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ABTSTRAKT 

 

Předkládaná diplomová práce shrnuje dosavadní poznatky o biologicky aktivních látkách 

obsažených v sóji luštinaté (Glycine max L. Merrill). Zejména se zabývá problematikou 

isoflavonů, mechanismem vzniku a účinků na lidské zdraví. Dále teoretická část shrnuje 

především moderní instrumentálná techniky využívané ke stanovení isoflanů. 

Praktická část je zaměřena na identifikaci sojových isoflavonů získaných z osmi od-

růd (Brunensis, Bohemians, Naya, Moravians, Silesia, Toutatis, Korus, Kofu) sójových 

bobů nejvíce pěstovaných na území České Republiky. K detekci volných, konjugovaných 

a celkových isoflavonů byla použita vysokoúčinná kapalinová chromatografie v tandemu 

s hmotnostním spektrometrem (LC-MS/MS). 

Klíčová slova:  

biologicky aktivní látky, sekundární metabolity, fytoestrogeny, isoflavony, extrakce, vy-

sokoúčinná kapalinová chromatografie ve spojení s hmotnostním detektorem 

 

ABSTRACT 

Submitted master thesis summarizes current knowledge about biologically active sub-

stances contained in soybeans (Glycine max L. Merrill). Mainly deals with problematics 

of isoflavones, mechanism of origin and effects on human healht. Then the theoretical 

part summarizes mainly modern instrumental technics using for determination of isofla-

vones. 

The experimantal part is concentrated on identification of soy isoflavones gathered 

from eight varieties (Brunensis, Bohemians, Naya, Moravians, Silesia, Toutatis, Korus, 

Kofu) of soybeans cultivated in Czech Republic. For detection of free, conjugated and 

total isoflavones was used high performance liquid chromatography with mass spectro-

meter (LC-MS/MS).  

Key words: 

biologically active substances, secondary metabolites, phytoestrogenes , isoflavones, ex-

traction, highperformance liquid chromatography with mass spectrometer 
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1 ÚVOD 

Sója luštinatá (Glycine max L. Merrill) je důležitým zdrojem celé řady biologicky aktiv-

ních látek obecně označované jako fytochemikálie, které jsou zodpovědné za mnohé po-

zitivní účinky přínosné pro lidské zdraví. Díky tomu se sója a sójové výrobky řadí mezi 

funkční potraviny. Funkční potravina je jakákoli potravina, která má kromě nutriční hod-

noty příznivý účinek na zdraví konzumenta, především na jeho fyzický či duševní stav.  

V posledních několika letech vzrostl zájem o studium látek, které sice z nutričního 

hlediska nemají příliš význam, avšak jsou cenným přínosem pro lidské zdraví. Tyto látky 

se běžně označují jako nutriceutika. Mezi ně se právě mimo jiné řadí i sójové isoflavony, 

které jsou prospěšné právě svojí biologickou aktivitou (Shimoni 2004). Koncentrace a 

distribuce isoflavonů je ovlivněna genotypem, pěstitelskou lokalitou a podmínkami 

sklizně. 

Isoflavony jsou přirozeně se vyskytující sekundární metabolity produkované rostli-

nami. Řadí se do třídy fytoestrogenů a v současné době nabízí potenciální alternativní 

terapii pro celou řadu hormonálně dependentních onemocnění, především se jedná o ra-

kovinu prsu a prostaty, symptomy menopauzy, kardiovaskulárních onemocnění a osteo-

porózy. Mezi nejvíce zastoupené a důležité isoflavony patří daidzein a genistein. 

Daidzein a genistein mají antioxidační aktivitu a jejich příjem ve stravě poskytuje ochranu 

vůči oxidaci lipoproteinů o nízké hustotě (LDL).  Přestože jsou isoflavony v podstatě ve-

lice dobře prozkoumány, zájem vědců stále přetrvává zejména právě díkyjejich pozitiv-

ním účinku na lidské zdraví. 

Nejběžnější technika využívaná k extrakci isoflavonů z pevné matrice je extrakce 

v systému pevná látka-kapalina (SLE) s využitím extrakčního rozpouštědla. Nejčastěji se 

používá směs metanolu a vody (80:20) nebo acetonitrilu. Nejvhodnější analytickou me-

todou k detekci isoflavonů a fytoestrogenů obecně je vysokoúčinná kapalinová chroma-

tografie (HPLC) v zapojení s UV/VIS detektorem, detektorem diodového pole (DAD) 

nebo hmotnostním spektrometrem (MS). 
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2 CÍLE PRÁCE 

 Zpracovat literární rešerši na téma "Biologicky aktivní látky v sóji" 

 Příprava vzorků ze sójových bobů 

 Využití extrakce pevná látka-kapalina (SLE) 

 Provést monitoring isoflavonů extrahovaných ze sójových bobů pomocí metody 

HPLC v tandemu s MS 

 Statisticky zpracovat naměřená data  

 Vyhodnotit přítomnost a koncentraci jednotlivých, volných, konjugovaných a cel-

kových isoflavonů v jednotlivých odrůdách sójových bobů 
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3 LITERÁRNÍ PŘEHLED 

3.1 Charakteristika rostliny 

 

Sója luštinatá (Glycine max L. Merrill) se řadí mezi jednoleté teplomilné rostliny. Z bio-

logického hlediska ji řadíme mezi luštěniny z čeledi bobovité (Fabaceae). Patří do rodu 

GlycineWilld, jenž zahrnuje přes 75 druhů. V současné době je sója, co se do plochy týče, 

čtvrtou nejrozšířenější plodinou na světě. Tato luštěnina se pěstuje v různých částech 

světa zejména pro vysoký obsah oleje a bílkovin, což se považuje za velkou výhodu při 

výrobě potravin a krmných směsí pro zvířata (Pimentel et al. 2006). 

Kulturní sója (obrázek 1) je keříčkovitá rostlina dosahující výšky 0,75 – 1,25 m, v zá-

vislosti na růstových podmínkách a odrůdě. Rostlina se vyznačuje silným kůlovitým ko-

řenem zúžujícím se směrem dolů, z něhož se větví dlouhé postranní kořeny, které proni-

kají do hloubky až 2 m a tím přerůstají hlavní kořen. V orniční vrstvě půdy se na nich 

vytvářejí hlízky vyvolané symbiotickým působením bakterie Bradyrhizobium Japonicum 

(Rhizoctonium japonicum). Četnost hlízek závisí na vzájemném vztahu odrůdy a bakterií, 

dále na vlastnostech půdy, především na pH, teplotě, její vlhkosti a provzdušnění. Bakte-

rie přináší rostlinám atmosferický dusík, jež je začleňován do organických sloučenin 

(MIKELOVÁ et al. 2004). 

 

Obrázek 1: Sója luštinatá (Glycine max L. Merrill) – Převzato z Botany.cz 
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3.2 Chemické složení sójových bobů 

 

Sójové boby jsou vynikajícím zdrojem makronutrientů, jako jsou bílkoviny, sacharidy a 

lipidy). Chemické složení sójových bobů (tabulka 1) záleží na mnoha faktorech (Maestri 

et al. 1998). Především na genotypu, vegetačním období, geografické poloze a životním 

prostředí. Je také známo, že dokonce i zavlažování má vliv na produkci oleje a proteinů 

v sójových bobech (Boydak et al. 2002). 

 

Tabulka 1: Průměrné chemické složení zralých sójových bobů 

Sloučenina Obsah (%) 

Voda 8,5 

Bílkoviny 36,5 

Lipidy 19,9 

Sacharidy 

                Vláknina 

30,2 

9,3 

Popel 4,9 

Energie 1742 kJ (416 kcal) 

 

3.2.1 Primární metabolity 

 

Primární metabolismus má zásadní význam pro existenci života a přímo se účastní nor-

málního růstu, vývoje a reprodukce. Primární metabolity jsou přítomny v mikroorganis-

mech, rostlinách, tělech živočichů i houbách (Akula and Ravishankar 2011).  

3.2.1.1 Bílkoviny 

 

Sojové boby obsahují přibližně 35% – 45% proteinů. Tyto proteiny jsou tvořeny třemi 

hlavními frakcemi: albuminy, globuliny a gluteliny. Největší podíl však tvoří globuliny, 

až 80% (Yang et al. 2011). Jedná se o globulin 7S (β-konglycinin) a globulin 11S (glyci-

nin). Vzájemně se tyto globuliny liší funkčními a fyzikálně-chemickými vlastnostmi. Tri-

merní 7S globulin je glykoprotein, který se skládá ze tří typů podjednotek: α, α‘ a β 

v sedmi různých kombinacích s molekulovou hmotností 180 kDa. Druhý zásobní protein, 

glycinin je hexamerní 11S globulin o molekulové hmotnosti 360 kDa se skládá z kyselé 
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(A) a zásadní (B) frakce polypeptidů a je kódován pěti podjednotkami. Na základně fyzi-

kálních vlastností těchto pět podjednotek, se dělí na dvě hlavní skupiny. Skupina I. se 

skládá z G1, G2 a G3 proteinů, a skupina II. se skládá z G4 a G5 podjednotek. Podjed-

notky I. skupiny obsahují více methioninových zbytků než ve skupině II. Tato informace 

je důležitá zejména pro pěstitele, kteří využívají methionin v sojových bobech ke zlepšení 

jejich nutriční kvality. Ze tří vědeckých studií (Beilinson et al. 2002); (Krishnan et al. 

2009);(Herman et al. 2003) vyplývá, že existují tři typy alergenů nacházející se v sójo-

vých bobech. Dále se tu vyskytují i alergenům podobné antinutriční proteiny, které ome-

zují použití sóji jako krmiv nebo potravy (Tavakolan et al. 2013) 

3.2.1.2 Lipidy 

 

V poslední době je věnována i zvýšená pozornost produkci oleje, jehož zastoupení  v so-

jových bobech tvoří 18 – 22%. Tukovou frakci tvoří zejména triglyceridy, které tvoří 

většinu obsahu sojového oleje. Minoritní složky zahrnují nezmýdelnitelné látky (tokofe-

roly, fytosteroly a sacharidy) a volné mastné kyseliny (MK). Sója vyniká svým vysokým 

obsahem polynenasycených MK, jako je kyselina linolová (C18:2) a linolenová (C18:3). 

Dále také obsahuje značné množství nenasycené kyseliny olejové (C18:1) a menší množ-

ství tvoří nasycené MK, kyselina palmitová (C16:0) a kyselina stearová (C18:0). Převlá-

dající MK je kyselina linolová, která tvoří přibližně 53% z celkového obsahu MK v sójo-

vých bobech. Za pozornost stojí rovněž obsah kyseliny linolenové, který se pohybuje při-

bližně kole 7-8%. Tato kyselina je dobrým zdrojem ω – 3 MK (Redondo-Cuenca et al. 

2008). 

3.2.1.3 Sacharidy 

 

Sacharidy tvoří přibližně 30% obsahu sójového bobu a jsou tak druhou nejvíce zastoupe-

nou sloučeninou. Rozpustné sacharidy tvoří 15% (sacharóza, stachyóza a rafinóza) a 

stejně tak i podíl nerozpustných činí kolem 15%. 

Strukturní části buněčných stěn tvoří nerozpustné neškrobové polysacharidy (NNP) a 

pokrývají širokou škálu polysacharidových molekul s výjimkou α-glukanů (škrob). NNP 

se dělí do tří skupin: celulosa, hemicelulosa a pektiny. Buněčná stěna obsahuje 92 % 

polysacharidů, které jsou v sóji přítomné. Hlavní cukernatou složkou těchto polysacha-

ridů jsou arabinosa, galaktosa, uronová kyselina, a glukosa (Redondo-Cuenca, 

Villanueva-Suárez and Mateos-Aparicio 2008). 
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3.2.1.4 Vitamíny a minerální látky 

 

Sójové boby obsahují vitamíny rozpustné ve vodě i v tuku. Z vitamínů rozpustných ve 

vodě se jedná především o vitamíny skupiny B (thiamin, riboflavin, niacin), kyselinu pan-

totenovou a listovou. Co se týče vitamínů rozpustných v tucích, v sójových bobech se 

nachází zejména vitaminy A a E. Vitamin E je známý jako tokoferol, dělí se na čtyři 

izomery α-, β-, γ- a δ-tokoferol a je významnou složkou sójového oleje. 

Obsah minerálních látek v sušině se pohybuje okolo 4,5 – 5%. Nejhojněji je zastoupen 

vápník, draslík a hořčík. Železo, měď a zinek jsou v sójových bobech zastoupeny pouze 

ve stopovém množství (Zhao et al. 2005b). Sója je rovněž dobrým zdrojem vitamínů sku-

piny B, zejména thiaminu, riboflavinu, niacinu a také kyseliny listové. 

3.2.2 Sekundární metabolity 

 

Sekundární metabolity představují širokou skupinu látek, které vykazují různé biologické 

účinky od potenciálně toxických, až po preventivně terapeutické. Sójové boby obsahují 

celou řadu biologicky aktivních látek, které mají vliv na zdraví člověka. Jsou tedy využí-

vány pro tvorbu léčiv, potravinových aditiv, ochucovadel a k výrobě jiných průmyslo-

vých materiálů (Zhao et al. 2005a). Tyto metabolity zahrnují anti-živiny, jako jsou napří-

klad inhibitory trávení a sloučeniny, které ovlivňují metabolismus konzumenta, což může 

vést i k ovlivnění mozkové a hormonální činnosti. Je zajímavé, že některé tyto metabolity 

mohou inhibovat činnost rakovinných buněk nebo vykazují antioxidační aktivitu. 

Do sekundárních metabolitů řadíme také polyfenoly. Z hlediska chemického složení 

se jedná o různorodou skupinu chemicky příbuzných látek, které se dělí do několika tříd 

a podtříd. Rovněž se podílí na ochraně rostliny před UV-zářením a agresivními patogeny. 

Fyziologické působení polyfenolů je dáno funkcí jejich chemické povahy a biologické 

dostupnosti. Tyto účinky mohou být pozitivního charakteru – antioxidační, antikarcino-

genní, antimutagenní, protizánětlivý, antibakteriální, antiparazitární nebo antidiabetické 

účinky. Avšak jejich účinky se mohou vykazovat i negativní aktivitu, jako je prooxidační 

aktivita, karcinogenita, genotoxicita, estrogenní aktivita, antinutriční reakce, interakce 

s farmaceutiky a tyreoidní toxicita (Manach et al. 2004). 

3.2.2.1 Fytoestrogeny 
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V posledních několika letech vzrostl zájem o biologickou aktivitu rostlinných látek po-

dobných svým složením estrogenům (Klejdus et al. 2004b). Fytoestrogeny jsou nestero-

idní sloučeniny nacházející se v rostlinách. Lze je rozdělit do čtyř skupin: lignany, ku-

mestany, stilbeny a flavonoidy s podskupinou isoflavonů (Wu et al. 2004). Prokazují es-

trogenní nebo antiestrogenní aktivitu a tvoří různorodou skupinu sloučenin, jež mají po-

dobné chemické struktury a biologickou aktivitu jako estrogeny. Další vlastností fyto-

estrogenů je schopnost vázat se na estrogenní receptor (ER) v lidském těle. Patří mezi 

skupinu exogenních látek, které se nazývají endokrinní disruptory, neboli hormonálně 

aktivní látky. Mohou mít negativní dopad na endokrinní soustavu a fyziologické funkce 

organismu člověka i zvířat (El-Shemy 2011). 

 

Isoflavony 

Isoflavony představují odlišnou skupinu sekundárních metabolitů, které jsou produko-

vány převážně v luštěninách. Jsou známy 4 chemické isoformy (obrázek 2) sójových is-

oflavonů.  Konkrétně se jedná o aglykony (daidzein, glycitein a genistein), β-glykosidy 

(daidzin, glycitin a genistin), malonylglykosidy (6“-O-malonyldaidzin, 6“-O-malonyl-

glycitin a 6“-O-malonyldaidzin) a acetylglykosidy (6“-O-acetyldaidzin, 6“-O-acetylgly-

citin a 6“-O-acetylgenistin). Rozdíly mezi chemickými formami isoflavonů mohou mít 

vliv na jejich biologickou dostupnost. Aglykony jsou snadněji absorbovány než konjugo-

vané glukosidy, protože jejich nízká molekulová hmotnost usnadňuje difuzi. Konjugo-

vané glykosidy musí být před gastrointestinální absorpcí hydrolyzovány (Andrade et al. 

2016).  

Isoflavony jsou ve velké míře metabolizovány ve střevním traktu. Po absorpci jsou 

krví transportovány do jater, kde podléhají enterohepatálnímu oběhu. Střevní bakteriální 

glukosidázy odštěpují zbytky cukru a uvolňují biologicky aktivní isoflavony, konkrétně 

daidzein a genistein. Ty mohou být biotransformovány dalšími bakteriemi na specifické 

metabolity equol, desmethyangolensin a p-ethylfenol. Všechny tyto fytoestrogeny jsou 

pak převážně eliminovány v ledvinách a proto sdílejí fyziologické vlastnosti a chování 

endogenních estrogenů (Isanga and Zhang 2008). 



   16 

 

Obrázek 2: Chemické struktury a zkratky isoflavonů. Převzato a upraveno dle 

(Rostagno et al. 2007). 

Z vědeckých studií je zřejmé, že isoflavony u lidí podporují estrogenní aktivitu díky jejich 

podobnosti s hormonem 17-β-estradiol (obrázek 3), zejména svojí strukturou a moleku-

lovou hmotností (Russell et al. 2017); (Moras et al. 2017). Isoflavony jsou poměrně te-

pelně stabilní, pečení či smažení nemá vliv na jejich celkový obsah (Messina and Messina 

2000). 
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Obrázek 3: Struktura 17-β-estradiolu. Převzato a upraveno dle (Ketha et al. 2015). 

Kumestany a lignany 

Kumestany jsou podskupinou isoflavonoidů, metabolitů rostlin se zajímavými biologic-

kými účinky. Kumestany vznikají převážně klíčením semen luskovin.  Nejvýznamnějším 

zástupcem kumestanů je kumestrol, který zároveň patří mezi nejúčinnější fytoestrogeny. 

Mezi významné kumestany s estrogenními účinky jsou kumestrol a 3‘ a 4‘-methoxyku-

metsrol (Oshima et al. 2016).  

Termín lignan se používá pro různorodou třídu fenylpyranoidové dimery a oligomery. 

Sekoisolariciresinol a matairesinol 5 jsou dva lignanové dimery, které nejsou estrogenní 

sami o sobě, ale snadno konvertují na savčí lignany, entrodiol a enterolakton, které už 

estrogenní aktivitu vykazují. Ke konverzi dochází ve střevě, za účasti střevní mikroflóry 

a tím dochází ke snadnějšímu vstřebání savčích lignanů (Cornwell et al. 2004). 

 

Saponiny 

Saponiny jsou přirozeně se vyskytující triterpenoidy. Jejich struktura je převážně odvo-

zena od pentacyklických triterpenoidů, jako je lupelol, α-amyrin a β-amyrin. Jsou to 

sekundární rostlinné metabolity, které obsahují steroid nebo triterpenový aglykon s řadou 

odlišných sacharidových částí, jež jsou spojeny prostřednictvím etherové nebo esterové 

vazby v průběhu glykosylace (Zhang et al. 2016). 

Sójové boby obsahují 0,6 – 6,2% saponinů v sušině a tento obsah závisí na odrůdě a 

obecných pěstitelských podmínkách. Typický obsah se však uvádí kolem 1%. Na základě 

svých aglykonových struktur se označují jako sojasapogenol A, B a E, medikagenová 

kyselina, hederagenin a bayogenin (Haralampidis et al. 2002). Saponiny odvozené od so-

jasapogenolu A jsou bisdesmosidy s cukry vázanými v poloze C-3 a C-22. Některý 
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z cukrů může být acetylován. Tyto acetylované deriváty se vyznačují hořkou a svíravou 

chutí (Chang and Han 2016). 

3.2.2.2 Biologicky aktivní proteiny a peptidy 

 

Lektiny a inhibitory trypsinu 
 

Lektiny jsou jedinečnou skupinou proteinů a glykoproteinů, které vykazují silnou biolo-

gickou aktivitu. Lektiny jsou vysoce specifické proteiny vážící sacharid s nejvyšší afini-

tou k N-acetyl-D-galaktosaminu, jenž kromě schopnosti aglutinovat erytrocyty má také 

schopnost prioritně aglutinovat maligní buňky. Inhibitory trypsinu zahrnují několik pro-

teinů a peptidů, včetně Bowman-Birk inhibitorů (BBI), inhibitor Kunitz typu a lunasin. 

BBI  je polypeptid složený ze 71 aminokyselin (AMK), které patří do skupiny inhibitorů 

serin-proteázy (El-Shemy 2011). BBI interaguje s trypsinem nebo chymotrypsinem a 

silně inhibuje jejich enzymatické aktivity. Lektiny a inhibitory proteáz byly dříve pova-

žovány za anti-nutriční látky, protože mohou snižovat nutriční hodnotu sóji. Nicméně 

příjem těchto látek se ukázal být pozitivní. Hrají roli při prevenci v případě několika one-

mocnění, například v případě rakoviny. BBI se rovněž zapojuje do protizánětlivých pro-

cesů bránící rozvoji rakoviny a koronárních chorob. Kromě toho existují i další peptidy 

obsažené v sójových bobech, které vykazují antihypertenzní vlastnosti, což vyplývá z vý-

sledku studií (CHEN et al. 2004; Mallikarjun Gouda et al. 2006) na krysách. 

3.2.2.3 Fytosteroly 

 

Fytosteroly, nebo-li rostlinné steroly se řadí mezi lipofilní sloučeniny vyskytující se ve 

všech potravinách rostlinného původu, přičemž největší koncentrace je v rostlinných ole-

jích. V současné době bylo identifikováno více než 40 různých fytosterolů (Barnes 2010). 

Obecně pojem fytosteroly popisuje steroly a stanoly rostlinného původu s chemickou 

strukturou podobné svým složením cholesterolu, avšak s odlišnou konfigurací bočního 

řetězce. Jedná se o 28- nebo 29-uhlíkaté alkoholy. Vědecké studie (Halling and Slotte 

2004);(Awad et al. 2003) udávají, že vysoká spotřeba rostlinných sterolů může snižovat 

celkový a HDL (lipoproteiny o vysoké hustotě) cholesterol v krevním séru u lidí, čímž se 

snižuje riziko vzniku kardiovaskulárních onemocnění. 

3.2.2.4 Kyselina fytová 
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Kyselina fytová (myo-inositol-1, 2, 3, 4, 5 ,6-hexafosforová kyselina) je přirozená složka 

sójových bobů a je hojným zdrojem fosfátu.  Může tak tvořit  65% - 80% z celkového 

obsahu fosfátu. V sušině se její obsah pohybuje od 1 do 2,3 %. Kyselinu fytovou lze v sóji 

nalézt ve formě směsi fytátu a fytinových solí. Nabité fytinové soli mají chelatační účinky 

na kovové kationty jako jsou nutričně významné minerály – zinek, vápník, horčík a že-

lezo, čímž je činní dostupné pro člověka, nikoli však pro přežvýkavce. Navzdory tomu je 

však kyselina fytová považována za antinutriční látku v potravinách a krmivech. Rovněž 

vykazuje silnou schopnost asociovat se zásobními proteiny sóji a ovlivňovat tím jejich 

funkční vlastnosti (například izoelektrický bod a rozpustnost).  

Na druhé straně existují studie (Rickard and Thompson 1997); (Thompson and Zhang 

1991); (Ferry et al. 2002; Vucenik and Shamsuddin 2003), které naznačují, že fytát může 

mít i pozitivní vliv na zdraví zvířat a lidí, neboť působí antikarcinogenně a antioxidačně 

tím, že tvoří komplex železa a zároveň snižuje počet volných radikálů a peroxidaci mem-

brán (Medic et al. 2014).  

Z chemického hlediska se jedná o ester myo-inositolu a kyselinu fosforečnou (myo-

inositol hexakisfosfát, IP6) a tím představuje nejrozšířenější inositol fosfát na Zemi (Hitz 

et al. 2002).   

Inositol se formálně řadí mezi cukerné alkoholy, tzv. cyklitoly. Je složen z inositolo-

vého kruhu a nejméně jedné fosfátové skupiny. Předpona myo- značí jeden z osmi mož-

ných izomerů a jednotlivé izomery se liší orientací hydroxylových skupin vůči cyklohe-

xanovému kruhu.  Myo-inositol je nutričně nejvýznamnější formou inositolu, který se 

vyskytuje jako volná nebo vázaná sloučenina. V přírodě se nachází především ve váza-

ných formách a nejčastěji ji můžeme nalézt ve formě aniontu, jako fytát (Zhou et al. 

1992).  

Myo-inositol hexakisfosfát se skládá ze šesti fosfátových skupin, které jsou připojeny 

k inositolovému kruhu. Předpona „hexakis“ značí, že fosfátové skupiny nejsou propojené. 

Sloučenina je tedy ligandem, neboli chelatační látkou a můţe se tak vázat na více než 

jedno koordinační místo atomu kovu. Každá fosfátová skupina je připojena k inositolo-

vému kruhu a dohromady mohou vázat až 12 protonů (Isanga and Zhang 2008). 

3.3 Mechanismus účinku isoflavonů 
 

Isoflavony patří k nejlépe probádaným fytoestrogenům a jejich molekuly jsou schopnoné 

vázat se na estrogenní receptory (ER). V rostlinách působí jako antioxidanty, protože jsou 
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schopny inhibovat tvorbu superoxidových aniontů. Ačkoli jsou isoflavony nazývány fy-

toestrogeny, s estradiolem totožné nejsou a nevyznačují se schopností buněčné prolife-

race. Bývají také označovány přívlastkem ,,anti-aging“, zejména pro svoji schopnost 

ochránit rostlinu od agresivního slunečního záření. Kromě antioxidační aktivity vykazují 

také aktivitu na progesteronových, estrogenových či androgenních receptorech a to s růz-

nou vnitřní aktivitou i s různou afinitou (Xu et al. 1998).  

K pochopení mechanismu účinku isoflavonů a fytoestrogenů obecně je nutné uvést, 

že u člověka existují dva typy humánních receptorů pro estrogeny (ER-α a ER-β). Fyto-

estrogeny mají malou afinitu k receptorům ER-α, ale silnou afinitu k receptorovému pod-

typu ER-β. Existuje předpoklad, že účinky jejich jsou umožněny nejen vazbou na ER, ale 

i na příklad vazbou na nukleární receptory typu PPAR (peroxisome proliferator activated 

receptor). U těchto receptorů se předpokládá, že by mohly zprostředkovat antidiabetický 

účinek fytoestrogenů. Dále se projevuje prospěšný vliv fytoestrogenů na funkci myo-

kardu a cév a jejich role při prevenci osteoporózy, která je umožněna právě přítomností 

receptorů ER-β v kardiovaskulárním systému a kostech (Winkel-Shirley 2001). 

3.3.1 Biosyntéza isoflavonů 

 

Isoflavonoidy, konkrétně isoflavony jsou tvořeny biosyntentickou drahou, přičemž nari-

genin (4‘, 5‘, 7‘ -trihydroxyflavanon) vzniká při biosyntéze genisteinu a liquiritigenin (4‘, 

7‘-dihydroxyflavanon) při biosyntéze daidzeinu. 

Začátek biosyntézy zahajuje fenylalanin, který reaguje s malonylCoA za vzniku 4-

hydroxycinamoyl-CoA (obrázek 4). Při vstupu do dráhy isoflavonoidů, musí dojít u fla-

vanonu k abstrakci uhlíku v poloze C-3 s následnou migrací B-kruhu z polohy C-2 do 

polohy C-3 a následnou hydroxylací výsledný C-2 radikál. K migraci fenylu dochází 

v průběhu biosyntézy a chalkonsyntáza indukuje, že k arylovému přesunu dochází až po 

formaci C6-C3-C6. 

Tato reakce vyžaduje redukovaný nikotinamid dinukleotid adenin fosfát (NADPH) a 

molekulární kyslík. Reakce je katalyzována mikrosomálním enzymem cytochrom P450, 

2-hydroxyisoflavanonsyntázy (2-HIS). Obecněji se tento enzym označuje jako isoflavon-

syntáza (IFS) (Dixon and Steele 1999). IFS je steroselektivním, nereaguje s (2R)-flava-

nony. Výsledný 2-hydroxyisoflavon je nestabilní a lehce podléhá dehydrataci za vzniku 

genisteinu nebo daidzeinu při kyselém pH. Daidzein se od glyciteinu liší chybějící hyd-

roxylovou skupinou v poloze 5, jež vzniká kondenzací reziduí malonylCoA po celou 
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dobu formace naringeninchalkonu. Ke ztrátě hydroxylové skupiny dochází v průběhu 

tvorby polyketidového intermediátu, který se zacyklí při tvorbě chalkonu.  Tato reakce je 

katalyzována specifickou NADPH dependentní reduktázou nazývanou mimo jiné jako 

chalkon reduktáza (CHR). Aktivita CHR je nezbytná k produkci druhého substrátu pro 

syntézu isoflavonů, tedy liquiritigenin, který je přeměněn na daidzein (Dixon 2004). 

 

Obrázek 4: Zjednodušené schéma biosyntézy isoflavonů (Barnes 2010). Nejdříve re-

aguje fenylalanin s malonyl-CoA za vzniku 4-hydroxycinamoyl-CoA. Za katalylitického 

působení chalkon izomerázy 4-hydroxycinamoyl-CoA  se třemi molekulami 3 malonyl-

CoA na formuformu chalkonu. Chalkon izomeráza uzavírá kruh za vzniku naringeninu. 

B-kruh je přesunut z 2. pozice do 3. pomocí isoflavon syntázy. Isoflavon dehydratáza 

odstraní vodu a vytvoří 2,3 dvojnou vazbu v heterolytickém kruhu (viz číslované 

schéma). Schéma vychází z éterického kyslíku v heterocyklickém kruhu. B-kruh má sa-

mostatný systém číslování (1´- 6´). 

3.3.2 Zdravotní přínos isoflavonů 

 

Z mnohých studií (Villares et al. 2011); (Dong et al. 2013); (Filiberto et al. 2013) vyplývá, 

že isoflavony mají blahodárné účinky na lidské zdraví. Jejich účinky spočívají ve snížení 
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výskytu kardiovaskulárních onemocnění, některých typů rakoviny, hyperglykémie, Al-

zheimerovy choroby, symptomy menopauzy a výskytu diabetus mellitus typu 1 a 2 

(Andrade, Mandarino, Kurozawa and Ida 2016). Isoflavony jsou výborným příkladem 

skupiny fytochemických látek, které nejsou vyžadovány pro normální růst, normální roz-

voj nebo udržování normální hladiny homeostázy u dospělých, ale jsou biologicky aktivní 

u savců a potenciálně mohou ovlivňovat zdraví. V tomto ohledu se isoflavony neřadí mezi 

nutrienty, ale spíše se jedná o důležité modulátory buněčných funkcí, které mají vliv na 

zdraví (Cornwell, Cohick and Raskin 2004). 

3.4 Přehled metod analýzy isoflavonů 

V rostlinné matrici se biologicky aktivní látky vyskytují ve velmi složitých směsích, proto 

k jejich izolaci nelze použít žádná univerzální metoda. Nejdůležitějším hlediskem je cha-

rakter použité matrice a vlastnosti izolované látky (de Rijke et al. 2006).  

3.4.1 Příprava vzorku 

 

Mezi základní úkony při analýze biologických vzorků patří příprava vzorku. Na jejím 

provedení závisí celkový úspěch analytického stanovení z kvalitativního i kvantitativního 

hlediska. Výběrem vhodné metody přípravy vzorku rozhodujeme nejen o přesnosti sta-

novení dané látky (analytu), ale také o možnosti jejího určení (Rostagno et al. 2009).   

Základními kroky pro vlastní analýzu jsou odběr reprezentativního vzorku, dezinte-

grace a homogenizace, extrakce a purifikace surového extraktu, separace a identifikace 

analytu a v konečné fázi probíhá detekce a kvantifikace analytu (Obrázek 5). 
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Obrázek 5: Nejběžnější postupy přípravy vzorku ke stanovení sójových isoflavonů. 

Převzato a upraveno dle (Rostagno, Villares, Guillamon, Garcia-Lafuente and Martinez 

2009) 

Pro izolaci přírodních látek z matric pevného vzorku je nutné vzorek nejdříve zhomoge-

nizovat. Před samotnou extrakcí je nutné, aby byl pevný vzorek rozemlet na homogenní 

prášek. 

Při zpracování kapalných vzorků je třeba tyto vzorky zbavit pevného podílu filtrací 

nebo centrifugací. Vzorek může, ale také nemusí být podroben další úpravě. V nezbyt-

ných případech, kdy je třeba odstranit vodu se tekuté vzorky lyofilizují a následně se 

zpracovávají jako pevné vzorky. Vzorek je buď přímo vpraven do separačního systému, 

nebo mohou být sloučeniny zakoncentrovány a purifikovány různými typy extrakčních 

metod. Záleží na zvolené detekční metodě (de Rijke, Out, Niessen, Ariese, Gooijer and 

Brinkman 2006). 

3.4.2 Izolace isoflavonů z matrice 

 

Existuje celá řada isoflavonů a lignanů s rozdílnou chemickou strukturou, mezi kterými 

může docházet ke vzájemným konverzím, mezi jednotlivými formami. Tyto konverze 
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závisí na několika faktorech, jako je skladování, zpracování a extrakce. K rozrušení bio-

logické matrice se obvykle používá hydrolýza, zejména kyselá a alkalická. Cílem tohoto 

kroku je uvolnit analyt z biologické matrice, případně zvolit vhodné podmínky k jejímu 

rozštěpení tak, aby byla biologická matrice rozrušena a analyt by mohl být dále analyzo-

ván. 

Hydrolýza má univerzální využití. Lze ji použít před, během a po extrakci za různých 

podmínek a různými prostředky. Alkalická hydrolýza narušuje esterové vazby mezi acy-

lem a hydroxylovou skupinou sacharidů v glykosidech, což vede ke vzniku volných gly-

kosidů. Nejčastěji se využívá hydroxid sodný (Setchell et al. 1987).  

Kyselá hydrolýza naopak narušuje vazby uhlík-kyslík mezi aglykonem a sacharidem 

a tím vznikají volné aglykony. K narušení vazeb se využívají vodné roztoky organických 

rozpouštědel (acetonitril, metanol a etanol) s přídavkem kyseliny chlorovodíkové (HCl). 

Účinnost závisí především na koncentraci HCl, extrakční době a koncentraci rozpouštědla 

(Franke and Custer 1994). 

V případě enzymatické hydrolýzy se využívají různé enzymy, u isoflavonů se jedná 

především o endogenní β-glukosidázy, β-glukuronidázy/sulfatázy a celulázy. Před samot-

nou hydrolýzou se provede extrakce vzorku 96% etanolem. Po úplném odpaření ve vakuu 

následuje digesce acetátovým pufrem, který obsahuje již zmíněné enzymy, inkubace a 

centrifugace. Enzymatická hydrolýza je v porovnání předchozími postupy mnohem šetr-

nější a vyznačuje se vyšší selektivitou (Cordisco et al. 2016). 

3.4.3 Extrakce 

 

Samotný proces extrakce je rovněž nedílnou součástí procesu při analýze isoflavonů. 

Obecně se jedná o separační proces, při kterém jsou v kontaktu dvě vzájemně nemísitelné 

fáze, mezi něž jsou rozděleny analyty na základě různé rozpustnosti v použitých rozpouš-

tědlech (Cordisco, Haidar, Coscueta, Nerli and Malpiedi 2016).  

Cílem extrakce je selektivní až specifické oddělení analytu od ostatních složek vzorku 

nebo naopak oddělení rušících složek od analytu. Proces extrakce by měl být rychlý, 

kvantitativní, jednoduchý a zároveň by měl minimalizovat případné interference. Při ex-

trakci daného analytu z matrice lze využít široké spektrum extrakčních technik, které za-

hrnují digesci vzorku solventem, extrakci na ultrazvukové lázni, přes extrakci podle 

Soxhleta až po nové instrumentální extrakční metody (Murphy et al. 2002). Mezi moderní 

metody extrakce patří extrakce na pevné fázi (SPE), což je jedna z nejvíce používaných 
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technik pro separaci funkčních materiálů (Cho et al. 2009). Dále superkritická fluidní 

extrakce (SFE), extrakce urychleným tokem rozpouštědla (PLE), extrakce ultrazvukem 

(UAE) nebo mikrovlnná extrakce. Výhodou těchto metod je redukce času potřebného 

k extrakci, nižší spotřeba organického rozpouštědla, eliminace některých kroků extrakce 

(předčištění a zakoncentrování vzorku) před samotnou analýzou. Tyto moderní metody 

jsou efektivnější a přesnější díky plné automatizaci (Murphy, Barua and Hauck 2002). 

3.4.3.1 Solid-Liquid extrakce (SLE) 

 

Touto extrakcí se přenášejí selektivně některé složky směsí analyzovaných látek do vhod-

ných rozpouštědel buď na základě pouhého fyzikálního principu rozpouštění, nebo v 

kombinaci s chemickou reakcí. Principem SLE je těsný kontakt mezi pevným vzorkem a 

solventem, ve kterém je analyt maximálně rozpustný. K úspěšnému převedení analytu ze 

vzorku do extraktu je důležitý výběr, množství a polarita rozpouštědla, objem a druh 

vzorku, dále délka a teplota extrakce, intezita třepání. Při extrakci polární kapalinou 

z úplně homogenizovaných vzorků se jako rozpouštědlo nejčastěji používá etanol, meta-

nol nebo acetonitril, případně jejich vodné roztoky. V některých případech je možné vy-

užít dichlormethanu nebo dimethylsulfoxidu (Rostagno et al. 2005). Doba extrakce se v 

závislosti na použité extrakční kapalině a druhu vzorku pohybuje od jednotek hodin až 

po několik dní. 

Mezi nejčastěji používané SLE metody se řadí Soxhletova extrakce, míchání, třepání 

a louhování. Extrakce v Soxhletově extraktoru patří mezi nejstarší extrakční techniky. Je 

součástí normovaných postupů a také se často používá jako standard pro nově vznikající 

extrakční techniky (Bucić-Kojić et al. 2007). 

3.4.3.2 Superkritická fluidní extrakce (SFE) 

 

Jedná se o separační techniku, která využívá specifické vlastnosti pro nadkritické teku-

tiny. Extrakčním činidlem je superkritická (nadkritická) tekutina. V SFE se k extrakci 

pevného vzorku běžně používá oxid uhličitý (CO2). CO2 má kritickou teplotu 31°C a 

kritický tlak 7149 kPa. To je dáno především možností využít některé vlastnosti látek, 

které se v tomto stavu nachází k optimalizaci stávajících extrakčních postupů. Kromě 

velké rozpouštěcí schopnosti mají nadkritické tekutiny i další výhodné vlastnosti. Díky 

nízké viskozitě a vysoké schopnosti difuze v sobě spojují solvatační sílu kapalin s výhod-

nými podmínkami pro přestup pevné látky v průběhu extrakce (Ganzera 2015).  
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Nejpoužívanějším superkritickým rozpouštědlem je oxid uhličitý (CO2) pro své nízké 

hodnoty kritických veličin, jež má kritickou teplotu 31°C a kritický tlak 7149 kPa. Mezi 

výhody této reakce patří její rychlost (méně než 30 minut). Prakticky pracujeme s tlaky 

40 – 70 MPa a teplotami 60 – 150°C. Nadkritický CO2  je ideálním rozpouštědlem pro 

analyty dále analyzované instrumentálními metodami. Je nepolární, a proto rozpouští ne-

polární a málo polární sloučeniny. Dále tato metoda redukuje používání nebezpečných 

rozpouštědel a umožnuje on-line spojení s kapalinovou, plynovou či superkritickou 

fluidní chromatografií. Jednou z výhod aplikace SFE je omezení degradace aktivních 

sloučenin (Santos et al. 2017). 

3.4.3.3 Extrakce urychleným tokem rozpouštědla (PLE) 

 

Extrakce urychleným tokem rozpouštědla - pressurized liquid extraction (PLE) je tech-

nika, která při přípravě vzorku využívá teploty a tlaku k extrakci látek z pevných a semi-

pevných vzorků. Tlak se používá ke zvýšení kontaktu mezi extrakční kapalinou a vzor-

kem. Teplota naopak slouží k rozbití vazby analyt-matrice a tím může významně měnit 

selektivitu extrakční tekutiny. Tyto podmínky umožňují snadnější rozpustnost analytu a 

jeho desorpci z matrice. Významným faktorem pro rychlou a efektivní extrakci analytu 

z pevné matrice je extrakční teplota. Dalším důležitým faktorem je vedle teploty a tlaku 

výběr vhodného rozpouštědla (Rostagno et al. 2004). 

Výhodou techniky PLE je nižší spotřeba solventu, zkrácená doba extrakce a možnost pro-

vést extrakci bez přístupu světla a vzduchu. I přes tyto výhody není PLE vhodná pro 

termolabilní sloučeniny, neboť vysoká teplota může narušit strukturu analytu (Azmir et 

al. 2013). 

3.4.3.4 Mikrovlnná extrakce (MASE) 

 

Mikrovlnná extrakce – microwave assisted solid extraction (MASE) se řadí mezi alterna-

tivní metody extrakce isoflavonů z rostlinného materiálu a potravin. Tato metoda je zalo-

žena na selektivní a rychlé lokalizaci vlhkosti ve vzorku mikrovlnami, tedy závisí na ab-

sorpci energie mikrovln molekulami polárních sloučeni. Účinnost mikrovlnného záření 

závisí na povaze vzorku, typu extrahovaných látek, vlastnosti rozpouštědla a také na die-

lektrické konstantě materiálu, která je přímo úměrná velikosti absorpce mikrovlnného 

záření (Bajkacz and Adamek 2017). Často bývá upřednostňováno rozpouštědlo s vysokou 
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dielektrickou konstantou, aby docházelo k silné absorpci záření. MASE může být apliko-

vána na několik vzorků současně, což může také vést k dramatickému poklesu doby ex-

trakce. Z hlediska snížení extrakčního času je využití mikrovlnné energie velice výhodné, 

protože mikrovlny ohřívají rozpouštědlo, či směsi rozpouštědel téměř okamžitě. Tato 

technika je často aplikována na stopovou analýzu organických sloučenin v pevných a ka-

palných vzorcích. Tato skutečnost vedla k použití MASE na extrakci isflavonů, polyfe-

nolů z čaje a hroznových semen a pro extrakci kofeinu (Rostagno, Palma and Barroso 

2007). 

MASE patří mezi nejrychlejší extrakce a nachází využití i při extrakci termolabilních 

látek, rovněž našla uplatnění zejména v oboru environmentální chemie a zároveň byla 

úspěšně použita ke stanovení biologicky aktivních látek. 

3.4.3.5 Extrakce ultrazvukem (UAE) 

 

Při ultrazvukové extrakci- ultrasound assisted extraction (UAE) se uplatňuje fyzikální jev 

zvaný kavitace. V ultrazvukové lázni se vzorek intenzivně pohybuje, což způsobuje roz-

pad shluku částic a tepelný rozklad je redukován. Pohlcením ultrazvukové vlny solven-

tem dochází k náhlým tlakovým změnám a vzniku kavitačních bublin. Bubliny se vlivem 

rostoucího tlaku a teploty rozpadají a vzniklá „vlna“ podporuje míchání. Zvýšená účin-

nost UAE je vysvětlována narušením buněčných stěn, zmenšením velikosti částic a zvý-

šením účinnosti přenosu hmoty buněčného obsahu při tvorbě a zániku kavitačních dutin 

(Rostagno et al. 2003).  

Ultrazvuk působí na buněčné stěny dvěma způsoby. Může usnadnit bobtnání rostlin-

ných materiálů, což může vést k rozšíření pórů buněčné stěny.  Dochází ke zvýšení rych-

losti přenosu hmoty, to může vést i k narušení buněčných stěn, což má za následek snížení 

extrakčního času a zvýšení účinnosti extrakce (Vilkhu et al. 2008). 

Některé rostlinné buňky jsou součástí žláz (vnějších nebo vnitřních), které jsou zaplněny 

esenciálním olejem. Vnější žlázy jsou charakterizovány tenkým povrchem, který může 

být ultrazvukem lehce rozrušen a tím dojde k uvolnění esenciálního oleje do extrakčního 

rozpouštědla (Rostagno, Palma and Barroso 2003). 

Optimalizací podmínek extrakce, jako je výkon ultrazvuku, teplota a čas jsou klíčo-

vým krokem účinné extrakce. Při UAE lze použít jako extrakční činidlo vodný roztok 

obsahující neiontový surfaktant. Takový roztok poskytuje rychlejší extrakční kinetiku a 

vyšší návratnost ve srovnání s metanolem a vodou. 
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Při extrakci β-glukosidů poskytuje UAE lepší výsledky ve srovnání s klasickou extrakcí 

mícháním. UAE lze využít i pro extrakci lignanů a kumestrolu (Konar et al. 2012). 

3.4.4 Post-extrakční úpravy 

 

Po extrakci isoflavonů z matrice je možné extrakt podrobit různým úpravám před samot-

nou analýzou. Tyto kroky mohou být minimální s ohledem na použitou techniku extrakce. 

Nejčastější techniky používané pro úpravu vzorků jsou filtrace, centrifugace, prekoncen-

trace a purifikace, evaporace do sucha, opětovné sušení v jiném solventu nebo SPE. Z ex-

traktu se centrifugací nebo filtrací odstraní nerozpustné části, což však neplatí v případě 

PLE a SFE, kde tento krok nutný není (Rostagno, Palma and Barroso 2003). Výhodou 

centrifugace však je možnost úpravy objemu extraktu a tím vyloučení ztrát solventu s vy-

extrahovaným analytem. K odstranění možných interferujících sloučenin lze použít ex-

trakci kapalina-kapalina liquid liquid extraction (LLE). Další možností je částečné nebo 

úplné odpaření rozpouštědla na rotační odparce a opětovné rozpouštění v 80% methanolu 

nebo přímo v MF pro HPLC (Rostagno, Villares, Guillamon, Garcia-Lafuente and 

Martinez 2009). 

3.4.4.1 Extrakce kapalina-kapalina (LLE) 

 

Extrakce kapalina-kapalina (LLE) představuje nejjednodušší techniku frakcionace, pře-

čištění a zkoncentrování cílových analytů surového extraktu. Mimo jiné může představo-

vat první extrakční krok u kapalného vzorku. LLE je založena na ustavení fázové rovno-

váhy mezi dvěma nemísitelnými kapalinami. V případě, že nalezneme vhodné extrakční 

činidlo, je tato extrakce velmi účinnou separační metodou. Je Rozpouštědlo je zvoleno 

tak, aby v něm byl analyt co nejvíce rozpustný. Nejvíce používaná rozpouštědla pro ex-

trakci z biologických kapalných vzorků jsou etylacetát nebo dietyléter (Nguyen et al. 

2010). 

3.4.4.2 Extrakce na pevné fázi (SPE) 

 

Extrakce na pevné fázi-solid phase extraction (SPE) patří mezi nejrozšířenější techniky, 

především díky její snadné použitelnosti a široké aplikovatelnosti. Výhodou SPE je oproti 

LLE redukce mnohých problémů související s LLE, jako je použití speciálního skla a 

likvidace velkého množství organických rozpouštědel. Hledané analyty mohou být před-

nostně izolovány ze složitých matric, přičemž izolace, přečištění a zkoncentrování ana-

lytu může být dosaženo v jediném kroku. 
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Při SPE je prvním krokem digesce rozpouštědlem. Poté je extrakt nanesen na vhodný 

sorbent. Vedle modifikovaného silikagelu patří k nejpoužívanějším rozpouštědlům pře-

devším polymerní sorbenty na bázi divinylbenzenu a N-vinylpyrrolidu a kopolymeru sty-

ren –divinylbenzenu (PS-DVB). 

Kopolymerní sorbenty na bázi divinylbenzenu a N-vinylpyrrolidinu umožňují ex-

trakci v širokém rozmezí hodnot pH. Této vlastnosti je využito u tzv. 2-D (dvoudimenzi-

onální) SPE extrakce. Podstata techniky 2-D SPE spočívá v adjustaci vzorku a především 

v promývacích krocích, kde vhodnou úpravou pH dle typu analytu a optimalizace kon-

centrace organického rozpouštědla se dosáhne maximální selektivity a separace sledova-

ného analytu (Setchell et al. 2002). 

SPE lze také provést formou mikroextrakce (SPME). SPME je velmi jednoduchá a 

efektivní metoda bez použití rozpouštědla a je ideální ve spojení s hmotnostní spektro-

metrií (MS), s kapilární elektroforézou, s plynovou chromatografií a HPLC. SPME je 

oproti SPE citlivější a dovoluje automatizaci extrakčního procesu, což vede ke zkrácení 

času celé analýzy. Nevýhoda SPE spočívá v nezbytném provedení hydrolýzy před ex-

trakcí, protože podmínky metody nedovolují stanovit všechny formy isoflavonů (Vas and 

Vekey 2004). 

3.4.5 Separační metody 

3.4.5.1 Chromatografie na tenké vrstvě (TLC) 

 

Chromatografie na tenké vrstvě (TLC) se používá k identifikaci isoflavonů. Ve srovnání 

s papírovou chromatografií je TLC rychlejší, citlivější a univerzálnější. Společně s papí-

rovou chromatografií se řadí mezi planární uspořádání chromatografie. Výhodou metody 

TLC je rychlost analýzy a malé nároky na vybavení, protože stacionární fáze jsou běžně 

dostupné. Základem stacionární fáze je skleněná nebo hliníková plocha, na kterou je na-

nesen sorbent (Sherma 2000). Nejčastěji se jedná o oxid hliníku, silikagel nebo celulózu. 

Vedle běžných sorbentů jako je, celulosa, silikagel, alumina, polyamid či Sephadex nebo 

jejich kombinace, se často používá chemicky modifikovaný silikagel. Povrch stacionární 

fáze je polární. Pro separaci na normální fázi se volí mobilní fáze méně polární, pro se-

paraci na reverzní fázi je povrch stacionární fáze upraven a mobilní fáze se pak volí více 

polární. Planární chromatografie je v současné době používáná metoda pro screening fy-

toestrogenů, rovněž nachází uplatnění v předběžné separaci či identifikaci (Mukerjea et 

al. 1996). 
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3.4.5.2 Plynová chromatografie (GC) 

 

V roce 1985 byla základní metodou pro stanovení isoflavonů plynová chromatografie 

(GC). S rozvojem kapalinové chromatografie (LC) ustoupila GC v analýze fytoestrogenů 

do pozadí. V současnosti se však opět dostává do popředí zájmu díky rozvoji vysokotep-

lotní GC (HT-GC) a vylepšení procesu derivatizace. Mezi nevýhody techniky GC patří 

omezená separace pouze na aglykony isoflavonů a především nízká těkavost většiny is-

oflavonů. Před samotnou GC analýzou je nutné vzorek nejdříve upravit. Je nezbytné od-

stranit lipidy, dochází k uvolnění esterových a glykosidických vazeb procesem alkalické, 

kyselé či enzymatické hydrolýzy a derivatizaci. Proto je derivatizace nezbytným krokem 

analýzy. Vznik derivátů je při metodě GC potřebnýke zvýšení těkavosti analytů, což vede 

ke zvýšení citlivosti a selektivity detekce. Nejpoužívanějším derivatizačním činidlem je 

trimethylsilyléter (TMS). Pokud však analyt obsahuje více hydroxylových skupin, 

vznikne více derivátů a to zhoršuje stanovení. Problémy s derivací byly popisány u poly-

hydroxylových derivátů isoflavonů, jako je genistein. TMS deriváty jsou analyzovány 

nepolárními kapilárními kolonami s využitím lineárního teplotního gradientu (Grace et 

al. 2003). 

3.4.5.3 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) 

 

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) je nejpoužívanějšíseparační technikou 

v kombinaci s řadoudetekčních technik. Nejčastěji nachází využití uspořádání s reverzní 

fází na stacionární matrici (alkylovaných silikagelech C18, C8 popřípadě i na modifiko-

vaných sorbentech fenylovou nebo diolovou skupinou), většinou se směsí acetonitrilu a 

metanolu jako mobilní fází. Tato technika se ukázala jako vhodná pro analýzu isoflavonů 

(Barnes et al. 1994). 

Sledované analyty lze s omezenou pravděpodobností identifikovat na základě jejich 

retenčních časů nebo metodou standardního přídavku. HPLC pracuje s vysokým tlakem, 

vysokými průtoky mobilních fází a nízkou teplotou v kontrastu s hmotnostní spektrosko-

pií, která využívá nízký průtok, vakuum a plynnou fázi při vysokých teplotách (Magiera 

and Sobik 2017). 

Separace na reverzní fázi je založena na hydrofobní interakci jednotlivých analytů se 

stacionární fází. Retenční čas analytu závisí na rozpustnosti ve vodě, tedy roste s jejich 

vzrůstajícím hydrofobním charakterem. Hydrofóbní charakter roste dle následující řady: 
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β-glukosid, malonyl a acetylglukosid, a nejvíce hydrofobní je volný aglykon. V případě 

separace založené na hydrofilních interakcích je pořadí eluce opačné (Prokudina et al. 

2012). 

3.4.5.4 Elektromigrační separační metody 

 

Elektromigrační separační metody využívají rozdílnou pohyblivost nabitých částic ve 

stejnosměrném elektrickém poli. Pohyblivost částic závisí na velikosti a tvaru molekul, 

na velikosti náboje, na síle elektrického pole a taktéž na podmínkách prostředí. Ve srov-

nání s chromatografickými metodami jako je GC a LC je kapilární elektroforéza (CE) 

relativně novou separační technikou (Bustamante-Rangel et al. 2012).  

V současné době existuje několik módů: kapilární zónová elektroforéza (CZE), mice-

lární elektrokinetická chromatografie (MEKC), kapilární gelová elektroforéza (CGE), ka-

pilární isoelektrická fokusace (CIEF), kapilární isotachoforéza (CITP), kapilární elek-

trochromatografie (CEC) a kapilární elektroforéza v nevodném prostředí (NACE).  

CE je metoda účinná a rychlá, která nevyžaduje velký objem vzorku a v porovnání 

s kolonami HPLC mají kapiláry v CE delší životnost. Ve srovnání s HPLC mají elektro-

migrační metody nižší citlivost, což nedovoluje jejich použití v analýze malého množství 

vzorků. Další nevýhodou je také špatná reprodukovatelnost vůči HPLC především z dů-

vodu překrytí píků analytu píky interferujících látek ve vzorku (Urbánek et al. 2002). 

Nejjednodušší a nejuniverzálnější uplatnění při stanovení isoflavonů nachází CZE. 

Vzorek je umístěn do prostředí základního elektrolytu, jehož složení zaručuje v celé se-

parační kapiláře konstantní podmínky, tj. homogenní elektrické a chemické pole. Sepa-

race při CZE je rychlejší než u HPLCE, avšak méně selektivní. 

MEKC je modifikovanou elektroforetickou technikou založenou na přidání surfak-

tantů do základního elektrolytu. Surfaktanty tvoří micely nesoucí náboj, které migrují v 

kapiláře působením elektrického pole podobně jako všechny částice s nábojem. Analyty 

se rozdělují mezi micely a pufr, což vede k další selektivitě separace. Díky tomu je micela 

považována za pseudostacionární fázi, podobnou stacionární fázi v kapalinové chroma-

tografii. Nejčastěji se jako pseudostacionární fáze používá dodecylsulfát sodný (SDS), 

jako MF borátový pufr ve směsi s etanolem. MEKC umožnuje snadnější separaci hydro-

filních aglykonů isoflavonů, jež jsou méně rozpustné v pufrech používaných při CZE. 

Další výhodou MEKC je i nízký detekční limit (Weston and Brown 1997). CE našla v po-
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sledních letech uplatnění především při detekci  isoflavonů ve spojení s elektrochemic-

kým detektorem, detektorem diodového pole nebo s hmotnostním detektorem 

(Bustamante-Rangel, Delgado-Zamarreno, Carabias-Martinez and Dominguez-Alvarez 

2012).  

3.4.5.5 Imunoanalýza 

 

Imunochemické metody jsou vhodným doplňkem obecně používaných instrumentálních 

technik. Svojí jednoduchostí, nenákladností a adaptabilitou pro sériová měření předsta-

vují obrovský potenciál zejména ve screeningovém stanovení. Také vysoká citlivost a 

značné rozpětí koncentrací, v němž mohou tyto metody pracovat, dává možnost jejich 

využití k detekci isoflavonoidů v nejrůznějších matricích. 

Ve většině případů se používá enzymová imunoanalýza (ELISA), která patří mezi 

velmi specifické metody. Vazba mezi antigenem a protilátkou je detekována pomocí en-

zymu navázaného na antigenu nebo protilátce, přičemž nejčastěji se používá peroxidáza. 

Po vzniku vazby přemění enzym bezbarvý substrát na barevný produkt. Intenzita zbarvení 

produktu se měří spektrofotometricky a můžeme stanovit protilátku nebo antigen.  

Isoflavony jsou nízkomolekulární látky a proto je nutné před samotnou imunizací na-

vázat na mikrotitrační destičku vysokomolekulární nosič. Tímto nosičem nejčastěji bývá 

bovinní sérový albumin (BSA). V případě daidzeinu a genisteinu byly vytvořeny konju-

gáty pomocí vazby v polohách 7 a 4, pro biochanin A pouze přes polohu 7. Stejný postup 

byl použit pro syntézu konjugátu 7-karboxymethylgenisteinu s ovalbuminem (OVA). 

ELISA nahradila dříve používanou radioimunonalýzu (RIA), zejména kvůli nižší ceně, 

rychlosti reakce a stanovení poměrně velkého množství vzorků. 

 

3.4.6 Identifikace a detekce 

3.4.6.1 UV/VIS detekce 

 

UV/Vis detektory, zejména detektor diodového pole (DAD), mohou pracovat v širokém 

rozmezí vlnových délek a jsou nejčastěji používanými detektory ve spojení s HPLC nebo 

při elektromigračních separacích. Fytoestrogeny a jejich prekurzory mají velmi podobnou 

strukturu. Obsahují minimálně jeden aromatický kruh, což umožňuje jejich detekci v ob-

lasti UV/Vis spektra. Detekce v ultrafialové a viditelné oblasti se provádí spektrofotome-

tricky, pro isoflavony je to v rozmezí 240 – 285 nm (Vacek et al. 2008).  
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Identifikace analytu spočívá ve vyhodnocení retenčních časů nebo se používá metoda 

přídavku interního standardu. V současnosti se pro přesnější vyhodnocení kombinuje po-

rovnání retenčních časů s DAD absorpčními spektry z knihovny spekter. K tomu slouží 

faktor shody (match faktor), který vzniká matematickým srovnáním spektrální křivky sle-

dovaného analytu se spektrální křivkou standardu a toto tvrzení je nutné ještě potvrdit 

alespoň jedním nezávislým faktorem, například shodou retenčních časů. Spektrální kni-

hovny musí být vytvořeny za přesně definovaných podmínek separace, tj. shodná mobilní 

fáze, průtok, typ chromatografického čerpadla, kolona i teplota. Komerčně dostupné kni-

hovny nelze použít, neboť isoflavony vykazují velmi podobná spektra a jejich jednotlivé 

izoformy mají téměř shodná spektra. V tomto případě se lze řídit podle retenčních časů 

eluce v pořadí malonylglukosid, β-glukosid, acetylglukosid a  aglykon. Nevýhodou UV 

detekce je nedostatek strukturních informací a neúplná specifita vedoucí k interferencím 

a neoznačených píkům (Klejdus et al. 2005). 

3.4.6.2 Detekce pomocí fluorescence a chemiluminisce 

 

Fluorescencenční detektory jsou založeny na principu fluorescence a měření sekundár-

ního (emisního) záření, které látka vydá po absorpci primárního (excitačního) elektro-

magnetického záření.  

Absorpcí elektromagnetického záření přecházejí molekuly látek ze základního vib-

račního stavu do různých vibračních hladin excitovaného stavu. Vlnová délka záření emi-

tovaného je větší než záření absorpčního. Fluorescenční detekce je citlivější než UV/Vis 

detekce. Pro lepší detekovatelnost analytu se provádí derivatizace, která je všakomezená 

vlastní fluorescencí některých fytoestrogenů. 

Chemiluminiscence (CL) se provádí v kombinaci s průtokovou injekční analýzou 

(FIA). Vzorek je smíchán s chemilumisnicenční látkou a vpraven do reakční cely lumi-

nometru. Tato metoda představuje efektivní optickou detekci vybraných isoflavonů bez 

složité separace a lze ji aplikovat nejet v klinické praxi, ale také v potravinářství. 

3.4.6.3 Elektrochemická detekce 

 

Elektrochemická detekce – electrochemical detection (ED) je vhodná pro stanovení elek-

troaktivních analytů (snadno oxidovatelné látky). Pro stanovení isoflavonů s využitím 

elektrochemické detekce se velmi často používá ve spojení s HPLC nebo elektromigrač-
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ními separačními technikami. Používá se buď amperometrický, nebo coulometrický de-

tektor. Coulometrický detektor je ve srovnání s amperometrickým citlivější. Mobilní fáze 

obsahuje analyt, který prochází skrz porézní elektrodu. To vede ke zvětšení povrchu a 

dochází k úplné oxidaci/redukci analytu. Na principu coulometrického detektoru byl vy-

nalezen multikanálový elektrochemický detektor (CEAD), principem podobný DAD. 

Systém je tvořen analytickou celou. V cele je obsažena referenční platinová (Pt) elektroda 

a čtyři pracovní elektrody. Elektrody jsou zapojené v sérii a tvoří elektrodové pole. Mo-

bilní fáze je v ideálním případě elektrochemicky inertní. Vhodné je použití metanolu nebo 

acetonitrilu. Obecně se tento typ detekce používá ve spojení s elektromigračními meto-

dami. Mimo jiné se ke stanovení daidzeinu a genisteinu používá i uhlíková pastová elek-

troda (CPE). 

Výhodou CEAD je citlivost detekce i při měření koncentrací blížících se limitu de-

tekce, dále je možné analyzovat i komplexní směsi, a rovněž není vyžadována hydrolýza 

vzorku. Na druhou stranu je tento typ detekce velmi náročný na čistotu vzorku. 

3.4.6.4 Hmotnostní spektrometrie (MS) 

 

Hmotnostní spektrometrie (MS) je analytická metoda obecně používaná k detekci orga-

nických látek z biologických materiálů. MS se nejčastěji používá ve spojení s HPLC nebo 

GC. Vysoký průtok, tlak a nízká teplota, jsou veličiny charakteristické pro průběh HPLC, 

což je v rozporu s podmínkami hmotnostní detekce (Cuyckens and Claeys 2004).  

Problémy s online propojením vyřešilo rozhraní pro spojení separačních a spektrál-

ních metod. Úkolem rozhraní je provést rozprášení a ionizaci vzorku a také odstranit roz-

pouštědlo. Vzniklé ionty jsou analyzovány ve hmotnostním detektoru (obrázek 6) pomě-

rem hmotnosti a náboje vzniklého iontu (m/z). 

 

Obrázek 6: Schéma hmotnostního detektoru. Převzato a upraveno dle (van Baar 

2000). 
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Vývojem nových ionizačních metod pomocí elektrospreje (ESI) nebo chemické ioni-

zace za atmosférického tlaku (APCI) došlo k začlenění MS mezi běžně používané tech-

niky. Ionty mohou být aktivovány přímo v iontovém zdroji. Vznikají kolizní spektra, 

která umožňují podrobnou analýzu struktury analytu. Velikost fragmentace závisí na ko-

lizním napětí, složení mobilní fáze a koncentraci složek mobilní fáze, na zvoleném mo-

difikátoru a na struktuře analytu (Barnes et al. 1998). APCI slouží k detekci méně polár-

ních sloučenin, naopak ESI se používá pro látky ionizovatelné v roztoku. Tandemové 

zapojení ESI-MS a ACPI-MS s HPLC patří mezi nejpoužívanější. V analýze isoflavonů 

je vhodnější ESI mód, neboť je šetrnější. Oba typy ionizace lze provést v pozitivním i 

negativním módu. Negativní mód je v obou případech ionizace citlivější. Novějšími tech-

nikami v analýze fytoestrogenů vedle již běžně používané ESI jsou nanoESI a ionizace 

pomocí desorpce elektrosprejem (DESI), která tvoří přechod mezi ESI a MALDI (Matrix 

Assisted Laser Desorption and Ionization). Její výhodou je citlivost provedené analýzy 

za podmínek in situ, neboť se zkracuje čas potřebný na přípravu vzorku k analýze 

(Griffith and Collison 2001). 

Jsou známy různé typy MS, přičemž v analýze fytoestrogenů se nejčastěji používá 

kvadrupólový analyzátor (QMS), trojitý kvadrupólový analyzátor (QqQMS) nebo průle-

tový analyzátor (TOFMS). Alternativní metodou pro stanovení glykosidů je MALDI-

TOF MS. Výhodou této metody je minimální úprava vzorku, schopnost analyzovat směsi 

a nižší nároky na čistotu vzorku. Pro analýzu fytoestrogenů ve vodných vzorcích se pou-

žívá hmotnostní detekce s kvadrupólem a TOF analyzátorem. Detekce pomocí MS je 

přesnější než UV/Vis detekce a zapojení dvou detektorů za sebou v tandemu MS/MS 

citlivost detekce ještě zvyšuje (Prokudina, Havlíček, Al-Maharik, Lapčík, Strnad and 

Gruz 2012). 

3.4.6.5 Nukleární magnetická rezonance (NMR) 

 

Nukleární magnetická rezonance (NMR) společně s MS patří mezi nejpoužívanější tech-

niky ve strukturní analýze látek rostlinného původu. Vazba HPLC v návaznosti na NMR 

je přímá a již není nutné použít rozhraní jako v případě MS detekce. Citlivost NMR je 

nižší než u MS. Pro úspěšnou analýzu je nutné použí větší množství vzorku.  Vhodnou 

mobilní fází pro NMR je acetonitril nebo metanol.Ve většině případů se jedná o kom-

plexní sloučeniny, není vždy možná identifikace analytu v jediném kroku.  
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Existují dva režimy provedení NMR, one-flow a stop-flow režim. Z one-flow režimu 

jsou spektra získávány kontinuálně během separace a výsledkem je 2D spektrum. De-

tekční limit tohoto módu je nižší než u stop-flow režimu. Obecně se NMR detekce pou-

žívá pro analýzu rostlinných materiálů, včetně sójových produktů. Kombinace NMR s 

dalšími způsoby detekce je stejně efektivní, jako v případě MS. 

4 MATERIÁL A METODIKA 

4.1 Materiál 

4.1.1 Použité odrůdy sóji 

 

V experimentu bylo použito osm odrůd sóji luštinaté (Brunensis, Bohemians, Naya, Mo-

ravians, Silesia, Toutatis, Korus a Kofu). Zmíněné odrůdy poskytl k analýze pan Ing. 

Vojtěch Hlavjenka (AGRITEC, výzkum, šlechtění a služby, s.r.o., Zemědělská 2520/16, 

787 01 Šumperk), které pocházely ze zkušební oblasti Šumperk.  

Jedná se o výběr nejvíce pěstovaných odrůd na území České Republiky (EAGRI 

2016). Převážně se jedná o ranné odrůdy s vysokým výnosem semene.  

4.1.2 Použité chemikálie 

 

Veškeré chemikálie použité v experimentu byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich 

(USA), v případě, že není uvedeno jinak. Chemikálie odpovídají čistotě ACS. 

V analýze byly použity standardy isoflavonů (daidzin, genistin, glycitin, daidzein, glyci-

tein, genistein) od firmy Extrasynthese (Francie).  Rozpuštěním standardů v 80% metanolu 

byl připraven zásobní roztok standardních látek o koncentraci 10 mg.l-1. Zásobní roztok stan-

dardních látek byl skladován v lednici bez přístupu světla při teplotě 4 °C. 

Pro HPLC analýzu byl použit acetonitril a 0,2% kyselina octová. Metanol, dietyléter ne-

stabilizovaný, hexan a bezvodý síran sodný pocházely od firmy Penta Švec, Chrudim. Demi-

neralizovaná voda byla připravena systémem Milli Q RG (Millipore, Massachusetts, USA). 

4.2 Metodika 

4.2.1 Příprava vzorků 

 

Vzorky sójových bobů odrůd Brunensis, Bohemians, Naya, Moravians, Silesia, Toutatis, 

Korus a Kofu byly pomlety laboratorním mlýnkem IKA A11 basic (IKA®-Werke GmbH 

& Co. KG, Německo) na homogenní částice o velikosti menší než 0,1 mm. K pomletí 
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bylo odebráno cca 20 g sójových bobů. Drcení a homogenizace byly nezbytným krokem 

ke zvětšení povrchu vzorku, který byl v průběhu extrakce vystaven působení solventu. 

Zároveň tento krok vedl k dosažení lepších výsledků extrakce. Z každého vzorku bylo 

odváženo potřebné množství v [g] s přesností na 4 desetinná místa. Veškeré vážení pro-

bíhalo na analytických vahách Precisa 240 A (Německo). 

 

4.2.1.1 Extrakce 

 

V experimentální části byla využita solid-liquid extrakce (SLE) s využitím tří různých 

technik, které jsou uvedeny níže. Celkem byly zvoleny tři různé techniky provedení ex-

trakce. Ve všech případech byl použit 80% metanol. (Rostagno, Villares, Guillamon, 

Garcia-Lafuente and Martinez 2009) ve své studii uvádí, že 80% poskytuje nejvyšší vý-

těžnost isoflavonů a reprodukovatelnost výsledků. Metanol pro analýzu byl získán zředě-

ním 99.9% metanolu (PENTA) 

První sada vzorků byla připravena odvážením 1 g suchého homogenního prášku. Ke 

každému vzorku bylo přidáno 50 ml 80% metanolu. Vše bylo smícháno v odměrné baňce 

a poté mícháno na třepačce IKA KS 4000 icontrol (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Ně-

mecko) při teplotě 50°C a otáčkách 200 rpm po dobu 60 minut.  

Druhá extrakční technika zahrnovala odvážení 0,02 g vzorku do eppendorfovy zku-

mavky. Ke každému vzorku byl přidán 1 ml 80% metanolu. Do každé ze zkumavek byly 

přidány tři skleněné kuličky a následně byly vzorky homogenizovány na homogenizátoru 

IKA ULTRA-TURRAX® Tube Drive Workstation (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, 

Německo) po dobu 120s. Po vytažení z homogenizátoru byly vzorky zcentrifugovány na 

centrifuze Z 326K HERMLE (HERMLE Labortechnik GmbH, Německo) při otáčkách 

20 000 ref po dobu 15 min při teplotě 19°C. 

Třetí extrakční technikou byla extrakce s využitím třecí misky. Rovněž bylo odváženo 

0,02 g vzorku, ke kterému byl přidán 1 ml 80% metanolu. K této směsi byl přidán mořský 

písek praný (PENTA) v množství cca 0,1 g. Po homogenizaci vzorku s mořským pískem 

byl opětovně přidán mořský písek v množství cca 0,1 g. Opět byla provedena homogeni-

zace, tentokrát do mírného odpaření metanolu. Dále byl přidán 1 ml 80 % metanolu k pro-

mytí misky a vzniklé směsi. Vzniklý objem byl napipetován do eppendorfovy zkumavky. 

Následovala centrifugace o stejných parametrech, jako u předchozí extrakce. Vzorky byly 

skladovány ve tmě a v chladu při teplotě 4°C. 
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Před použitím pro chromatografickou analýzu byly všechny vzorky přefiltrovány přes 

LUT Syringe Filter Nylon (Labicom) s parametry 13mm; 0,45 μm, pk/100. 

 

4.2.1.2 Separace a identifikace isoflavonů metodou HPLC 

 

Chromatografická analýza 

 

Pro analýzu množství isoflavonů ve vybraných odrůdách sójových bobů byla zvolena 

metoda vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC) v tandemu s hmotnostním de-

tektorem (MS), konkrétně trojitým quadrupólem (LC-MS/MS). Kombinace vysoce efek-

tivní chromatografické techniky s efektivními izolačními a purifikačními technikami je 

pro kvantitativní analýzu isoflavonů zcela vyhovující (Zhao et al. 2015). 

Detekce isoflavonů probíhala na chromatografu HPLC Agilent Technologies 1200 Series 

(Agilent Technologies, Palo Alto, USA). Systém byl sestaven z vakuové 

odplyňovací jednotky (model G1379B), binárního čerpadla mobilní fáze (model 

G1312B), automatického dávkovače vzorku (model G1367D) a termostatu na kolonu 

(model G1316B). Vysokoúčinný kapalinový chromatograf byl propojen s detektorem 

diodového pole (model G1315C) a trojitým kvadrupólovým hmotnostním detektorem 

6460 Triple Quad LC/MS (model G6460A). 
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Obrázek 7: Schéma vysokoúčinného kapalinového chromatografu. Zdroj: 

Foto vlastní. 

 Parametry a podmínky HPLC 

Separace isoflavonů byla provedena na reverzní fázi. Pro separaci byla zvolena kolona 

Zorbax SB Poroshell 120 EC-18 (4,6x100mm; velikost částic 2,7 μm). Mobilní fáze byla 

složena z acetonitrilu (organická složka MF, solvent A) a 0,2% kyeliny octové (vodná 

složka MF, solvent B). Vodný roztok kyseliny octové byl připraven následujícím postu-

pem. 2 ml kyseliny octové byly napipetovány do odměrné baňky o objemu 1l a celý roz-

tok byl doplněn po rysku ACS vodou. Pro separaci byla zvolena gradientová eluce se 

složením mobilní fáze: 10% (A): 90% (B) v čase 0 minut;  40% (A): 60% (B) v čase 2 

minut; 0% (A): 100% (B) v čase 4 minuty; 90% (A): 10% (B) v čase 6 minut. Celkový 

čas analýzy byl 7 minut. 

Rychlost průtoku mobilní fáze byla 0,7 ml.min-1 a teplota termostatu byla nastavena 

na teplotu 60°C. 

 

 Parametry trojitého kvadrupólu 

U hmotnostního detektoru (MS) byl zvolen jako sušící plyn dusík, který protékal rych-

lostí 3l.min-1 při teplotě 350°C a při napětí na kapilářě 3500V. Tlak v neulizéru činil 50 
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psi. Zaostřovací plyn protékal rychlostí 12l.min-1 při teplotě 400°C. Hmotnostní spektra 

byla snímána v trojitém quadrupólu, který pracoval v negativním ESI módu. 

 

Laboratorní měření 

Extrakty vzorků byly přefiltrovány do vialek určených pro HPLC a následně proběhla 

separace pomocí HPLC zapojeném v tandemu s hmotnostním spektrometrem (LC-

MS/MS). Chromatogramy a spektra jednotlivých vzorků byly nahrány do počítače. Na 

obrázku číslo 8 je znázorněn záznam z měření standardů isoflavonů. Parametry použité 

k detekci isoflavonů v MS jsou uvedeny v tabulce č. 2. 

 

 

Obrázek 8: MRM chromatogramy standardu isoflavonů. Identifikace píků: 1. Daidzin, 

2. Glycitin, 3. Sissotrin, 4. Genistin, 5. Ononin, 6. Daidzein, 7. Glycitein, 8. Biochanin A, 

9. Genistein, 10. Formononetin. 

Bylo provedeno kvalitativní vyhodnocení na základě porovnání retenčních časů ana-

lyzovaných vzorků s retenčními časy standardů. Kvantitativní vyhodnocení bylo vypoč-

teno z plochy píku pomocí softwaru MassHunter a následně přepočteno na jednotku 
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mg/100g vzorku. Kalibrační údaje ke stanovení jednotlivých látek jsou uvedeny v tabulce 

č. 3. 

 

Tabulka 2: Parametry hmotnostního spektrometru (trojitý quadrupól) 

Sloučenina Rovnice regresní přímky 
Korelační koefi-

cient 

Daidzein y = 73 414,31x + 13,40 0,998 

Daidzin y = 12917,14x + 33,81 0, 986 

Genistein y = 6 683,13x + 106,22 0,998 

Genistin y = 36 957, 08x + 283,06 0,981 

Glycitin y = 16626,82x - 307,71 0,999 

Glycitein y = 391 367,24x - 1746,19 0,999 

 

Tabulka 3: Kalibrační údaje  hmotnostního spektrometru (trojitý quadrupól) 

Název  

sloučeniny  

Prekurzorový 

ion 

Produktový 

ion 

Fragmentační 

napětí (V) 

Kolizní ener-

gie (eV) 

 Polarita 

 

Glycitin 481 283 100 8 Neg 

Genistin 467 269 120 5 Neg 

Daidzin 451 253 120 10 Neg 

Glycitein 283 268 110 8 Neg 

Genistein 269 159 112 24 Neg 

Daidzein 253 208 145 21 Neg 

 

4.2.1.3 Statistické zpracování naměřených dat 

 

Každý vzorek byl změřen třikrát. Kvantitativní množství každé sledované látky bylo vy-

jádřeno jako průměr tří naměřených hodnot, včetně směrodatné odchylky. Jednotlivé 

grafy jsou doplňeny o chybové úsečky. Naměřené hodnoty byly zpracovány pomocí soft-

waru STATISTICA 12 a Microsoft EXCEL. Veškeré komentáře jsou uvedeny ve výsled-

cích.  

5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
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V experimentální části této diplomové práce byla hodnocena přítomnost a koncentrace 

isoflavonů extrahovaných ze sójových bobů jednotlivých odrůd sóji luštinaté (Brunensis, 

Bohemians, Naya, Moravians, Silesia, Toutatis, Korus a Kofu).    

Byla hodnocena účinnost jednotlivých extrakcí a ze získaných dat byla následně zhod-

nocena celková výtěžnost vybraných isoflavonů v závislosti na typu použité extrakce. 

Rovněž byla porovnána výtěžnost celkových, volných (aglykony) a konjugovaných (β-

glukosidy) isoflavonů v závislosti na odrůdě. 

Množství isoflavonů bylo vyjádřeno v mg na 100g vzorku a také byla vypočtena smě-

rodatná odchylka činila u všech stanovení v rozmezí od 1% až 8%. Naměřené koncen-

trace u jednotlivých druhů odrůd jsou uvedeny v příloze.  

Průměrné hodnoty obsahu jednotlivých isoflavonů jsou brány z výsledků dosažených 

extrakcí s využitím třepačky a následné centrifugace. Výsledky zbylých dvou technik jsou 

také uvedeny v příloze. 

5.1 Porovnání účinnosti extrakčních technik isoflavonů 
 

Při optimalizaci metody extrakce vzorků byl zjištěn statisticky významný rozdíl mezi 

zvolenými extrakčními metodami.  

Ke statistickému vyhodnocení bylo použito mnohonásobné porovnání mezi metodami 

extrakce – třecí miska, homogenizátor a třepačka.   

Nulová hypotéza zněla, že mezi jednotlivými metodami extrakce nebyl nalezen sta-

tisticky významný rozdíl. U žádné z technik nebyla Shapiro-Wilkovým testem zamítnuta 

hypotéza o normálním rozdělení dat. Dále bylo potřeba ověřit homogenitu rozptylu. Ke 

zjištění homogenity dat byl použit Levenův test. P-hodnota (p = 0,034) vyšla menší než 

0,05, tudíž byl zamítnut předpoklad o homogenitě rozptylu a bylo třeba data otestovat s 

využitím Kruskal-Wallisova testu. U tohoto testu vyšla hodnota p=0,0004, je tedy menší 

jak 0,05 a mezi skupinami byl prokázán statisticky významný rozdíl. Proto byl použit 

post-hoc test, který určil, mezi kterými skupinami je rozdíl. 

Post-Hoc test potvrdil, že je statisticky významný rozdíl mezi metodou extrakce třecí 

miskou v porovnání s extrakcí třepačky a homogenizátoru, přičemž mezi těmito dvěma 

metodami není statisticky významný rozdíl. 

Potvrzení statistického vyhodnocení je patrné z grafu č. 1, kde je možné pozorovat, 

že nejúčinnější metodou byla extrakce pomocí laboratorní třepačky s následnou centrifu-

gací. Je možné, že tato metoda byla nejúčinnější právě z toho důvodu, že byla využita 
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vyšší teplota, což mohlo vést k narušení silných interakcí (van der Wallsovy síly a vodí-

kové můstky) mezi analytem a matricí (Klejdus et al. 2004a). 

 

 

Obrázek 9: Porovnání účinností extrakcí prostřednictvím tří metod extrakce s využi-

tím extrakčního rozpouštědla (80% metanol) ze vzorků jednotlivych odrůd sójových 

bobů. 

5.2 Stanovení koncentrace celkového obsahu isoflavonů 

 

Z grafu vyplývá, že nejvyšší koncentrace byla koncentrace daidzinu a celkově byla po-

tvrzena vyšší koncentrace volných forem isoflavonů.  Kromě výše zmíněných isoflavonů 

byly také detekován formononetin, biochanin A, ononin a sissotrin. Jejich koncentrace 

však byla velmi nízká, proto jejich v experimentální části nejsou uvedeny.  

Celkové množství isoflavonů ve zralých sojových bobech se v Evropě pohybuje 

v průměru od 45,38 – 161,22 mg/100g vzorku (Bhagwat et al. 2008). Nejvyšší množství 

isoflavonů obsažené v sójových bobech bylo dosaženo ve Spojených státech amerických. 

Hodnota celkového množství isoflavonů se pohybovala od 18,08 – 388, 08 mg/100g 

vzorku (Bhagwat, Haytowitz and Holden 2008). Z poměrně nedávné studie (Lee et al. 

2015) vyplývá, že celkový obsah isoflavonů se také může pohybovat od 676,30 mg/100g 
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– 930,30 mg/100g vzorku. Ve studii (Devi et al. 2009) vědci uvádí, že se celkový obsah 

isoflavonů ve speciálních kultivarech pohyboval v rozmezí od 52,5 mg/100g do 98,6 

mg/100g vzorku. 

Data uvedená v obrázku (obrázek 10) byla převzata z extrakce pomocí třepačky, ne-

boť se u ní prokázala nejvyšší účinnost, čemuž odpovídá i výtěžnost. V dalších kapitolách 

jsou uvedeny i výsledky isoflavonů získaných ze všech extrakčních technik, aby vznikl 

komplexní pohled na výtěžnost isoflavonů jednotlivými metodami. 

Zároveň můžeme říci, že nejvíce celkových isoflavonů bylo v odrůdách Kofu a Bo-

hemians, naopak nejméně celkových isoflavonů obsahovala odrůda Brunensis. 

 

 
 

Obrázek 10: Stanovení průměrné koncentrace celkových isoflavonů prostřednictvím 

extrakční techniky SLE s využitím třepačky a následné centrifugace.  

5.3 Obsah isoflavonů v jednotlivých odrůdách sójových bobů 

 

V návaznosti na předchozí kapitolu lze porovnat obsah jednotlivých isoflavonů deteko-

vaných v následujících odrůdách. Z níže uvedených grafů je patrné, že nejvyšších hodnot 
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dosahoval daidzin všemi metodami extrakce. A bylo tomu tak i u všech osmi odrůd. Ná-

sledoval obsah genistinu a glycitinu. β-glukosidy byly detekovány v podstatně nižší kon-

centraci. 

Brunensis 

V případě odrůdy Brunensis (obrázek 11) je v grafu zohledněna závislost extrakční 

metody na výtěžnosti isoflavonů. Nejvíce byl zastoupen daidzin, u kterého byla dosažena 

nejvyšší koncentrace 85,74 ± 1,51 mg/100g vzorku, extrakcí třepačkou. Následoval obsaj 

genistinu (82,86 ± 1,13 mg/100g vzorku), glycitinu (47,44 ± 1,23 mg/100g vzorku). 

Množství glyciteinu (4,86 ± 0,07) a genisteinu (3,88 ± 0,08) bylo poměrně nízké. 

Pro srovnání byly uvedeny i výsledky dosažené extrakcí s využitím homogenizátoru 

a třecí misky. V případě homogenizátoru byla dosažena nejvyšší výtěžnost genistinu 

(71,65 ± 1,41 mg/100g vzorku), následoval daidzin (64,40 ± 2,44 mg/100g vzorku), gly-

citin (48,38 ± 1,43 mg/100g vzorku), genistein (6,70 ± 0,24 mg/100g vzorku), daidzein 

(5,79 mg/100g vzorku) a nejméně zastoupen byl glycitein (4,44 ± 0,10 mg/100g vzorku). 

Co se týče třecí misky, tak nejvyšší obsah byl glycitinu (15,65 mg/100g vzorku), ná-

sledoval genistin (4,50 ± 0,23 mg/100g vzorku), daidzin (3,98 ± 0,24mg/100g vzorku). 

Nejméně bylo daidzeinu (2,12 ± 0,11 mg/100g vzorku) a genisteinu (1,33 ± 0,08 mg/100g 

vzorku). 

 
Obrázek 11: Průměrná koncentrace isoflavonů vyjádřena v mg/100g vzorku za-

stoupených v odrůdě Brunensis. 
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Bohemias 

Odrůda Bohemians (obrázek 12) obsahovala nejvíce daidzinu (156,14 ± 3,58 mg/100g 

vzorku) při použití extrakce pomocí třepačky. Následoval genistin (92,98 ± 2,12 mg/100g 

vzorku), glycitin (58,46 ± 1,13 mg/100g vzorku) rovněž za použití extrakce pomocí tře-

pačky. Množství glyciteinu (7,22 ± 0,21 mg/100g vzorku), daidzeinu (6,88 ± 0,13 

mg/100g vzorku) a genisteinu (6,16 ± 0,08 mg/100g vzorku) bylo poměrně nízké. 

Pro srovnání byly uvedeny i výsledky dosažené extrakcí s využitím homogenizátoru 

a třecí misky. V případě homogenizátoru byla dosažena nejvyšší výtěžnost daidzinu 

(141,46 mg/100g vzorku), následoval genistin (87,45 ± 2,80 mg/100g vzorku), glycitin 

(55,65 ± 1,94 mg/100g vzorku), genistein (8,68 ± 0,20 mg/100g vzorku), daidzein (8,52 

± 0,28 mg/100g vzorku) a nejméně zastoupen byl glycitein (6,66 ± 0,19 mg/100g vzorku). 

Co se týče třecí misky, tak nejvyšší obsah byl daidzinu (17,23 ± 1,12 mg/100g 

vzorku), glycitinu (13,34 ± 0,49 mg/100g vzorku), následnoval genistin (11,44 mg/100g 

vzorku). Méně bylo zastoupen daidzein (5,42 mg/100g vzorku) a genistein (4,27 ± 0,29 

mg/100g vzorku). Nejmenší výtěžnosti dosahoval glycitein (0,90 ± 0,05 mg/100g 

vzorku). 

 
 

Obrázek 12: Průměrná koncentrace isoflavonů vyjádřena v mg/100g vzorku zastou-

pených v odrůdě Bohemians. 
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Naya 

 

Odrůda Naya (obrázek 13) obsahovala nejvíce zastoupen daidzin, u kterého byla do-

sažena nejvyšší koncentrace 156,14 ± 3,58 mg/100g vzorku, při použití extrakce pomocí 

třepačky. Následoval genistin (92,98 ± 2,12 mg/100g vzorku), glycitin (58,46 ± 1,13 

mg/100g vzorku) rovněž za použití extrakce pomocí třepačky. Množství glyciteinu (7,22 

± 0,21 mg/100g vzorku), daidzeinu (6,88 ± 0,13 mg/100g vzorku) a genisteinu (6,16 ± 

0,08 mg/100g vzorku) bylo poměrně nízké. 

Pro srovnání byly uvedeny i výsledky dosažené extrakcí s využitím homogenizátoru 

a třecí misky. V případě homogenizátoru byla dosažena nejvyšší výtěžnost daidzinu 

(117,57 ± 2,56 mg/100g vzorku), následoval genistin (72,45 ± 2,10 mg/100g vzorku), 

glycitin (48,37 ± 1,79 mg/100g vzorku), daidzein (6,17 ± 0,13 mg/100g vzorku), genistein 

(4,38 ± 0,13 mg/100g vzorku) a nejméně zastoupen byl glycitein (5,41 ± 0,21 mg/100g 

vzorku). 

Co se týče třecí misky, tak nejvyšší obsah byl daidzinu (18,11 ± 1,01 mg/100g 

vzorku), glycitinu (9,32 ± 0,45 mg/100g vzorku), následnoval genistin (9,14 ± 0,55 

mg/100g vzorku). Méně bylo daidzeinu (3,74 ± 0,21 mg/100g vzorku) a genisteinu (2,20 

± 0,10 mg/100g vzorku). Nejmenšího výtěžku bylo dosaženo u glyciteinu (1,06 ± 0,05 

mg/100g vzorku). 

 
Obrázek 13: Průměrná koncentrace isoflavonů vyjádřena v mg/100g vzorku zastou-

pených v odrůdě Naya. 
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Moravians 

 

Odrůda Moravians (obrázek 14) obsahovala nejvíce daidzinu, u kterého byla dosažena 

nejvyšší koncentrace 135,06 ± 4,59 mg/100g vzorku, při použití extrakce pomocí tře-

pačky. Následoval genistin (70,74 ± 0,97 mg/100g vzorku), glycitin (46,87 ± 0,96 

mg/100g vzorku) rovněž za použití extrakce pomocí třepačky. Množství glyciteinu (5,52 

± 0,06 mg/100g vzorku), daidzeinu (3,58 ± 0,12 mg/100g vzorku) a genisteinu (3,36 ± 

0,08 mg/100g vzorku) bylo poměrně nízké. 

Pro srovnání byly uvedeny i výsledky dosažené extrakcí s využitím homogenizátoru 

a třecí misky. V případě homogenizátoru byla dosažena nejvyšší výtěžnost daidzinu 

(120,42 ± 2,41 mg/100g vzorku), následoval genistin (72,36 ± 2,03 mg/100g vzorku), 

glycitin (46,17 ± 1,13 mg/100g vzorku), glycitein (6,35 ± 0,24 mg/100g vzorku), daidzein 

(5,31 ± 0,21 mg/100g vzorku) a nejméně zastoupen byl genistein (3,63 ± 0,08 mg/100g 

vzorku). 

Co se týče třecí misky, tak nejvyšší byl obsah genistinu (31,68 ± 1,57 mg/100g 

vzorku), následoval daidzin (15,99 ± 1,01 mg/100g vzorku), daidzein s obsahem 9,15 ± 

0,56 mg/100g vzorku a glycitin (8,35 ± 0,40 mg/100g vzorku). Méně byl zastoupen ge-

nistein (5,47 ± 0,28 mg/100g vzorku) a nejmenšího výtěžku dosáhl glycitein (0,88 ± 0,04  

mg/100g vzorku). 

 
 

Obrázek 14: Průměrná koncentrace isoflavonů vyjádřena v mg/100g vzorku zastou-

pených v odrůdě Moravians. 
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Silesia 

Odrůda Silesia (obrázek) obsahovala nejvíce daidzinu, u kterého byla dosažena nej-

vyšší koncentrace 136,71 ± 3,57 mg/100g vzorku, při použití extrakce pomocí třepačky. 

Následoval genistin (74,12 ± 1,50 mg/100g vzorku), glycitin (54,05 ± 1,56 mg/100g 

vzorku) rovněž za použití extrakce pomocí třepačky. Množství glyciteinu (6,14 ± 0,16 

mg/100g vzorku), daidzeinu (4,23 ± 0,11 mg/100g vzorku) a genisteinu (3,04 ± 0,06 

mg/100g vzorku) bylo poměrně nízké. 

Pro srovnání byly uvedeny i výsledky dosažené extrakcí s využitím homogenizátoru 

a třecí misky. V případě homogenizátoru bylo nejvyššího výtěžku u daidzinu (124,46 ± 

2,82 mg/100g vzorku), následoval genistin (78,18 ± 1,55 mg/100g vzorku), glycitin 

(51,09 ± 1,68 mg/100g vzorku), glycitein (5,86 ± 0,13 mg/100g vzorku), daidzein (3,52 

± 0,11 mg/100g vzorku) a nejméně zastoupen byl genistein (2,60 ± 0,07 mg/100g vzorku). 

Co se týče třecí misky, tak nejvyšší byl obsah glycitinu (11,88 ± 0,57 mg/100g 

vzorku), ná-sledoval daidzin (11,41 ± 0,64 mg/100g vzorku), genistin s obsahem 7,35 ± 

0,46 mg/100g vzorku) a genistein (4,81 ± 0,21 mg/100g vzorku). Méně byl zastoupen 

daidzein (3,64 ± 0,22 mg/100g vzorku) a u glycitein bylo dosaženo obsahu 1,82 ± 0,10 

mg/100g vzorku. 

 
 

Obrázek 15: Průměrná koncentrace isoflavonů vyjádřena v mg/100g vzorku zastoupe-

ných v odrůdě Silesia. 
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Toutatis 

 

Odrůda Toutatis (obrázek 16) obsahovala nejvíce daidzinu, u kterého byla dosažena nej-

vyšší koncentrace 142,05 ± 3,21 mg/100g vzorku, při použití extrakce pomocí třepačky. 

Následoval genistin (84,34 ± 1,85 mg/100g vzorku), glycitin (56,7 ± 0,96 mg/100g 

vzorku) rovněž za použití extrakce pomocí třepačky. Množství glyciteinu (6,50 ± 0,23 

mg/100g vzorku), daidzeinu (4,80 ± 0,12 mg/100g vzorku) a genisteinu (4,15 ± 0,07 

mg/100g vzorku) bylo poměrně nízké. 

Pro srovnání byly uvedeny i výsledky dosažené extrakcí s využitím homogenizátoru 

a třecí misky. V případě homogenizátoru byla dosažena nejvyšší výtěžnost daidzinu 

(142,21 ± 3,42 mg/100g vzorku), následoval genistin (48,96 ± 1,82 mg/100g vzorku), 

glycitin (48,96 mg/100g vzorku), glycitein (6,09 mg/100g vzorku), daidzein (4,42  ± 0,10 

mg/100g vzorku) a nejméně zastoupen byl genistein (3,25 ± 0,13 mg/100g vzorku). 

Co se týče třecí misky, tak nejvyšší byl obsah daidzinu (16,67 ± 1,09 mg/100g 

vzorku), ná-sledoval glycitin (11,23 ± 0,61 mg/100g vzorku), genistin s obsahem 10,46 

± 0,42 mg/100g vzorku a daidzein (3,65 mg/100g vzorku). Méně byl zastoupen glycitein 

(2,63 ± 0,13 mg/100g vzorku) a  genistein dosáhl výtěžku 2,16 ± 0,13 mg/100g vzorku. 

 
 

Obrázek 16: Průměrná koncentrace isoflavonů vyjádřena v mg/100g vzorku zastou-

pených v odrůdě Toutatis. 

 



   51 

Korus 

 

Odrůda Korus (obrázek 17) obsahovala nejvíce daidzinu, u kterého byla dosažena nej-

vyšší koncentrace 156,32 ± 2,29 mg/100g vzorku, při použití extrakce pomocí třepačky. 

Následoval genistin (82,73 ± 1,38 mg/100g vzorku), glycitin (53,99 ± 0,93 mg/100g 

vzorku) rovněž za použití extrakce pomocí třepačky. Množství glyciteinu (6,76 ± 0,17 

mg/100g vzorku), daidzeinu (3,45 ± 0,10 mg/100g vzorku) a genisteinu (3,31 ± 0,07 

mg/100g vzorku) bylo poměrně nízké. 

Pro srovnání byly uvedeny i výsledky dosažené extrakcí s využitím homogenizátoru 

a třecí misky. V případě homogenizátoru byla dosažena nejvyšší výtěžnost daidzinu 

(146,09 ± 4,35 mg/100g vzorku), následoval genistin (85,45 ± 2,38 mg/100g vzorku), 

glycitin (47,55 ± 1,73 mg/100g vzorku), glycitein (5,37 ± 0,14 mg/100g vzorku), daidzein 

(3,13 ± 0,14 mg/100g vzorku) a nejméně zastoupen byl genistein (2,54 ± 0,07 mg/100g 

vzorku). 

Co se týče třecí misky, tak nejvyšší byl obsah daidzinu (14,02 ± 0,89 mg/100g 

vzorku), následoval glycitin (10,59 ± 0,48 mg/100g vzorku), genistin s obsahem 6,77 ± 

0,28 mg/100g vzorku a daidzein (2,84 mg/100g vzorku). Méně byl zastoupen glycitein 

(2,40 ± 0,14 mg/100g vzorku) a  genistein dosáhl obsahu 1,74 ± 0,11 mg/100g vzorku. 

 
 

Obrázek 17: Průměrná koncentrace isoflavonů vyjádřena v mg/100g vzorku zastou-

pených v odrůdě Korus. 
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Kofu 

Odrůda Kofu (obrázek 18) obsahovala nejvíce daidzinu, u kterého byla dosažena nejvyšší 

koncentrace 171,45 ± 4,91 mg/100g vzorku, při použití extrakce pomocí třepačky. Násle-

doval genistin (93,33 ± 1,87 mg/100g vzorku), glycitin (58,99 ± 0,95 mg/100g vzorku) 

rovněž za použití extrakce pomocí třepačky. Množství glyciteinu (8,39 ± 0,26 mg/100g 

vzorku), daidzeinu (8,21 ± 0,26 mg/100g vzorku) a genisteinu (7,41 ± 0,11 mg/100g 

vzorku) bylo poměrně nízké. 

Pro srovnání byly uvedeny i výsledky dosažené extrakcí s využitím homogenizátoru 

a třecí misky. V případě homogenizátoru byla dosažena nejvyšší výtěžnost daidzinu 

(163,99 ± 7,74 mg/100g vzorku), následoval genistin (89,71 ± 2,90 mg/100g vzorku), 

glycitin (52,79 ± 1,89 mg/100g vzorku), glycitein (7,29 ± 0,19 mg/100g vzorku) a nej-

méně zastoupen byl genistein (6,01 ± 0,15 mg/100g vzorku). 

Co se týče třecí misky, tak nejvyšší byl obsah daidzinu (13,22 ± 0,99 mg/100g 

vzorku), následoval glycitin (12,59 ± 0,65 mg/100g vzorku), genistin s obsahem 8,94 ± 

0,45 mg/100g vzorku a daidzein (5,77 mg/100g vzorku). Méně byl zastoupen genistein 

(3,83 ± 0,16 mg/100g vzorku) a  glycitein dosáhl obsahu 2,44 ± 0,08 mg/100g vzorku. 

 

 

 

Obrázek 18: Průměrná koncentrace isoflavonů vyjádřena v mg/100g vzorku 

zastoupených v odrůdě Kofu. 
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5.4 Stanovení koncentrace volných isoflavonů  
 

V současné době se vědci (Toscano and Russo 2016) zabývají potenciálními antioxidač-

ními účinky volných isoflavonů (aglykonů). Jejich celkový obsah je však v sójových bo-

bech poměrně nízký. Níže jsou uvedeny průměrné hodnoty volných isoflavonů získaných 

třemi metodami extrakce. 

Na základě výsledků měření použitím metody extrakce třepačkou (obrázek 19) lze 

potvrdit obecně platný trend, že sójové boby obsahují více daidzeinu 6,39 mg/100g 

vzorku (A) a glyciteinu 5,09 mg/100g vzorku (C) a nižší obsah genisteinu 4,37 mg/100g 

vzorku (B). 

Využitím metody extrakce pomocí homogenizátoru (obrázek 19) lze říci, že nejvyšší 

obsah byl obsah glyciteinu 5,93 mg/100g vzorku (C), nižší obsah daidzeinu 5,63 mg/100g 

vzorku (A) a genisteinu 4,73 mg/100g vzorku (B). 

V případě metody extrakce s využitím třecí misky byl opět nejvyšší obsah daidzeinu 

4,54 mg/100g vzorku (A), následoval obsah glyciteinu 3,23 mg/100g vzorku (C) a nej-

méně bylo obsahu genistinu 1,66 mg/100g vzorku (B). 

Opět bylo potvrzeno, že metoda extrakce třepačkou byla v případě izolace aglykonů 

nejúčinnější. Z obrázku 19 je však patrné, že v případě odrůdy Moravians byla účinnější 

extrakce za využití třecí misky, co se týče výtěžnosti daidzeinu a genisteinu. 

Nejvyšší obsah aglykonů extrakční technikou s využitím třepačky byl v odrůdě Kofu 

(24,00 mg/100g vzorku) a nejméně aglykonů obsahovala odrůda Naya (12,46 mg/100g). 

Nejvyšší obsah aglykonů extrakcí pomocí homogenizátoru obsahovala odrůda Bohemi-

ans (23,86 mg/100g vzorku), nejméně obsahovala odrůda Korus (11,04 mg/100g vzorku). 

Extrakcí s využitím třecí misky bylo dosaženo nejvyšší výtěžnosti celkových aglykonů u 

odrůdy Kofu (12,04 mg/100g vzorků), nejméně odrůda Brunensis (4,63 mg/100g vzorku). 

Obecně je v analyzovaných sójových bobech vysoký obsah daidzinu a genistinu, napří-

klad ve srovnání se studií (Lee et al. 2005), kde vědci uvádí, že obsah daidzinu byl 25 

mg/100g vzorku a obsah genisteinu odpovídal 32 mg/100g vzorku. Glycitein byl deteko-

ván ve velmi nízké koncentraci, proto jeho obsah není ve studii uveden. Ve studii (Devi, 

Gondi, Sakthivelu, Giridhar, Rajasekaran and Ravishankar 2009)bylo zjištěno, že se prů-

měrný obsah genisteinu pohyboval okolo 47,9 mg/ 100g vzorku a obsah daidzeinu byl 

26,2 mg/100g vzorku. V této studii byly požity 4 druhy speciálně vyšlechtěných odrůd. 

Celkový obsah aglykonů ve vzorku je znázorněn na obrázku 20.  
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Obrázek 19: Stanovení průměrné koncentrace daidzeinu (A), genisteinu (B) a gly-

citinu (C) v mg/ 100g vzorku. V obrázku je zohledněna metoda extrakce SLE s využitím 

třecí misky, homogenizátoru a třepačky. 

 

Obrázek 20: Stanovení celkového obsahu aglykonů v jednotlivých odrůdách sójo-

vých bobů. V obrázku jsou rovněž zohledněny všechny tři extrakční techniky. 
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5.5 Stanovení koncentrace konjugovaných isoflavonů 
 

Z výsledků (obrázek 21) vyplývá, že v případě metody extrakce s využitím třepačky ob-

sahovaly sójové boby nejvíce daidzinu (A), jehož průměrná hodnota se pohybovala ko-

lem 138,89 mg/100g vzorku. Poté následoval genistin (B) s průměrnou hodnotou 81,87 

mg/100g vzorku a nejméně byl ze tří β-glukosidů zastoupen glycitin (C), jehož obsah 

činil 52,94 mg/100g vzorku. Tyto výsledky byly získány průměrem naměřených hodnot 

u jednotlivých odrůd sójových bobů. 

Využitím metody extrakce pomocí homogenizátoru (obrázek 21) lze říci, že nejvyšší 

obsah byl obsah daidzin 127,57 mg/100g vzorku (A), nižší obsah genistinu 80,25 

mg/100g vzorku (B) a glycitinu 49,87mg/100g vzorku (C). 

V případě metody extrakce s využitím třecí misky byl opět nejvyšší obsah daidzinu 

13,83 mg/100g vzorku (A), následoval obsah glycitinu 11,82 mg/100g vzorku (C) a jen 

o několik málo desetin méně bylo obsahu genistinu 11,28 mg/100g vzorku (B). 

Obecně se opět potvrdilo, že metoda extrakce třepačkou byla v případě izolace kon-

jugovaných forem isoflavonů nejúčinnější. 

Nejvyšší obsah β-glukosidů extrakční technikou s využitím třepačky byl v odrůdě 

Kofu (323,76 mg/100g vzorku) a nejméně aglykonů obsahovala odrůda Brunensis 

(216,04 mg/100g). Nejvyšší obsah β-glukosidů extrakcí pomocí homogenizátoru obsaho-

vala odrůda Kofu (306,49 mg/100g vzorku), nejméně obsahovala odrůda Brunensis (184, 

43 mg/100g vzorku). Extrakcí s využitím třecí misky bylo dosaženo nejvyšší výtěžnosti 

celkových β-glukosidů u odrůdy Moravians (56,03 mg/100g vzorků), nejméně odrůda 

Brunensis (24,13 mg/100g vzorku). 

Obrázek 22 shrnuje pro komplexní představu celkové množství konjugovaných isof-

lavonů v jednotlivých odrůdách sójových bobů. 
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Obrázek 21: Stanovení průměrné koncentrace daidzinu (A), genistinu (B) a glycitinu 

(C) v mg/ 100g vzorku. V obrázku je zohledněna metoda extrakce SLE s využitím třecí 

misky, homogenizátoru a třepačky. 

 

 

Obrázek 22: Stanovení celkového obsahu β-glukosidů v jednotlivých odrůdách sójo-

vých bobů. V obrázku jsou rovněž zohledněny všechny tři extrakční techniky. 
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6 ZÁVĚR 

 

Ze získaných výsledků měření vyplývá, že obsah isoflavonů v sójových bobech závisí 

nejen na pěstitelských podmínkách, lokalitě, genotypu, ale také na odrůdě. Obecně lze 

říci, že nejvyšší obsah isoflavonů je zastoupen v sojových bobech ve srovnání se zastou-

pením isoflavonů v celé rostlině (Lee et al. 2003).  

Isoflavony jsou tepelně poměrně tepelně stabilní a tepelná úprava (vaření, pečení, 

smažení) má na jejich obsah pouze minimální vliv. Degradace isoflavonů nastává až při 

teplotě kolem 200 – 260 °C.  Naopak jsme v experimentální části došli k závěru, že zvý-

šená teplota při extrakci může mít také pozitivní vliv na jejich uvolňování.  

V diplomové práci byla optimalizována metoda extrakce isoflavonů ze sójových bobů 

extrakcí v systému pevná fáze-kapalina (SLE) s využitím třepačky a následné centrifu-

gace. Tato metoda byla vyhodnocena jako nejúčinnější ve všech případech izolace isof-

lavonů. K ověření získaných výsledků bylo vužito statistické analýzy, která potvrdila, že 

mezi metodami extrakce existuje statisticky významný rozdíl na hladině významnosti 

95%. Výsledky získané analýzou vzorků byly vyhodnoceny a porovnány s výsledky ně-

kolika studií.  

Z naměřených výsledků je patrné, že nejvyššího obsahu celkových isoflavonů bylo 

dosaženo v odrůdách Kofu  (347,76 ± 1,75 mg/100g vzorku) a Bohemians (328,24 ± 1,21 

mg/100g vzorku). Bohemians, Kofu a Moravians (267,29 ± 1,12 mg/100g vzorku) patří 

mezi nejvíce pěstované odrůdy sóji luštinaté na území České Republiky. Sójové boby a 

sójové potraviny obecně mají výrazný obsah aglykonů daidzeinu a genisteinu, zejména 

jejich β-glukosidů daidzinu a genistinu, a nízký obsah glyciteinu a glycitinu.  

Vzhledem k pozitivním fyziologickým účinkům isoflavonů je doporučeno sóju a só-

jové výrobky konzumovat jako prevenci proti zvýšenému cholesterolu, onemocnění kar-

diovaskulárního systému, symptomům menopauzy a rakovině. Samozřejmě v souladu 

s doporučenou denní dávkou, jež odpovídá množství 2 mg/ tělesné hmotnosti člověka 

(Slíva et. al 2009). 
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11 SEZNAM ZKRATEK 
 

ACPI          chemická ionizace atmosférickým tlakem 

AMK          extrakce urychleným tokem rozpouštědla 

BBI          Bowman-Birk inhibitor 

CE           kapilární elektroforéza 

CEAD          multikanálový elektrochemický detektor 

CGE          kapilární gelová elektroforéza 

CHR          chalkon isomeráza 

CIEF          kapilární isoelektrická fokusace  

CITP          kapilární isotachoforéza 

CPE          uhlíková pastová elektroda 

CZE          zónová kapilární elektroforéza 

CoA          acetylkoenzym A 

CO2          oxid uhličitý 

DAD          detektor diodového pole 

DESI          ionizace pomocí desorpce elektrosprejem 

ED           elektrochemická detekce 

ELISA         enzymatická imunoanalýza 

ER           estrogenenní receptor 

ESI          ionizace elektrosprejem 

FIA          fluoresceční imunoanalýza 

GC           plynová chromatografie 

HDL          lipoproteiny o vysoké hustotě 

HCl          kyselina chlorovodíková 

HPLC          vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

IFS          isoflavon syntáza 

kDa          kilo Dalton 

LDL          lipoproteiny o nízké hustotě 

LLE          extrakce kapalina/kapalina 

MASE          mikrovlnná extrakce 

MALDI         laserem asistovaná desropce a ionizace 

MEKC         micelární elektrokinetická chromatografie 
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MS          hmotnostní spektrometrie 

NMR          nukleární magnetická rezonance 

PPAR          peroxisome proliferator activated receptor 

PLE          extrakce urychleným tokem rozpouštědla 

QMS          kvadrupólový analyzátor 

QqQMS         trojitý kvadrupólový analyzátor 

RIA          radioimunoanalýza 

SDS          dodecylsulfát sodný 

SFE          superkritická fluidní extrakce 

SLE          extrakce pevná látka/kapalina 

SPE          extrakce pevnou fází 

SPME          mikroextrakce pevnou fází 

TLC          tenkovrstvá chromatografie 

TMS          trimethylsilyléter 

TOFMS         průletový analyzátor 

UAE          extrakce ultrazvukem 

UV/Vis         ultrafialové záření a záření ve viditelné oblasti 


