy¢ badang probke aby speiniata ona ten
warunek i powtorzy¢ analize.

D. PRZEDSTAWIENIE WYNIKOW KONCOWYCH

Na podstawie czas6w retencji (chromatogramy LC-MS) oraz czaséw migracji
(elektroforegramy CE) zidentyfikowac¢ nikotyne w badanej prébce, a jej zawarto$¢ wyznaczy¢
na podstawie powierzchni pikéw, postugujac sie krzywymi wzorcowymi. Wyniki koncowe
oznaczen przedstawi¢ w mg/g badanej prébki oraz w postaci procentowej zawartos$ci
nikotyny w badanej probce z doktadnosciag do 0,1. Por6wna¢ wyniki otrzymane metodami LC-
MS i CE - wskaza¢ przyczyny ewentualnych rozbieznos$ci w otrzymanych wynikach.

ZAKRES MATERIALU

Klasyfikacja, wystepowanie i wtasciwosci alkaloidéw, struktura i wtasciwosci nikotyny,
podstawowe wiadomosci z zakresu wysokosprawnej chromatografii cieczowej, spektrometrii
mas i elektroforezy kapilarnej (w tym podstawowe pojecia, podstawy fizyczne procesu
rozdziatu, metoda krzywej wzorcowej)
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