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ABTSTRAKT

Predkladana diplomova prace shrnuje dosavadni poznatky o biologicky aktivnich latkach
obsazenych Vv s6ji lustinaté (Glycine max L. Merrill). Zejména se zabyva problematikou
isoflavond, mechanismem vzniku a G¢inka na lidské zdravi. Dale teoreticka ¢ast shrnuje
predevsim moderni instrumentéalnd techniky vyuzivané ke stanoveni isoflanti.

Prakticka ¢ast je zaméfena na identifikaci sojovych isoflavonii ziskanych z osmi od-
rud (Brunensis, Bohemians, Naya, Moravians, Silesia, Toutatis, Korus, Kofu) s6jovych
bobi nejvice péstovanych na uzemi Ceské Republiky. K detekei volnych, konjugovanych
a celkovych isoflavonti byla pouzita vysokot¢inna kapalinova chromatografie v tandemu
s hmotnostnim spektrometrem (LC-MS/MS).

Klic¢ova slova:
biologicky aktivni latky, sekundarni metabolity, fytoestrogeny, isoflavony, extrakce, vy-

sokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostnim 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 UvVoD
Soja lustinata (Glycine max L. Merrill) je dulezitym zdrojem celé fady biologicky aktiv-

nich latek obecné oznacované jako fytochemikalie, které jsou zodpovédné za mnohé po-
zitivni ucinky pitinosné pro lidské zdravi. Diky tomu se s6ja a s6jové vyrobky fadi mezi
funk¢ni potraviny. Funk¢ni potravina je jakakoli potravina, ktera méa kromé nutri¢ni hod-
noty ptiznivy ucinek na zdravi konzumenta, piedevsim na jeho fyzicky ¢i dusevni stav.

V poslednich nékolika letech vzrostl zajem o studium latek, které sice z nutri¢niho
hlediska nemaji pfili§ vyznam, avSak jsou cennym piinosem pro lidské zdravi. Tyto latky
se bézné oznacuji jako nutriceutika. Mezi n€ se pravé mimo jiné fadi i sjové isoflavony,
které jsou prospésné pravé svoji biologickou aktivitou (Shimoni 2004). Koncentrace a
distribuce isoflavont je ovlivnéna genotypem, péstitelskou lokalitou a podminkami
sklizné.

Isoflavony jsou pfirozené se vyskytujici sekundarni metabolity produkované rostli-
nami. Radi se do tiidy fytoestrogenii a v soucasné dobé nabizi potencialni alternativni
terapii pro celou fadu hormonaln¢ dependentnich onemocnéni, predevsim se jedna o ra-
kovinu prsu a prostaty, symptomy menopauzy, kardiovaskularnich onemocnéni a osteo-
pordzy. Mezi nejvice zastoupené a dilezité isoflavony patéi daidzein a genistein.
Daidzein a genistein maji antioxidacni aktivitu a jejich pfijem ve stravé poskytuje ochranu
vuci oxidaci lipoproteini o nizké hustoté (LDL). Ptestoze jsou isoflavony v podstaté ve-
lice dobie prozkoumany, zajem védcu stale pfetrvava zejména pravé dikyjejich pozitiv-
nim ucinku na lidské zdravi.

Nejbéznéjsi technika vyuzivana k extrakci isoflavond z pevné matrice je extrakce
Vv systému pevna latka-kapalina (SLE) s vyuzitim extrakéniho rozpoustédla. Nejcastéji se
pouziva smés metanolu a vody (80:20) nebo acetonitrilu. Nejvhodné&jsi analytickou me-
todou k detekci isoflavonii a fytoestrogenti obecné je vysokotc¢inna kapalinova chroma-
tografie (HPLC) v zapojeni s UV/VIS detektorem, detektorem diodového pole (DAD)

nebo hmotnostnim spektrometrem (MS).



2 CILE PRACE

Zpracovat literarni resersi na téma "Biologicky aktivni latky v s6ji"

Ptiprava vzorkl ze s6jovych bobt

Vyuziti extrakce pevna latka-kapalina (SLE)

Provést monitoring isoflavonti extrahovanych ze s6jovych bobi pomoci metody
HPLC v tandemu s MS

Statisticky zpracovat naméiena data

Vyhodnotit pfitomnost a koncentraci jednotlivych, volnych, konjugovanych a cel-

kovych isoflavontl v jednotlivych odriidach sdjovych bobti
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3 LITERARNI PREHLED
3.1 Charakteristika rostliny

Soja lustinata (Glycine max L. Merrill) se fadi mezi jednoleté teplomilné rostliny. Z bio-
logického hlediska ji fadime mezi lusténiny z ¢eledi bobovité (Fabaceae). Patii do rodu
GlycineWilld, jenz zahrnuje pies 75 druhti. V soucasné dobé je soja, co se do plochy tyce,
¢tvrtou nejrozsifenéj$i plodinou na svété. Tato lusténina se péstuje v riznych castech
svéta zejména pro vysoky obsah oleje a bilkovin, coz se povazuje za velkou vyhodu pfii
vyrob¢ potravin a krmnych smési pro zvitata (Pimentel et al. 2006).

Kulturni s6ja (obrazek 1) je kefickovita rostlina dosahujici vysky 0,75 — 1,25 m, v za-
vislosti na riistovych podminkach a odradé. Rostlina se vyznacuje silnym ktlovitym ko-
fenem zUZujicim se smérem dolli, z néhoz se vétvi dlouhé postranni kotfeny, které proni-
kaji do hloubky az 2 m a tim pterdstaji hlavni kofen. V orni¢ni vrstvé pidy se na nich
vytvareji hlizky vyvolané symbiotickym ptisobenim bakterie Bradyrhizobium Japonicum
(Rhizoctonium japonicum). Cetnost hlizek zavisi na vzajemném vztahu odriidy a bakterii,
dale na vlastnostech pidy, predevSim na pH, teploté, jeji vlhkosti a provzdusnéni. Bakte-
rie prinasi rostlinam atmosfericky dusik, jez je zacleiovan do organickych slouc¢enin

(MIKELOVA et al. 2004).

Obrazek 1: Soja lustinatd (Glycine max L. Merrill) — Pfevzato z Botany.cz
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3.2 Chemickée sloZeni séjovych bobu

So6jové boby jsou vynikajicim zdrojem makronutrientd, jako jsou bilkoviny, sacharidy a
lipidy). Chemické slozeni s6jovych bobu (tabulka 1) zalezi na mnoha faktorech (Maestri
et al. 1998). Predevsim na genotypu, vegetaénim obdobi, geografické poloze a zivotnim
prostiedi. Je také znamo, Ze dokonce i zavlazovani ma vliv na produkci oleje a proteint

Vv sdjovych bobech (Boydak et al. 2002).

Tabulka 1: Primérné chemickeé slozeni zralych so6jovych bobu

Sloucenina Obsah (%)

Voda 8,5
Bilkoviny 36,5
Lipidy 19,9
Sacharidy 302
Viaknina 93
Popel 4,9

Energie 1742 kJ (416 kcal)

3.2.1 Primarni metabolity

Primérni metabolismus mé z4sadni vyznam pro existenci Zivota a piimo se Ui¢astni nor-
malniho ristu, vyvoje a reprodukce. Primarni metabolity jsou pfitomny v mikroorganis-

mech, rostlinach, té€lech zivocichl i houbach (Akula and Ravishankar 2011).

3.2.1.1 Bilkoviny

Sojové boby obsahuji ptiblizné 35% — 45% proteind. Tyto proteiny jsou tvofeny tfemi
hlavnimi frakcemi: albuminy, globuliny a gluteliny. Nejvétsi podil vSak tvoii globuliny,
az 80% (Yang et al. 2011). Jedna se o globulin 7S (B-konglycinin) a globulin 11S (glyci-
nin). Vzajemné se tyto globuliny lisi funk¢énimi a fyzikéalné-chemickymi vlastnostmi. Tri-
merni 7S globulin je glykoprotein, ktery se sklada ze tfi typl podjednotek: a, a‘ a
v sedmi rtiznych kombinacich s molekulovou hmotnosti 180 kDa. Druhy zasobni protein,

glycinin je hexamerni 11S globulin o molekulové hmotnosti 360 kDa se sklada z kyselé
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(A) a zésadni (B) frakce polypeptidil a je kodovan péti podjednotkami. Na zakladné fyzi-
kalnich vlastnosti téchto pét podjednotek, se d€li na dvé hlavni skupiny. Skupina I. se
sklada z G1, G2 a G3 proteint, a skupina II. se sklada z G4 a G5 podjednotek. Podjed-
notky I. skupiny obsahuji vice methioninovych zbytka nez ve skupiné II. Tato informace
je dulezita zejména pro péstitele, kteti vyuzivaji methionin v sojovych bobech ke zlepseni
jejich nutriéni kvality. Ze tfi védeckych studii (Beilinson et al. 2002); (Krishnan et al.
2009);(Herman et al. 2003) vyplyva, Ze existuji tfi typy alergenti nachazejici se v sdjo-
vych bobech. Déle se tu vyskytuji i alergentim podobné antinutri¢ni proteiny, které ome-

zuji pouziti soji jako krmiv nebo potravy (Tavakolan et al. 2013)

3.2.1.2 Lipidy

V posledni dobé je vénovana i zvysena pozornost produkei oleje, jehoz zastoupeni v SO-
jovych bobech tvoii 18 — 22%. Tukovou frakci tvofi zejména triglyceridy, které tvoii
vétsinu obsahu sojového oleje. Minoritni slozky zahrnuji nezmydelnitelné latky (tokofe-
roly, fytosteroly a sacharidy) a volné mastné kyseliny (MK). S6ja vynika svym vysokym
obsahem polynenasycenych MK, jako je kyselina linolovéa (C18:2) a linolenova (C18:3).
Dale také obsahuje znacné mnozstvi nenasycené kyseliny olejové (C18:1) a mensi mnoz-
stvi tvoii nasycené MK, kyselina palmitova (C16:0) a kyselina stearova (C18:0). Prevla-
dajici MK je kyselina linolova, ktera tvoii ptiblizn€ 53% z celkového obsahu MK v s6jo-
vych bobech. Za pozornost stoji rovnéZ obsah kyseliny linolenové, ktery se pohybuje pfi-
blizné kole 7-8%. Tato kyselina je dobrym zdrojem ® — 3 MK (Redondo-Cuenca et al.
2008).

3.2.1.3 Sacharidy

Sacharidy tvofi ptiblizn¢ 30% obsahu s6jového bobu a jsou tak druhou nejvice zastoupe-
nou slouceninou. Rozpustné sacharidy tvoii 15% (sachardza, stachydza a rafindza) a
stejné tak 1 podil nerozpustnych €ini kolem 15%.

Strukturni ¢asti bunécnych stén tvoii nerozpustné neskrobové polysacharidy (NNP) a
pokryvaji Sirokou Skélu polysacharidovych molekul s vyjimkou a-glukant (Skrob). NNP
se déli do tii skupin: celulosa, hemicelulosa a pektiny. Bunééna sténa obsahuje 92 %
polysacharidu, které jsou v soji ptitomné. Hlavni cukernatou slozkou téchto polysacha-
ridi jsou arabinosa, galaktosa, uronova kyselina, a glukosa (Redondo-Cuenca,

Villanueva-Suarez and Mateos-Aparicio 2008).
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3.2.1.4 Vitaminy a mineralni latky

Sojové boby obsahuji vitaminy rozpustné ve vod¢ i v tuku. Z vitamind rozpustnych ve
vode¢ se jedna pfedevsim o vitaminy skupiny B (thiamin, riboflavin, niacin), kyselinu pan-
totenovou a listovou. Co se tyCe vitaminl rozpustnych v tucich, v séjovych bobech se
nachazi zejména vitaminy A a E. Vitamin E je znadmy jako tokoferol, dé¢li se na Ctyfi
izomery a-, -, y- a 8-tokoferol a je vyznamnou slozkou sdjového oleje.

Obsah mineralnich latek v susiné se pohybuje okolo 4,5 — 5%. Nejhojnéji je zastoupen
véapnik, draslik a hot¢ik. Zelezo, méd’ a zinek jsou v sdjovych bobech zastoupeny pouze
ve stopovém mnozstvi (Zhao et al. 2005b). Séja je rovnéz dobrym zdrojem vitamint sku-

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

3.2.2 Sekundarni metabolity

Sekundarni metabolity pfedstavuji Sirokou skupinu latek, které vykazuji rizné biologické
ucinky od potencialné toxickych, az po preventivné terapeutické. S6jové boby obsahuji
celou fadu biologicky aktivnich latek, které maji vliv na zdravi clovéka. Jsou tedy vyuzi-
vany pro tvorbu lé¢iv, potravinovych aditiv, ochucovadel a k vyrobé¢ jinych priamyslo-
vych materiali (Zhao et al. 2005a). Tyto metabolity zahrnuji anti-Ziviny, jako jsou napfi-
klad inhibitory traveni a slouceniny, které ovliviiuji metabolismus konzumenta, coZ mize
vést 1k ovlivnéni mozkové a hormonalni ¢innosti. Je zajimavé, Ze n€které tyto metabolity
mohou inhibovat ¢innost rakovinnych bun¢k nebo vykazuji antioxidacni aktivitu.

Do sekundarnich metaboliti fadime také polyfenoly. Z hlediska chemického sloZeni
se jedna o riznorodou skupinu chemicky ptibuznych latek, které se déli do nekolika tiid
a podtiid. Rovnéz se podili na ochrané rostliny pted UV-zafenim a agresivnimi patogeny.
Fyziologické plisobeni polyfenoll je dano funkci jejich chemické povahy a biologické
dostupnosti. Tyto G¢inky mohou byt pozitivniho charakteru — antioxidac¢ni, antikarcino-
genni, antimutagenni, protizanétlivy, antibakterialni, antiparazitarni nebo antidiabetické
ucinky. Avsak jejich u€inky se mohou vykazovat 1 negativni aktivitu, jako je prooxidacni
aktivita, karcinogenita, genotoxicita, estrogenni aktivita, antinutri¢ni reakce, interakce

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

3.2.2.1 Fytoestrogeny
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V poslednich nékolika letech vzrostl zajem o biologickou aktivitu rostlinnych latek po-
dobnych svym sloZenim estrogentim (Klejdus et al. 2004b). Fytoestrogeny jsou nestero-
idni slouCeniny nachézejici se v rostlinach. Lze je rozdélit do ¢tyi skupin: lignany, ku-
mestany, stilbeny a flavonoidy s podskupinou isoflavont (Wu et al. 2004). Prokazuji es-
trogenni nebo antiestrogenni aktivitu a tvofi rtiznorodou skupinu sloucenin, jez maji po-
dobné chemické struktury a biologickou aktivitu jako estrogeny. Dalsi vlastnosti fyto-
estrogentl je schopnost vazat se na estrogenni receptor (ER) v lidském téle. Patii mezi
skupinu exogennich latek, které se nazyvaji endokrinni disruptory, neboli hormonalné
aktivni latky. Mohou mit negativni dopad na endokrinni soustavu a fyziologické funkce

organismu ¢lovéka i zvitat (EI-Shemy 2011).

Isoflavony

Isoflavony pfedstavuji odliSnou skupinu sekundarnich metabolitti, které jsou produko-
vany prevazné v lusténinach. Jsou zndmy 4 chemické isoformy (obrazek 2) s6jovych is-
oflavond. Konkrétné se jedna o aglykony (daidzein, glycitein a genistein), p-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). Rozdily mezi chemickymi formami isoflavonti mohou mit
vliv na jejich biologickou dostupnost. Aglykony jsou snadné&ji absorbovany nez konjugo-
vané glukosidy, protoZe jejich nizkd molekulovd hmotnost usnadituje difuzi. Konjugo-
vané glykosidy musi byt pted gastrointestinalni absorpci hydrolyzovany (Andrade et al.
2016).

Isoflavony jsou ve velké mife metabolizovany ve stievnim traktu. Po absorpci jsou
krvi transportovany do jater, kde podléhaji enterohepatdlnimu ob&hu. Stievni bakterialni
glukosiddzy odstépuji zbytky cukru a uvolnuji biologicky aktivni isoflavony, konkrétné
daidzein a genistein. Ty mohou byt biotransformovany dal$imi bakteriemi na specifické
metabolity equol, desmethyangolensin a p-ethylfenol. VSechny tyto fytoestrogeny jsou
pak pfevazné eliminovany v ledvinach a proto sdileji fyziologické vlastnosti a chovani

endogennich estrogenti (Isanga and Zhang 2008).
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N
7
OH

Malonyl Acetyl Glukosid Aglykon
& » & >
. Konjugované formy o Aglykonové formy i
Skupina Isoflavon R1 R2 R3
Genistein H ’ H OH
Aglykony Daidezin H H H
Glycitein H OCH; H
Genistin CsOsHy; H OH
B-glukosidy Daidzin CsOsHyy H H
Glycitin CsOsHy; OCH; H
Acetyl-genistin CsOsH;; + COCH;3 H OH
Acetylglukosidy Acetyl-daidzin C4OsH,; + COCH; H H
Acetyl-glycitin CsOsH;; + COCH; OCH; H
Malonyl-genistin ~ C¢OsH;; + COCH,COOH H OH
Malonyliglukosidy =~ Malonyl-daidzin ~ C¢OsH;; + COCH,COOH H H
Malonyl-glycitin =~ C¢OsHy; + COCH,COOH  OCH; H

Obrazek 2: Chemické struktury a zkratky isoflavonti. Pfevzato a upraveno dle

(Rostagno et al. 2007).

Z védeckych studii je ziejmé, Ze isoflavony u lidi podporuji estrogenni aktivitu diky jejich
podobnosti s hormonem 17-B-estradiol (obrazek 3), zejména svoji strukturou a moleku-
lovou hmotnosti (Russell et al. 2017); (Moras et al. 2017). Isoflavony jsou pomérn¢ te-
pelné stabilni, peceni ¢i smaZeni nema vliv na jejich celkovy obsah (Messina and Messina
2000).
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Obrazek 3: Struktura 17-B-estradiolu. Pfevzato a upraveno dle (Ketha et al. 2015).

Kumestany a lignany

Kumestany jsou podskupinou isoflavonoidd, metabolitti rostlin se zajimavymi biologic-
kymi t¢inky. Kumestany vznikaji pfevazné klicenim semen luskovin. NejvyznamnéjSim
zastupcem kumestanil je kumestrol, ktery zaroven patii mezi nejucinnéjsi fytoestrogeny.
Mezi vyznamné kumestany s estrogennimi G¢inky jsou kumestrol a 3¢ a 4°-methoxyku-
metsrol (Oshima et al. 2016).

Termin lignan se pouziva pro riznorodou tfidu fenylpyranoidové dimery a oligomery.
Sekoisolariciresinol a matairesinol 5 jsou dva lignanové dimery, které nejsou estrogenni
sami o sobé&, ale snadno konvertuji na sav¢i lignany, entrodiol a enterolakton, které uz
estrogenni aktivitu vykazuji. Ke konverzi dochdzi ve stteve, za Gcasti sttevni mikroflory

a tim dochazi ke snadn&jsimu vstiebani savéich lignant (Cornwell et al. 2004).

Saponiny

Saponiny jsou pfirozené se vyskytujici triterpenoidy. Jejich struktura je pfevazné odvo-
zena od pentacyklickych triterpenoidd, jako je lupelol, a-amyrin a B-amyrin. Jsou to
sekundérni rostlinné metabolity, které obsahuji steroid nebo triterpenovy aglykon s fadou
odli$nych sacharidovych ¢ésti, jeZ jsou spojeny prostiednictvim etherové nebo esterové
vazby v prubéhu glykosylace (Zhang et al. 2016).

Sojoveé boby obsahuji 0,6 — 6,2% saponinll v susin€ a tento obsah zavisi na odridé a
obecnych péstitelskych podminkach. Typicky obsah se vSak uvadi kolem 1%. Na zaklad¢
svych aglykonovych struktur se oznacuji jako sojasapogenol A, B a E, medikagenova
kyselina, hederagenin a bayogenin (Haralampidis et al. 2002). Saponiny odvozené od so-

jasapogenolu A jsou bisdesmosidy s cukry vazanymi v poloze C-3 a C-22. N¢ktery
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z cukrit mize byt acetylovan. Tyto acetylované derivaty se vyznacuji hotkou a sviravou

chuti (Chang and Han 2016).

3.2.2.2 Biologicky aktivni proteiny a peptidy
Lektiny a inhibitory trypsinu

Lektiny jsou jedinecnou skupinou proteinii a glykoproteint, které vykazuji silnou biolo-
gickou aktivitu. Lektiny jsou vysoce specifické proteiny vazici sacharid s nejvyssi afini-
tou k N-acetyl-D-galaktosaminu, jenz kromé schopnosti aglutinovat erytrocyty ma také
schopnost prioritn¢ aglutinovat maligni buniky. Inhibitory trypsinu zahrnuji nékolik pro-
teinl a peptidl, véetné Bowman-Birk inhibitorti (BBI), inhibitor Kunitz typu a lunasin.
BBI je polypeptid slozeny ze 71 aminokyselin (AMK), které patii do skupiny inhibitorti
serin-proteazy (EI-Shemy 2011). BBI interaguje s trypsinem nebo chymotrypsinem a
siln€ inhibuje jejich enzymatické aktivity. Lektiny a inhibitory protedz byly dfive pova-
Zovany za anti-nutri¢ni latky, protoZze mohou snizovat nutriéni hodnotu s6ji. Nicméné
ptijem téchto latek se ukazal byt pozitivni. Hraji roli pti prevenci v ptipadé nékolika one-
cest branici rozvoji rakoviny a koronarnich chorob. Kromé toho existuji i dalsi peptidy
obsazené v sdjovych bobech, které vykazuji antihypertenzni vlastnosti, coz vyplyva z vy-

sledku studii (CHEN et al. 2004; Mallikarjun Gouda et al. 2006) na krysach.

3.2.2.3 Fytosteroly

Fytosteroly, nebo-li rostlinné steroly se fadi mezi lipofilni slouceniny vyskytujici se ve
vSech potravinach rostlinného ptivodu, pfi¢emz nejvétsi koncentrace je v rostlinnych ole-
jich. V soucasné dobé bylo identifikovano vice nez 40 riznych fytosterol (Barnes 2010).
Obecné pojem fytosteroly popisuje steroly a stanoly rostlinného ptivodu s chemickou
strukturou podobné svym slozenim cholesterolu, avsak s odliSnou konfiguraci bo¢niho
fetézce. Jedna se o 28- nebo 29-uhlikaté alkoholy. Védecké studie (Halling and Slotte
2004);(Awad et al. 2003) udavaji, Ze vysoka spotieba rostlinnych sterold mize snizovat
celkovy a HDL (lipoproteiny o vysoké hustot¢) cholesterol v krevnim séru u lidi, ¢imz se

snizuje riziko vzniku kardiovaskularnich onemocnéni.

3.2.2.4 Kyselina fytovi
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Kyselina fytova (myo-inositol-1, 2, 3, 4, 5 ,6-hexafosforova kyselina) je pfirozena slozka
sojovych bobt a je hojnym zdrojem fosfatu. Miize tak tvofit 65% - 80% z celkového
obsahu fosfatu. V susing se jeji obsah pohybuje od 1 do 2,3 %. Kyselinu fytovou lze v s6ji
nalézt ve forme smeési fytatu a fytinovych soli. Nabité fytinové soli maji chelata¢ni ucinky
na kovové kationty jako jsou nutricné vyznamné mineraly — zinek, vapnik, horcik a ze-
lezo, ¢imz je ¢inni dostupné pro ¢loveka, nikoli vSak pro prezvykavce. Navzdory tomu je
vsak kyselina fytovd povazovana za antinutricni latku v potravinach a krmivech. Rovnéz
vykazuje silnou schopnost asociovat se zasobnimi proteiny soji a ovliviiovat tim jejich
funkéni vlastnosti (naptiklad izoelektricky bod a rozpustnost).

Na druhé stran¢ existuji studie (Rickard and Thompson 1997); (Thompson and Zhang
1991); (Ferry et al. 2002; Vucenik and Shamsuddin 2003), které naznacuji, ze fytat mize
mit 1 pozitivni vliv na zdravi zvitat a lidi, nebot’ pisobi antikarcinogenné a antioxida¢né
tim, ze tvoii komplex Zeleza a zaroven snizuje pocet volnych radikala a peroxidaci mem-
bran (Medic et al. 2014).

Z chemického hlediska se jedné o ester myo-inositolu a kyselinu fosforecnou (myo-

v

inositol hexakisfosfat, IP6) a tim piedstavuje nejrozsitenéjsi inositol fosfat na Zemi (Hitz
et al. 2002).

Inositol se formaln¢ fadi mezi cukerné alkoholy, tzv. cyklitoly. Je slozen z inositolo-
vého kruhu a nejmén¢ jedné fosfatové skupiny. Pfedpona myo- znaci jeden z osmi moz-
nych izomert a jednotlivé izomery se lisi orientaci hydroxylovych skupin vii¢i cyklohe-
xanovému kruhu. Myo-inositol je nutricn€ nejvyznamnéjsi formou inositolu, ktery se

vyskytuje jako volna nebo véazana slou€enina. V ptirod¢ se nachéazi predevsim ve véaza-

1992).

Myo-inositol hexakisfosfat se sklada ze Sesti fostatovych skupin, které jsou pfipojeny
k inositolovému kruhu. Pfedpona ,,hexakis* znaci, ze fosfatové skupiny nejsou propojené.
Sloucenina je tedy ligandem, neboli chelatacni latkou a mite se tak vazat na vice nez
jedno koordina¢ni misto atomu kovu. Kazda fosfatova skupina je pfipojena k inositolo-

vému kruhu a dohromady mohou vazat az 12 protont (Isanga and Zhang 2008).

3.3 Mechanismus uc¢inku isoflavonu

Isoflavony patii k nejlépe probadanym fytoestrogentim a jejich molekuly jsou schopnoné

vazat se na estrogenni receptory (ER). V rostlinach plisobi jako antioxidanty, protoze jsou
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schopny inhibovat tvorbu superoxidovych anionti. Ackoli jsou isoflavony nazyvany fy-
toestrogeny, s estradiolem totozné nejsou a nevyznacuji se schopnosti bunééné prolife-
race. Byvaji také oznaCovany piivlastkem ,,anti-aging“, zejména pro svoji schopnost
ochranit rostlinu od agresivniho slune¢niho zareni. Krom¢ antioxidac¢ni aktivity vykazuji
také aktivitu na progesteronovych, estrogenovych ¢i androgennich receptorech a to s rliz-
nou vnitini aktivitou i s riznou afinitou (Xu et al. 1998).

K pochopeni mechanismu ucinku isoflavonll a fytoestrogenii obecné je nutné uvést,
ze u Cloveéka existuji dva typy humannich receptori pro estrogeny (ER-a a ER-f). Fyto-
estrogeny maji malou afinitu k receptorim ER-a, ale silnou afinitu k receptorovému pod-
typu ER-B. Existuje pfedpoklad, ze uinky jejich jsou umoznény nejen vazbou na ER, ale
i na piiklad vazbou na nuklearni receptory typu PPAR (peroxisome proliferator activated
receptor). U téchto receptoril se predpoklada, Ze by mohly zprosttedkovat antidiabeticky
ucinek fytoestrogenii. Dale se projevuje prospésny vliv fytoestrogenti na funkci myo-
kardu a cév a jejich role pfi prevenci osteopordzy, kterd je umoznéna praveé pritomnosti

receptort ER-B v kardiovaskularnim systému a kostech (Winkel-Shirley 2001).

3.3.1 Biosyntéza isoflavoni

Isoflavonoidy, konkrétné isoflavony jsou tvofeny biosyntentickou drahou, pficemz nari-
genin (4, 5¢, 7° -trihydroxyflavanon) vznika pfi biosyntéze genisteinu a liquiritigenin (4°,
7¢-dihydroxyflavanon) pii biosyntéze daidzeinu.

Zacatek biosyntézy zahajuje fenylalanin, ktery reaguje s malonylCoA za vzniku 4-
hydroxycinamoyl-CoA (obrazek 4). Pii vstupu do drahy isoflavonoidd, musi dojit u fla-
vanonu k abstrakci uhliku v poloze C-3 s naslednou migraci B-kruhu z polohy C-2 do
polohy C-3 a naslednou hydroxylaci vysledny C-2 radikal. K migraci fenylu dochazi
Vv pribehu biosyntézy a chalkonsyntaza indukuje, Ze k arylovému piesunu dochazi az po
formaci Cs-Cs-Ce.

Tato reakce vyZaduje redukovany nikotinamid dinukleotid adenin fosfat (NADPH) a
molekularni kyslik. Reakce je katalyzovana mikrosomalnim enzymem cytochrom P450,
2-hydroxyisoflavanonsyntazy (2-HIS). Obecnéji se tento enzym oznacuje jako isoflavon-
syntaza (IFS) (Dixon and Steele 1999). IFS je steroselektivnim, nereaguje s (2R)-flava-
nony. Vysledny 2-hydroxyisoflavon je nestabilni a lehce podléha dehydrataci za vzniku
genisteinu nebo daidzeinu pii kyselém pH. Daidzein se od glyciteinu lisi chybéjici hyd-

roxylovou skupinou v poloze 5, jez vznika kondenzaci rezidui malonylCoA po celou
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dobu formace naringeninchalkonu. Ke ztrat¢ hydroxylové skupiny dochéazi v prub¢hu
tvorby polyketidového intermediatu, ktery se zacykli pti tvorbé chalkonu. Tato reakce je
katalyzovéna specifickou NADPH dependentni reduktazou nazyvanou mimo jiné jako
chalkon reduktaza (CHR). Aktivita CHR je nezbytna k produkci druhého substratu pro

syntézu isoflavont, tedy liquiritigenin, ktery je pfeménén na daidzein (Dixon 2004).

L-fenylalanin

4-hydroxycinamoyl-CoA

Chalkon
syntaza

3x malonylCoA
OH

naringenin

Chalkon
isomerdza

chalkon Isoflavon
syntdza

Isoflavon
2-hyydroxyisoflavanon

Obrazek 4: Zjednodusené schéma biosyntézy isoflavonii (Barnes 2010). Nejdftive re-
aguje fenylalanin s malonyl-CoA za vzniku 4-hydroxycinamoyl-CoA. Za katalylitického
pusobeni chalkon izomerazy 4-hydroxycinamoyl-CoA se tfemi molekulami 3 malonyl-
CoA na formuformu chalkonu. Chalkon izomeraza uzavira kruh za vzniku naringeninu.
B-kruh je presunut z 2. pozice do 3. pomoci isoflavon syntazy. Isoflavon dehydrataza
odstrani vodu a vytvofi 2,3 dvojnou vazbu v heterolytickém kruhu (viz &islované
schéma). Schéma vychazi z éterického kysliku v heterocyklickém kruhu. B-kruh ma sa-

mostatny systém cislovani (1'- 6").

3.3.2 Zdravotni piinos isoflavoni

Z mnohych studii (Villares et al. 2011); (Dong et al. 2013); (Filiberto et al. 2013) vyplyva,

ze 1soflavony maji blahodarné ucinky na lidské zdravi. Jejich ucinky spocivaji ve snizeni
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vyskytu kardiovaskularnich onemocnéni, n¢kterych typa rakoviny, hyperglykémie, Al-
zheimerovy choroby, symptomy menopauzy a vyskytu diabetus mellitus typu 1 a 2
(Andrade, Mandarino, Kurozawa and Ida 2016). Isoflavony jsou vybornym piikladem
skupiny fytochemickych latek, které nejsou vyzadovany pro normalni rast, normalni roz-
voj nebo udrzovani normélni hladiny homeostazy u dospélych, ale jsou biologicky aktivni
u savcl a potencialné mohou ovliviiovat zdravi. V tomto ohledu se isoflavony netadi mezi
nutrienty, ale spiSe se jedna o dilezit¢ modulatory bunécnych funkei, které maji vliv na

zdravi (Cornwell, Cohick and Raskin 2004).

3.4 Prehled metod analyzy isoflavont
V rostlinné matrici se biologicky aktivni latky vyskytuji ve velmi slozitych smésich, proto

vvvvvv

rakter pouzité matrice a vlastnosti izolované latky (de Rijke et al. 2006).
3.4.1 Prtiprava vzorku

Mezi zakladni ukony pfi analyze biologickych vzorkil patii pfiprava vzorku. Na jejim
provedeni zavisi celkovy Uspéch analytického stanoveni z kvalitativniho i kvantitativniho
hlediska. Vybérem vhodné metody ptipravy vzorku rozhodujeme nejen o presnosti sta-
noveni dané latky (analytu), ale také o moznosti jejiho ur¢eni (Rostagno et al. 2009).
Zakladnimi kroky pro vlastni analyzu jsou odbér reprezentativniho vzorku, dezinte-
grace a homogenizace, extrakce a purifikace surového extraktu, separace a identifikace

analytu a v kone¢né fazi probiha detekce a kvantifikace analytu (Obrazek 5).
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Vzorek

Homogenizace

Mieti
Suseni
SusSeni mrazem
Hydrolyza
Uprava vzorku
LLE

Soxhletova extrakce
Michani, trepani
UAE, PLE, SFE,
MAE, SPE a dalsi

=

Extrakce

Centrifugace
Filtrace
LLE
Odparovani
Hydrolyza
SPE
Derivatizace
A jiné

==

Post-extrakéni
uprava

GC/GC —MS
HPLC/HPLC — MS
UPLC/UPLC - MS
LC- MS/MS

Ajiné

!

Separace, identifikace,
kvantifikace

Obrazek 5: Nejbéznéjsi postupy piipravy vzorku ke stanoveni s6jovych isoflavoni.
Pievzato a upraveno dle (Rostagno, Villares, Guillamon, Garcia-Lafuente and Martinez
2009)

Pro izolaci ptirodnich latek z matric pevného vzorku je nutné vzorek nejdiive zhomoge-
nizovat. Pfed samotnou extrakci je nutné, aby byl pevny vzorek rozemlet na homogenni
prasek.

Pti zpracovani kapalnych vzorku je tfeba tyto vzorky zbavit pevného podilu filtraci
nebo centrifugaci. Vzorek muze, ale také nemusi byt podroben dalsi upravé. V nezbyt-
nych piipadech, kdy je tfeba odstranit vodu se tekuté vzorky lyofilizuji a néasledné se
zpracovavaji jako pevné vzorky. Vzorek je bud’ pfimo vpraven do separacniho systému,
nebo mohou byt slouceniny zakoncentrovany a purifikovany riznymi typy extrakénich
metod. ZaleZi na zvolené detekéni metodé (de Rijke, Out, Niessen, Ariese, Gooijer and
Brinkman 2006).

3.4.2 1Tzolace isoflavonu z matrice

Existuje cela fada isoflavoni a lignanti s rozdilnou chemickou strukturou, mezi kterymi

muZe dochazet ke vzajemnym konverzim, mezi jednotlivymi formami. Tyto konverze
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zavisi na nekolika faktorech, jako je skladovani, zpracovani a extrakce. K rozrusSeni bio-
logické matrice se obvykle pouziva hydrolyza, zejména kysel4 a alkalické. Cilem tohoto
kroku je uvolnit analyt z biologické matrice, ptipadné zvolit vhodné podminky k jejimu
rozstépeni tak, aby byla biologickd matrice rozruSena a analyt by mohl byt dale analyzo-
van.

Hydrolyza ma univerzalni vyuziti. Lze ji pouzit pfed, béhem a po extrakci za riiznych
podminek a riznymi prostiedky. Alkalicka hydrolyza narusuje esterové vazby mezi acy-
lem a hydroxylovou skupinou sacharidt v glykosidech, coz vede ke vzniku volnych gly-
kosidl. Nejcastéji se vyuziva hydroxid sodny (Setchell et al. 1987).

Kysela hydrolyza naopak narusuje vazby uhlik-kyslik mezi aglykonem a sacharidem
a tim vznikaji volné aglykony. K naruSeni vazeb se vyuzivaji vodné roztoky organickych
rozpoustédel (acetonitril, metanol a etanol) s ptidavkem kyseliny chlorovodikové (HCI).
Utinnost zavisi predev§im na koncentraci HCI, extrakéni dobé a koncentraci rozpoustédla
(Franke and Custer 1994).

V ptipad€ enzymatické hydrolyzy se vyuzivaji rizné enzymy, u isoflavonil se jedna
pfedevs§im o endogenni B-glukosidazy, B-glukuronidazy/sulfatazy a celulazy. Pfed samot-
nou hydrolyzou se provede extrakce vzorku 96% etanolem. Po iplném odpaieni ve vakuu
nasleduje digesce acetatovym pufrem, ktery obsahuje jiz zminéné enzymy, inkubace a
centrifugace. Enzymaticka hydrolyza je v porovnani pfedchozimi postupy mnohem Setr-

néjsi a vyznacuje se vyssi selektivitou (Cordisco et al. 2016).

3.4.3 Extrakce

Samotny proces extrakce je rovnéZ nedilnou soucasti procesu pii analyze isoflavont.
Obecné se jedna o separacni proces, pii kterém jsou v kontaktu dvé vzdjemné nemisitelné
faze, mezi néz jsou rozd€leny analyty na zakladé€ rtizné rozpustnosti v pouzitych rozpous-
tédlech (Cordisco, Haidar, Coscueta, Nerli and Malpiedi 2016).

Cilem extrakce je selektivni az specifické oddéleni analytu od ostatnich slozek vzorku
nebo naopak oddéleni rusicich sloZek od analytu. Proces extrakce by mél byt rychly,
kvantitativni, jednoduchy a zaroven by mél minimalizovat pfipadné interference. Pti ex-
trakci daného analytu z matrice 1ze vyuzit Siroké spektrum extrakcnich technik, které za-
hrnuji digesci vzorku solventem, extrakci na ultrazvukové lazni, ptes extrakci podle
Soxhleta az po nové instrumentalni extrakéni metody (Murphy et al. 2002). Mezi moderni

metody extrakce patii extrakce na pevné fazi (SPE), coZ je jedna z nejvice pouzivanych
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technik pro separaci funkénich materialt (Cho et al. 2009). Dale superkriticka fluidni
extrakce (SFE), extrakce urychlenym tokem rozpoustédla (PLE), extrakce ultrazvukem
(UAE) nebo mikrovlnna extrakce. Vyhodou téchto metod je redukce ¢asu potiebného
k extrakci, niz§i spotieba organického rozpoustédla, eliminace nékterych kroku extrakce
(predcisténi a zakoncentrovani vzorku) pfed samotnou analyzou. Tyto moderni metody

jsou efektivnéjsi a presnéjsi diky plné automatizaci (Murphy, Barua and Hauck 2002).

3.4.3.1 Solid-Liquid extrakce (SLE)

Touto extrakei se prenaseji selektivné nékteré slozky smési analyzovanych latek do vhod-
nych rozpoustédel bud’ na zakladé pouhého fyzikalniho principu rozpousténi, nebo v
kombinaci s chemickou reakci. Principem SLE je tésny kontakt mezi pevnym vzorkem a
solventem, ve kterém je analyt maximaln¢ rozpustny. K Gispésnému ptevedeni analytu ze
vzorku do extraktu je dulezity vybér, mnozstvi a polarita rozpoustédla, objem a druh
vzorku, déale délka a teplota extrakce, intezita tfepani. Pfi extrakci polarni kapalinou
z upIné homogenizovanych vzorku se jako rozpoustédlo nejcastéji pouziva etanol, meta-
nol nebo acetonitril, pfipadné jejich vodné roztoky. V nékterych ptipadech je mozné vy-
uzit dichlormethanu nebo dimethylsulfoxidu (Rostagno et al. 2005). Doba extrakce se v
zavislosti na pouzité extrakeni kapaliné a druhu vzorku pohybuje od jednotek hodin az
po nékolik dni.

Mezi nejcastéji pouzivané SLE metody se fadi Soxhletova extrakce, michani, trepani
a louhovani. Extrakce v Soxhletove extraktoru patii mezi nejstarsi extrak¢ni techniky. Je
soucasti normovanych postupii a také se Casto pouziva jako standard pro nové vznikajici

extrakéni techniky (Buci¢-Kojic et al. 2007).

3.4.3.2 Superkritickd fluidni extrakce (SFE)

Jedna se o separacni techniku, kterd vyuziva specifické vlastnosti pro nadkritické teku-
tiny. Extrakénim ¢inidlem je superkriticka (nadkriticka) tekutina. V SFE se k extrakci
pevného vzorku bézné pouziva oxid uhli¢ity (CO2). CO2 ma kritickou teplotu 31°C a
kriticky tlak 7149 kPa. To je dano ptedev§im moZznosti vyuZit nékteré vlastnosti latek,
které se v tomto stavu nachéazi k optimalizaci stavajicich extrak¢énich postupti. Kromé
velké rozpoustéci schopnosti maji nadkritické tekutiny 1 dalSi vyhodné vlastnosti. Diky
nizké viskozité a vysoké schopnosti difuze v sob¢ spojuji solvatacni silu kapalin s vyhod-

nymi podminkami pro piestup pevné latky v prubéhu extrakce (Ganzera 2015).
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Nejpouzivangj$im superkritickym rozpoustédlem je oxid uhli¢ity (CO2) pro své nizké
hodnoty kritickych veli¢in, jez ma kritickou teplotu 31°C a kriticky tlak 7149 kPa. Mezi
vyhody této reakce patii jeji rychlost (méné nez 30 minut). Prakticky pracujeme s tlaky
40 — 70 MPa a teplotami 60 — 150°C. Nadkriticky CO2 je idedlnim rozpoustédlem pro
analyty dale analyzované instrumentalnimi metodami. Je nepolarni, a proto rozpousti ne-
polarni a malo polarni slouc¢eniny. Déle tato metoda redukuje pouzivani nebezpecnych
rozpoustédel a umoznuje on-line spojeni s kapalinovou, plynovou ¢i superkritickou
fluidni chromatografii. Jednou z vyhod aplikace SFE je omezeni degradace aktivnich

sloucenin (Santos et al. 2017).

3.4.3.3 Extrakce urychlenym tokem rozpoustédla (PLE)

Extrakce urychlenym tokem rozpoustédla - pressurized liquid extraction (PLE) je tech-
nika, ktera pti ptipraveé vzorku vyuziva teploty a tlaku k extrakci latek z pevnych a semi-
pevnych vzorkd. Tlak se pouziva ke zvyseni kontaktu mezi extrakéni kapalinou a vzor-
kem. Teplota naopak slouzi k rozbiti vazby analyt-matrice a tim mize vyznamné ménit
selektivitu extrakéni tekutiny. Tyto podminky umoziuji snadnéjsi rozpustnost analytu a
jeho desorpci z matrice. Vyznamnym faktorem pro rychlou a efektivni extrakci analytu
z pevné matrice je extrakéni teplota. Dal$im duleZitym faktorem je vedle teploty a tlaku
vybér vhodného rozpoustédla (Rostagno et al. 2004).

Vyhodou techniky PLE je niZsi spotieba solventu, zkracend doba extrakce a moznost pro-
vést extrakci bez pfistupu svétla a vzduchu. I pres tyto vyhody neni PLE vhodna pro
termolabilni slouceniny, nebot’ vysoka teplota mize narusit strukturu analytu (Azmir et

al. 2013).

3.4.3.4 Mikrovinna extrakce (MASE)

Mikrovinna extrakce — microwave assisted solid extraction (MASE) se fadi mezi alterna-
tivni metody extrakce isoflavont z rostlinného materialu a potravin. Tato metoda je zalo-
Zena na selektivni a rychlé lokalizaci vlhkosti ve vzorku mikrovlnami, tedy zavisi na ab-
sorpci energie mikrovin molekulami polarnich slou¢eni. Uéinnost mikrovinného zafeni
zavisi na povaze vzorku, typu extrahovanych latek, vlastnosti rozpoustédla a také na die-
lektrické konstanté materidlu, kterd je pfimo imérna velikosti absorpce mikrovinného

zateni (Bajkacz and Adamek 2017). Casto byva upiednostiiovano rozpoustédlo s vysokou
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dielektrickou konstantou, aby dochazelo k silné absorpci zareni. MASE muze byt apliko-
vana na nékolik vzorkd soucasn€, coz muze také vést k dramatickému poklesu doby ex-
trakce. Z hlediska snizeni extrakéniho Casu je vyuziti mikrovinné energie velice vyhodné,
protoze mikroviny ohfivaji rozpoustédlo, ¢i smési rozpoustédel témeét okamzité. Tato
technika je Casto aplikovana na stopovou analyzu organickych slou¢enin v pevnych a ka-
palnych vzorcich. Tato skutecnost vedla k pouziti MASE na extrakci isflavond, polyfe-
nolu z ¢aje a hroznovych semen a pro extrakci kofeinu (Rostagno, Palma and Barroso
2007).

MASE patii mezi nejrychlejsi extrakce a nachazi vyuziti i pfi extrakci termolabilnich
latek, rovnéz nasla uplatnéni zejména v oboru environmentalni chemie a zaroven byla

uspésné pouzita ke stanoveni biologicky aktivnich latek.

3.4.3.5 Extrakce ultrazvukem (UAE)

Pti ultrazvukové extrakci- ultrasound assisted extraction (UAE) se uplatiiuje fyzikalni jev
zvany kavitace. V ultrazvukové 1azni se vzorek intenzivné pohybuje, coz zplisobuje roz-
pad shluku ¢astic a tepelny rozklad je redukovan. Pohlcenim ultrazvukové viny solven-
tem dochazi k nahlym tlakovym zménam a vzniku kavitacnich bublin. Bubliny se vlivem
rostouciho tlaku a teploty rozpadaji a vznikla ,,vlna“ podporuje michani. Zvysena tcin-
nost UAE je vysvétlovana naruSenim bunéénych stén, zmenSenim velikosti ¢astic a zvy-
Senim ucinnosti pfenosu hmoty bunééného obsahu pii tvorbé a zaniku kavitacnich dutin
(Rostagno et al. 2003).

Ultrazvuk ptisobi na bunééné stény dvéma zptisoby. Mlize usnadnit bobtnani rostlin-

nych materiall, coz mize vést k rozsifeni port bunééné stény. Dochdzi ke zvySeni rych-
losti pfenosu hmoty, to mtiZe vést i k naruseni bunécnych stén, cozZ ma za nasledek snizeni
extrakéniho Casu a zvyseni Géinnosti extrakce (Vilkhu et al. 2008).
Neéktere rostlinné bunky jsou soucasti z14z (vné;jSich nebo vnitinich), které jsou zaplnény
esencidlnim olejem. Vnéjsi Zlazy jsou charakterizovany tenkym povrchem, ktery mize
byt ultrazvukem lehce rozruSen a tim dojde k uvolnéni esencialniho oleje do extrakéniho
rozpoustédla (Rostagno, Palma and Barroso 2003).

Optimalizaci podminek extrakce, jako je vykon ultrazvuku, teplota a ¢as jsou klico-
vym krokem ucinné extrakce. Pfi UAE lze pouzit jako extrak¢ni ¢inidlo vodny roztok
obsahujici neiontovy surfaktant. Takovy roztok poskytuje rychlejsi extrakéni kinetiku a

vyS$$i navratnost ve srovnani s metanolem a vodou.
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Pii extrakcei B-glukosida poskytuje UAE lepsi vysledky ve srovnani s klasickou extrakci

michanim. UAE lze vyuzit i pro extrakci lignanti a kumestrolu (Konar et al. 2012).

3.4.4 Post-extrakéni Gpravy

Po extrakei isoflavonil z matrice je mozné extrakt podrobit riznym tUpravam pred samot-
nou analyzou. Tyto kroky mohou byt minimalni s ohledem na pouzitou techniku extrakce.
Nejcastéjsi techniky pouzivané pro tpravu vzorku jsou filtrace, centrifugace, prekoncen-
trace a purifikace, evaporace do sucha, opétovné suseni v jiném solventu nebo SPE. Z ex-
traktu se centrifugaci nebo filtraci odstrani nerozpustné ¢asti, coz vSak neplati v piipadé
PLE a SFE, kde tento krok nutny neni (Rostagno, Palma and Barroso 2003). Vyhodou
centrifugace vSak je moZnost Gpravy objemu extraktu a tim vylouceni ztrat solventu s vy-
extrahovanym analytem. K odstranéni moznych interferujicich sloucenin lze pouzit ex-
trakci kapalina-kapalina liquid liquid extraction (LLE). Dal$i moznosti je ¢astecné nebo
uplné odpateni rozpoustédla na rotacni odparce a opétovné rozpousténi v 80% methanolu
nebo ptimo v MF pro HPLC (Rostagno, Villares, Guillamon, Garcia-Lafuente and
Martinez 2009).

3.4.4.1 Extrakce kapalina-kapalina (LLE)

Extrakce kapalina-kapalina (LLE) pfedstavuje nejjednodussi techniku frakcionace, pie-
¢isténi a zkoncentrovani cilovych analytii surového extraktu. Mimo jiné mize predstavo-
vat prvni extrakéni krok u kapalného vzorku. LLE je zaloZena na ustaveni fazové rovno-
vahy mezi dvéma nemisitelnymi kapalinami. V piipad¢€, Ze nalezneme vhodné extrakéni
¢inidlo, je tato extrakce velmi uc¢innou separacni metodou. Je Rozpoustédlo je zvoleno
tak, aby v ném byl analyt co nejvice rozpustny. Nejvice pouzivana rozpoustédla pro ex-
trakci z biologickych kapalnych vzorku jsou etylacetat nebo dietyléter (Nguyen et al.
2010).

3.4.4.2 Extrakce na pevné fazi (SPE)

Extrakce na pevné fazi-solid phase extraction (SPE) patii mezi nejrozsifené;si techniky,
predevsim diky jeji snadné pouzitelnosti a Siroké aplikovatelnosti. Vyhodou SPE je oproti
LLE redukce mnohych problému souvisejici s LLE, jako je pouziti specialniho skla a
likvidace velkého mnozstvi organickych rozpoustédel. Hledané analyty mohou byt pied-
nostné¢ izolovany ze slozitych matric, pficemz izolace, precisténi a zkoncentrovani ana-

lytu miize byt dosazeno v jediném kroku.
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Pti SPE je prvnim krokem digesce rozpoustédlem. Poté je extrakt nanesen na vhodny
sorbent. Vedle modifikovaného silikagelu patii k nejpouzivanéj$§im rozpoustédlim pie-
devs§im polymerni sorbenty na bazi divinylbenzenu a N-vinylpyrrolidu a kopolymeru sty-
ren —divinylbenzenu (PS-DVB).

Kopolymerni sorbenty na béazi divinylbenzenu a N-vinylpyrrolidinu umoznuji ex-
trakci v Sirokém rozmezi hodnot pH. Této vlastnosti je vyuzito u tzv. 2-D (dvoudimenzi-
onalni) SPE extrakce. Podstata techniky 2-D SPE spociva v adjustaci vzorku a pfedevsim
v promyvacich krocich, kde vhodnou upravou pH dle typu analytu a optimalizace kon-
centrace organického rozpoustédla se dosahne maximalni selektivity a separace sledova-
ného analytu (Setchell et al. 2002).

SPE lIze také provést formou mikroextrakce (SPME). SPME je velmi jednoducha a
efektivni metoda bez pouziti rozpoustédla a je idealni ve spojeni s hmotnostni spektro-
metrii (MS), s kapilarni elektroforézou, S plynovou chromatografii a HPLC. SPME je
oproti SPE citlivejsi a dovoluje automatizaci extrakéniho procesu, coz vede ke zkraceni
Casu celé analyzy. Nevyhoda SPE spoc¢iva v nezbytném provedeni hydrolyzy pted ex-
trakci, protoze podminky metody nedovoluji stanovit v§echny formy isoflavont (Vas and

Vekey 2004).

3.45 Separacni metody
3.45.1 Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC) se pouziva k identifikaci isoflavonil. Ve srovnani
s papirovou chromatografii je TLC rychlejsi, citlivéjsi a univerzalnéjsi. Spolecné s papi-
rovou chromatografii se fadi mezi planarni uspofadani chromatografie. Vyhodou metody
TLC je rychlost analyzy a malé naroky na vybaveni, protoze stacionarni faze jsou bézné
dostupné. Zakladem stacionarni faze je sklenénd nebo hlinikova plocha, na kterou je na-
nesen sorbent (Sherma 2000). Nejcasté&ji se jedna o oxid hliniku, silikagel nebo celulozu.
Vedle béznych sorbentt jako je, celulosa, silikagel, alumina, polyamid ¢i Sephadex nebo
jejich kombinace, se ¢asto pouziva chemicky modifikovany silikagel. Povrch stacionarni
faze je polarni. Pro separaci na normalni fazi se voli mobilni faze méné polarni, pro se-
paraci na reverzni fazi je povrch stacionarni faze upraven a mobilni faze se pak voli vice
polarni. Plandrni chromatografie je v soucasné dob¢ pouzivana metoda pro screening fy-
toestrogend, rovnéz nachazi uplatnéni v predbézné separaci ¢i identifikaci (Mukerjea et

al. 1996).
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3.4.5.2 Plynovd chromatografie (GC)

V roce 1985 byla zakladni metodou pro stanoveni isoflavont plynova chromatografie
(GC). S rozvojem kapalinové chromatografie (LC) ustoupila GC v analyze fytoestrogenti
do pozadi. V soucasnosti se vSak opét dostava do poptedi zajmu diky rozvoji vysokotep-
lotni GC (HT-GC) a vylepseni procesu derivatizace. Mezi nevyhody techniky GC patfi
omezena separace pouze na aglykony isoflavonii a predevsim nizka tékavost vétsiny is-
oflavonu. Pfed samotnou GC analyzou je nutné vzorek nejdiive upravit. Je nezbytné od-
stranit lipidy, dochazi k uvolnéni esterovych a glykosidickych vazeb procesem alkalické,
kyselé ¢i enzymatické hydrolyzy a derivatizaci. Proto je derivatizace nezbytnym krokem
analyzy. Vznik derivatd je pii metodé GC potiebnyke zvyseni tékavosti analyti, coz vede
ke zvySeni citlivosti a selektivity detekce. Nejpouzivanéj$im derivatiza¢nim ¢inidlem je
trimethylsilyléter (TMS). Pokud vSak analyt obsahuje vice hydroxylovych skupin,
vznikne vice derivatd a to zhorSuje stanoveni. Problémy s derivaci byly popisany u poly-
hydroxylovych derivati isoflavond, jako je genistein. TMS derivaty jsou analyzovany
nepolarnimi kapilarnimi kolonami s vyuzitim linearniho teplotniho gradientu (Grace et

al. 2003).

3.4.5.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je nejpouzivangjSiseparacni technikou
v kombinaci s fadoudetekénich technik. Nej€astéji nachazi vyuziti uspotradani s reverzni
fazi na stacionarni matrici (alkylovanych silikagelech C18, C8 poptipad¢ i na modifiko-
vanych sorbentech fenylovou nebo diolovou skupinou), vétSinou se smési acetonitrilu a
metanolu jako mobilni fazi. Tato technika se ukazala jako vhodna pro analyzu isoflavont
(Barnes et al. 1994).

Sledované analyty 1ze s omezenou pravdépodobnosti identifikovat na zéklad¢ jejich
retencnich €asti nebo metodou standardniho pfidavku. HPLC pracuje s vysokym tlakem,
vysokymi prutoky mobilnich fazi a nizkou teplotou v kontrastu s hmotnostni spektrosko-
pii, ktera vyuziva nizky pritok, vakuum a plynnou fazi pti vysokych teplotach (Magiera
and Sobik 2017).

Separace na reverzni fazi je zalozena na hydrofobni interakci jednotlivych analyth se
staciondrni fazi. Retencni ¢as analytu zavisi na rozpustnosti ve vodé, tedy roste s jejich

vzrustajicim hydrofobnim charakterem. Hydrofobni charakter roste dle nasledujici fady:
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B-glukosid, malonyl a acetylglukosid, a nejvice hydrofobni je volny aglykon. V piipadé
separace zalozené na hydrofilnich interakcich je potadi eluce opac¢né (Prokudina et al.

2012).

3.4.5.4 Elektromigracni separacni metody

Elektromigracni separac¢ni metody vyuZzivaji rozdilnou pohyblivost nabitych castic ve
stejnosmérném elektrickém poli. Pohyblivost ¢astic zavisi na velikosti a tvaru molekul,
na velikosti ndboje, na sile elektrického pole a taktéz na podminkach prosttedi. Ve srov-
nani s chromatografickymi metodami jako je GC a LC je kapilarni elektroforéza (CE)
relativné novou separacni technikou (Bustamante-Rangel et al. 2012).

V soucasné dobé existuje nékolik modi: kapilarni zonova elektroforéza (CZE), mice-
larni elektrokinetickd chromatografie (MEKC), kapilarni gelova elektroforéza (CGE), ka-
pilarni isoelektricka fokusace (CIEF), kapilarni isotachoforéza (CITP), kapilarni elek-
trochromatografie (CEC) a kapilarni elektroforéza v nevodném prostiedi (NACE).

CE je metoda G¢inna a rychla, kterd nevyZaduje velky objem vzorku a v porovnani
s kolonami HPLC maji kapilary v CE delsi Zivotnost. Ve srovnani s HPLC maji elektro-
migra¢ni metody niZsi citlivost, coz nedovoluje jejich pouziti v analyze malého mnozstvi
vzorkd. Dalsi nevyhodou je také Spatna reprodukovatelnost vii¢i HPLC ptedevsim z di-
vodu prekryti piki analytu piky interferujicich latek ve vzorku (Urbanek et al. 2002).

Nejjednodussi a nejuniverzalnéjsi uplatnéni pii stanoveni isoflavonti nachdzi CZE.
Vzorek je umistén do prostredi zdkladniho elektrolytu, jehoZ sloZeni zarucuje v celé se-
paracni kapilare konstantni podminky, tj. homogenni elektrické a chemické pole. Sepa-
race pii CZE je rychlejsi nez u HPLCE, avSak méné¢ selektivni.

MEKC je modifikovanou elektroforetickou technikou zaloZenou na ptidani surfak-
tantd do zdkladniho elektrolytu. Surfaktanty tvoii micely nesouci ndboj, které¢ migruji v
kapilafe plisobenim elektrického pole podobné jako vSechny Castice s nabojem. Analyty
se rozdé€luji mezi micely a pufr, coz vede k dalsi selektivité separace. Diky tomu je micela
povazovana za pseudostaciondrni fazi, podobnou stacionarni fazi v kapalinové chroma-
tografii. NejCastéji se jako pseudostacionarni faze pouziva dodecylsulfat sodny (SDS),
jako MF boratovy pufr ve smési s etanolem. MEKC umoZnuje snadnéjsi separaci hydro-
filnich aglykont isoflavond, jez jsou méné rozpustné v pufrech pouzivanych pii CZE.

Dalsi vyhodou MEKC je i nizky detekéni limit (Weston and Brown 1997). CE nasla v po-
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slednich letech uplatnéni predevsim pii detekci isoflavond ve spojeni s elektrochemic-
kym detektorem, detektorem diodového pole nebo s hmotnostnim detektorem
(Bustamante-Rangel, Delgado-Zamarreno, Carabias-Martinez and Dominguez-Alvarez
2012).

3.4.5.5 Imunoanalyza

Imunochemické metody jsou vhodnym dopliitkem obecné pouzivanych instrumentalnich
technik. Svoji jednoduchosti, nenakladnosti a adaptabilitou pro sériova méteni predsta-
vuji obrovsky potencidl zejména ve screeningovém stanoveni. Také vysoka citlivost a
znacné rozpéti koncentraci, v némz mohou tyto metody pracovat, ddva moznost jejich
vyuziti k detekci isoflavonoidd v nejriznéjSich matricich.

Ve vétsing piipadl se pouzivd enzymova imunoanalyza (ELISA), ktera patii mezi
velmi specifické metody. Vazba mezi antigenem a protilatkou je detekovana pomoci en-
zymu navazaného na antigenu nebo protilatce, pfi¢emz nejcastéji se pouziva peroxidaza.
Po vzniku vazby pfeméni enzym bezbarvy substrat na barevny produkt. Intenzita zbarveni
produktu se méti spektrofotometricky a miizeme stanovit protilatku nebo antigen.

Isoflavony jsou nizkomolekularni latky a proto je nutné pfed samotnou imunizaci na-
vazat na mikrotitra¢ni desticku vysokomolekularni nosi¢. Timto nosi¢em nejcastéji byva
bovinni sérovy albumin (BSA). V ptfipad¢ daidzeinu a genisteinu byly vytvofeny konju-
gaty pomoci vazby v polohach 7 a 4, pro biochanin A pouze ptes polohu 7. Stejny postup
byl pouzit pro syntézu konjugatu 7-karboxymethylgenisteinu s ovalbuminem (OVA).
ELISA nahradila diive pouzivanou radioimunonalyzu (RIA), zejména kvuli niZsi cené,

rychlosti reakce a stanoveni pomérné velkého mnoZzstvi vzork.

3.4.6 ldentifikace a detekce

3.4.6.1 UV/VIS detekce

UV/Vis detektory, zejména detektor diodového pole (DAD), mohou pracovat v Sirokém
rozmezi vinovych délek a jsou nej€astéji pouzivanymi detektory ve spojeni s HPLC nebo
pfi elektromigra¢nich separacich. Fytoestrogeny a jejich prekurzory maji velmi podobnou
strukturu. Obsahuji minimalné jeden aromaticky kruh, coZ umoznuje jejich detekei v ob-
lasti UV/Vis spektra. Detekce v ultrafialové a viditelné oblasti se provadi spektrofotome-
tricky, pro isoflavony je to v rozmezi 240 — 285 nm (Vacek et al. 2008).
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Identifikace analytu spoc¢iva ve vyhodnoceni reten¢nich ¢asii nebo se pouziva metoda
ptidavku interniho standardu. V soucasnosti se pro presnéjsi vyhodnoceni kombinuje po-
rovnani retencnich ¢asti s DAD absorpénimi spektry z knihovny spekter. K tomu slouzi
faktor shody (match faktor), ktery vznika matematickym srovnanim spektralni k¥ivky sle-
dovan¢ho analytu se spektralni kiivkou standardu a toto tvrzeni je nutné jesté potvrdit
alespoil jednim nezavislym faktorem, naptiklad shodou retencnich ¢asti. Spektralni kni-
hovny musi byt vytvofeny za pfesné definovanych podminek separace, tj. shodna mobilni
faze, pratok, typ chromatografického Cerpadla, kolona i teplota. Komercné dostupné kni-
hovny nelze pouzit, nebot’ isoflavony vykazuji velmi podobna spektra a jejich jednotlivé
izoformy maji téméf shodna spektra. V tomto ptipadé se Ize fidit podle reten¢nich cast
eluce v potadi malonylglukosid, B-glukosid, acetylglukosid a aglykon. Nevyhodou UV
detekce je nedostatek strukturnich informaci a netiplna specifita vedouci k interferencim

a neoznacenych pikiim (Klejdus et al. 2005).

3.4.6.2 Detekce pomoci fluorescence a chemiluminisce

Fluorescencenéni detektory jsou zaloZeny na principu fluorescence a méteni sekundar-
niho (emisniho) zafeni, které latka vyda po absorpci primarniho (excitacniho) elektro-
magnetického zafeni.

Absorpci elektromagnetického zatfeni ptrechazeji molekuly latek ze zékladniho vib-
rac¢niho stavu do rtiznych vibra¢nich hladin excitovaného stavu. Vlnova délka zateni emi-
tovaného je vétsi nez zareni absorpcniho. Fluorescenc¢ni detekce je citlivéjsi nez UV/Vis
detekce. Pro lepsi detekovatelnost analytu se provadi derivatizace, ktera je vSakomezena
vlastni fluorescenci nékterych fytoestrogend.

Chemiluminiscence (CL) se provadi v kombinaci s priitokovou injekéni analyzou
(FIA). Vzorek je smichan s chemilumisnicenéni latkou a vpraven do reakéni cely lumi-
nometru. Tato metoda predstavuje efektivni optickou detekci vybranych isoflavonii bez

sloZité separace a lze ji aplikovat nejet v klinické praxi, ale také v potravinafstvi.

3.4.6.3 Elektrochemicka detekce

Elektrochemicka detekce — electrochemical detection (ED) je vhodna pro stanoveni elek-
troaktivnich analytd (snadno oxidovatelné latky). Pro stanoveni isoflavonll s vyuzitim

elektrochemické detekce se velmi Casto pouziva ve spojeni s HPLC nebo elektromigrac-
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nimi separa¢nimi technikami. Pouziva se bud’ amperometricky, nebo coulometricky de-
tektor. Coulometricky detektor je ve srovnani s amperometrickym citlivéjsi. Mobilni faze
obsahuje analyt, ktery prochazi skrz porézni elektrodu. To vede ke zvétSeni povrchu a
dochazi k uplné oxidaci/redukci analytu. Na principu coulometrického detektoru byl vy-
nalezen multikanalovy elektrochemicky detektor (CEAD), principem podobny DAD.
Systém je tvoten analytickou celou. V cele je obsazena referenéni platinova (Pt) elektroda
a Ctyti pracovni elektrody. Elektrody jsou zapojené v sérii a tvofi elektrodové pole. Mo-
bilni faze je v idealnim piipad¢ elektrochemicky inertni. Vhodné je pouziti metanolu nebo
acetonitrilu. Obecné¢ se tento typ detekce pouziva ve spojeni s elektromigracnimi meto-
dami. Mimo jiné se ke stanoveni daidzeinu a genisteinu pouziva i uhlikova pastova elek-
troda (CPE).

Vyhodou CEAD je citlivost detekce 1 pfi méfeni koncentraci bliZicich se limitu de-
tekce, dale je mozné analyzovat i komplexni smési, a rovnéz neni vyzadovana hydrolyza

vzorku. Na druhou stranu je tento typ detekce velmi naro¢ny na &istotu vzorku.

3.4.6.4 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analytickd metoda obecné pouzivana k detekci orga-
nickych latek z biologickych materialti. MS se nejcastéji pouziva ve spojeni s HPLC nebo
GC. Vysoky pritok, tlak a nizka teplota, jsou veli¢iny charakteristické pro pribéh HPLC,
coz je v rozporu s podminkami hmotnostni detekce (Cuyckens and Claeys 2004).
Problémy s online propojenim vyfesilo rozhrani pro spojeni separacnich a spektral-
nich metod. Ukolem rozhrani je provést rozpraseni a ionizaci vzorku a také odstranit roz-
poustédlo. Vzniklé ionty jsou analyzovany ve hmotnostnim detektoru (obrazek 6) pomé-

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

Hmotnostni

: ' ' r spektrum
Inlet ‘ ttovy == Analyzitor mmp Detektor ‘ Pocita¢ ==p
: : dald

zdroj
: Vystup dat
. Vakuum :

Obrazek 6: Schéma hmotnostniho detektoru. Prevzato a upraveno dle (van Baar
2000).
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Vyvojem novych ionizac¢nich metod pomoci elektrospreje (ESI) nebo chemické ioni-
zace za atmosférického tlaku (APCI) doslo k zaclenéni MS mezi bézné pouzivané tech-
niky. ITonty mohou byt aktivovany piimo v iontovém zdroji. Vznikaji kolizni spektra,
ktera umoznuji podrobnou analyzu struktury analytu. Velikost fragmentace zavisi na ko-
liznim napéti, slozeni mobilni fdze a koncentraci slozek mobilni faze, na zvoleném mo-
difikatoru a na struktufe analytu (Barnes et al. 1998). APCI slouzi k detekci méné polar-
nich sloucenin, naopak ESI se pouziva pro latky ionizovatelné v roztoku. Tandemové
zapojeni ESI-MS a ACPI-MS s HPLC patii mezi nejpouzivanéjsi. V analyze isoflavonti
je vhodnéjsi ESI mdd, nebot’ je Setrnéjsi. Oba typy ionizace lze provést v pozitivnim i
negativnim modu. Negativni mod je v obou ptipadech ionizace citlivéjsi. Noveéj§imi tech-
nikami v analyze fytoestrogenil vedle jiz béZn¢ pouzivané ESI jsou nanoESI a ionizace
pomoci desorpce elektrosprejem (DESI), ktera tvoii pfechod mezi EST a MALDI (Matrix
Assisted Laser Desorption and lonization). Jeji vyhodou je citlivost provedené analyzy
za podminek in situ, nebot’ se zkracuje Cas potifebny na ptipravu vzorku k analyze
(Griffith and Collison 2001).

Jsou znamy rizné typy MS, pfiCemz v analyze fytoestrogentli se nejcastéji pouziva
kvadrupélovy analyzator (QMS), trojity kvadrupodlovy analyzator (QqQMS) nebo prile-
tovy analyzator (TOFMS). Alternativni metodou pro stanoveni glykosidi je MALDI-
TOF MS. Vyhodou této metody je miniméalni Gprava vzorku, schopnost analyzovat smési
a niZ8i naroky na Cistotu vzorku. Pro analyzu fytoestrogenti ve vodnych vzorcich se pou-
ziva hmotnostni detekce s kvadrupolem a TOF analyzitorem. Detekce pomoci MS je
ptresnéjsi nez UV/Vis detekce a zapojeni dvou detektorti za sebou v tandemu MS/MS
citlivost detekce jesté zvysuje (Prokudina, Havli¢ek, Al-Maharik, Lap¢ik, Strnad and
Gruz 2012).

3.4.6.5 Nukledarni magnetickd rezonance (NMR)

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) spolecné s MS patii mezi nejpouzivanéjsi tech-
niky ve strukturni analyze latek rostlinného pivodu. Vazba HPLC v ndvaznosti na NMR
je pfima a jiz neni nutné pouzit rozhrani jako v ptipadé MS detekce. Citlivost NMR je
nizs$i nezZ u MS. Pro GspéSnou analyzu je nutné pouzi vétsi mnozstvi vzorku. Vhodnou
mobilni f4zi pro NMR je acetonitril nebo metanol.Ve vétsiné ptipadl se jedna o kom-

plexni slou¢eniny, neni vZdy mozna identifikace analytu v jediném kroku.
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Existuji dva rezimy provedeni NMR, one-flow a stop-flow rezim. Z one-flow rezimu
jsou spektra ziskavany kontinudlné béhem separace a vysledkem je 2D spektrum. De-
tekéni limit tohoto modu je nizsi nez u stop-flow rezimu. Obecné se NMR detekce pou-
ziva pro analyzu rostlinnych materiala, vcetné so6jovych produkti. Kombinace NMR s

dalsimi zptsoby detekce je stejné efektivni, jako v ptipadé MS.

4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Material
4.1.1 Pouzité odridy séji

V experimentu bylo pouzito osm odrud so6ji lustinaté (Brunensis, Bohemians, Naya, Mo-
ravians, Silesia, Toutatis, Korus a Kofu). Zminéné odridy poskytl k analyze pan Ing.
Vojtéch Hlavjenka (AGRITEC, vyzkum, §lechténi a sluzby, s.r.o., Zeméd¢lska 2520/16,
787 01 Sumperk), které pochazely ze zkusebni oblasti Sumperk.

Jedna se o vybér nejvice péstovanych odriid na uzemi Ceské Republiky (EAGRI

2016). Pfevazné se jedna o ranné odrudy s vysokym vynosem semene.

4.1.2 Pouzité chemikalie

Veskeré chemikalie pouzité v experimentu byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich
(USA), v ptipad¢, Ze neni uvedeno jinak. Chemikalie odpovidaji ¢istoté ACS.

V analyze byly pouzity standardy isoflavont (daidzin, genistin, glycitin, daidzein, glyci-
tein, genistein) od firmy Extrasynthese (Francie). Rozpusténim standardu v 80% metanolu
byl pfipraven zasobni roztok standardnich latek o koncentraci 10 mg.1™t. Zasobni roztok stan-
dardnich latek byl skladovan v lednici bez ptistupu svétla pii teplote 4 °C.

Pro HPLC analyzu byl pouzit acetonitril a 0,2% kyselina octova. Metanol, dietyléter ne-
stabilizovany, hexan a bezvody siran sodny pochazely od firmy Penta Svec, Chrudim. Demi-

neralizovana voda byla pfipravena systémem Milli Q RG (Millipore, Massachusetts, USA).

4.2 Metodika

4.2.1 Priprava vzorki

Vzorky s6jovych bobt odriid Brunensis, Bohemians, Naya, Moravians, Silesia, Toutatis,
Korus a Kofu byly pomlety laboratornim mlynkem IKA A11 basic (IKA®-Werke GmbH

& Co. KG, Némecko) na homogenni ¢astice o velikosti mensi nez 0,1 mm. K pomleti
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bylo odebrano cca 20 g so6jovych bobtli. Drceni a homogenizace byly nezbytnym krokem
ke zvétSeni povrchu vzorku, ktery byl v prubéhu extrakce vystaven plisobeni solventu.
Zaroven tento krok vedl k dosazeni lepSich vysledkt extrakce. Z kazdého vzorku bylo
odvazeno potifebné mnozstvi v [g] s pfesnosti na 4 desetinna mista. Veskeré vazeni pro-

bihalo na analytickych vahach Precisa 240 A (Némecko).

4211 Extrakce

V experimentalni ¢asti byla vyuzita solid-liquid extrakce (SLE) s vyuzitim tii riiznych
technik, které jsou uvedeny nize. Celkem byly zvoleny tfi rizné techniky provedeni ex-
trakce. Ve vSech piipadech byl pouzit 80% metanol. (Rostagno, Villares, Guillamon,
Garcia-Lafuente and Martinez 2009) ve své studii uvadi, Zze 80% poskytuje nejvyssi vy-
téznost isoflavont a reprodukovatelnost vysledki. Metanol pro analyzu byl ziskan ziedé-
nim 99.9% metanolu (PENTA)

Prvni sada vzorki byla pfipravena odvazenim 1 g suchého homogenniho prasku. Ke
kazdému vzorku bylo pfidano 50 ml 80% metanolu. VSe bylo smichdno v odmérné baiice
a poté michano na tfepacce IKA KS 4000 icontrol (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, N¢-
mecko) pfi teploté 50°C a otackach 200 rpm po dobu 60 minut.

Druh4 extrakéni technika zahrnovala odvazeni 0,02 g vzorku do eppendorfovy zku-
mavky. Ke kazdému vzorku byl pfidan 1 ml 80% metanolu. Do kazdé ze zkumavek byly
pfidany tfi sklenéné kulicky a nasledné byly vzorky homogenizovany na homogenizatoru
IKA ULTRA-TURRAX® Tube Drive Workstation (IKA®-Werke GmbH & Co. KG,
Némecko) po dobu 120s. Po vytazeni z homogenizatoru byly vzorky zcentrifugovany na
centrifuze Z 326K HERMLE (HERMLE Labortechnik GmbH, Némecko) pti otackach
20 000 ref po dobu 15 min pfi teploté 19°C.

Tteti extrak¢ni technikou byla extrakce s vyuZzitim tfeci misky. Rovnéz bylo odvazeno
0,02 g vzorku, ke kterému byl pfidan 1 ml 80% metanolu. K této smési byl pfidan motsky
pisek prany (PENTA) v mnozstvi cca 0,1 g. Po homogenizaci vzorku s moiskym piskem
byl opétovné piidan motsky pisek v mnozstvi cca 0,1 g. Opét byla provedena homogeni-
zace, tentokrat do mirného odpareni metanolu. Déle byl pfidan 1 ml 80 % metanolu k pro-
myti misky a vzniklé smési. Vznikly objem byl napipetovan do eppendorfovy zkumavky.
Nasledovala centrifugace o stejnych parametrech, jako u predchozi extrakce. Vzorky byly

skladovany ve tmé a v chladu pfi teploté 4°C.
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Pted pouzitim pro chromatografickou analyzu byly vSechny vzorky piefiltrovany ptes

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

4.2.1.2 Separace a identifikace isoflavonit metodou HPLC

Chromatograficka analyza

Pro analyzu mnozstvi isoflavoni ve vybranych odridach séjovych bobl byla zvolena
metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) v tandemu s hmotnostnim de-
tektorem (MS), konkrétné trojitym quadrupolem (LC-MS/MS). Kombinace vysoce efek-
tivni chromatografické techniky s efektivnimi izolacnimi a purifika¢nimi technikami je
pro kvantitativni analyzu isoflavonti zcela vyhovujici (Zhao et al. 2015).

Detekce isoflavont probihala na chromatografu HPLC Agilent Technologies 1200 Series
(Agilent Technologies, Palo Alto, USA). Systém byl sestaven z vakuové

odplynovaci jednotky (model G1379B), binarniho ¢erpadla mobilni faze (model
G1312B), automatického davkovace vzorku (model G1367D) a termostatu na kolonu
(model G1316B). Vysokoucinny kapalinovy chromatograf byl propojen s detektorem
diodového pole (model G1315C) a trojitym kvadrupdlovym hmotnostnim detektorem
6460 Triple Quad LC/MS (model G6460A).
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Obrazek 7: Schéma vysokouc¢inného kapalinového chromatografu. Zdroj:

Foto vlastni.

e Parametry a podminky HPLC

Separace isoflavonil byla provedena na reverzni fazi. Pro separaci byla zvolena kolona

Zorbax SB Poroshell 120 EC-18 (4,6x100mm; velikost ¢astic 2,7 um). Mobilni faze byla

sloZena z acetonitrilu (organicka slozka MF, solvent A) a 0,2% kyeliny octové (vodna

slozka MF, solvent B). Vodny roztok kyseliny octové byl ptipraven nésledujicim postu-
pem. 2 ml kyseliny octové byly napipetovany do odmérné bariky o objemu 11 a cely roz-
tok byl doplnén po rysku ACS vodou. Pro separaci byla zvolena gradientova eluce se
slozenim mobilni faze: 10% (A): 90% (B) v ¢ase 0 minut; 40% (A): 60% (B) v ¢ase 2
minut; 0% (A): 100% (B) v ¢ase 4 minuty; 90% (A): 10% (B) v ¢ase 6 minut. Celkovy
¢as analyzy byl 7 minut.

Rychlost priitoku mobilni faze byla 0,7 ml.min a teplota termostatu byla nastavena

na teplotu 60°C.

o Parametry trojitého kvadrupolu

U hmotnostniho detektoru (MS) byl zvolen jako suSici plyn dusik, ktery protékal rych-
losti 31.min™ pii teploté 350°C a pii napéti na kapilaré 3500V. Tlak v neulizéru ¢inil 50
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psi. Zaostiovaci plyn protékal rychlosti 121.min™* pfi teploté 400°C. Hmotnostni spektra

byla sniména v trojitém quadrupo6lu, ktery pracoval v negativnim ESI modu.

Laboratorni méreni

Extrakty vzorkl byly piefiltrovany do vialek uréenych pro HPLC a nasledné probéhla
separace pomoci HPLC zapojeném v tandemu s hmotnostnim spektrometrem (LC-
MS/MS). Chromatogramy a spektra jednotlivych vzorki byly nahrany do pocitace. Na
obrazku cislo 8 je znazornén zaznam z méteni standarda isoflavonti. Parametry pouzité

k detekci isoflavoni v MS jsou uvedeny v tabulce ¢. 2.

x104 -ESI MRM Frag=120.0V CID@10.0 (451.0 ->253.0) std isoflav 02.d
4 )
1 1 1
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Obrazek 8: MRM chromatogramy standardu isoflavonu. Identifikace piki: 1. Daidzin,
2. Glycitin, 3. Sissotrin, 4. Genistin, 5. Ononin, 6. Daidzein, 7. Glycitein, 8. Biochanin A,
9. Genistein, 10. Formononetin.

Bylo provedeno kvalitativni vyhodnoceni na zakladé€ porovnani reten¢nich ¢asii ana-
lyzovanych vzorkt s retencnimi Casy standardii. Kvantitativni vyhodnoceni bylo vypoc-

teno z plochy piku pomoci softwaru MassHunter a nasledné pfepocteno na jednotku
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mg/100g vzorku. Kalibra¢ni daje ke stanoveni jednotlivych latek jsou uvedeny v tabulce
¢. 3.

Tabulka 2: Parametry hmotnostniho spektrometru (trojity quadrupol)

Korelaéni koefi-

Sloucenina Rovnice regresni primky 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: Kalibra¢ni tidaje hmotnostniho spektrometru (trojity quadrupo6l)

Nazev Prekurzorovy Produktovy Fragmenta¢ni Kolizni ener- Polarita
slouceniny ion ion napéti (V) gie (eV)

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 zpracovdani naméienych dat

Kazdy vzorek byl zméten trikrat. Kvantitativni mnozstvi kazdé sledované latky bylo vy-
jadfeno jako primér tfi naméfenych hodnot, v€etné smérodatné odchylky. Jednotlivé
grafy jsou dopliieny o chybové usecky. Namétené hodnoty byly zpracovany pomoci soft-
waru STATISTICA 12 a Microsoft EXCEL. Veskeré komentaie jsou uvedeny ve vysled-

cich.

5 VYSLEDKY A DISKUZE
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V experimentalni ¢asti této diplomové prace byla hodnocena pfitomnost a koncentrace
isoflavonti extrahovanych ze sdjovych bobi jednotlivych odrud s6ji lustinaté (Brunensis,
Bohemians, Naya, Moravians, Silesia, Toutatis, Korus a Kofu).

Byla hodnocena ucinnost jednotlivych extrakci a ze ziskanych dat byla nasledné zhod-
nocena celkova vytéznost vybranych isoflavoni v zavislosti na typu pouzité extrakce.
Rovnéz byla porovnana vytéznost celkovych, volnych (aglykony) a konjugovanych (B-
glukosidy) isoflavont v zavislosti na odradeé.

Mnozstvi isoflavont bylo vyjadieno v mg na 100g vzorku a také byla vypoctena smeé-
rodatna odchylka ¢inila u vSech stanoveni v rozmezi od 1% az 8%. Namétené koncen-
trace u jednotlivych druhti odrad jsou uvedeny v piiloze.

Primérné hodnoty obsahu jednotlivych isoflavonil jsou brany z vysledkt dosazenych
extrakci s vyuzitim tfepacky a nasledné centrifugace. Vysledky zbylych dvou technik jsou

také uvedeny v piiloze.

5.1 Porovnani uéinnosti extrakénich technik isoflavonu

Pii optimalizaci metody extrakce vzorku byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi
zvolenymi extrakénimi metodami.

Ke statistickému vyhodnoceni bylo pouzito mnohonasobné porovnani mezi metodami
extrakce — tfeci miska, homogenizator a tfepacka.

Nulova hypotéza znéla, Ze mezi jednotlivymi metodami extrakce nebyl nalezen sta-
tisticky vyznamny rozdil. U zadné z technik nebyla Shapiro-Wilkovym testem zamitnuta
hypotéza o normalnim rozdéleni dat. Dale bylo potteba ovétit homogenitu rozptylu. Ke
zjisténi homogenity dat byl pouzit Leventv test. P-hodnota (p = 0,034) vysla mensi nez
0,05, tudiz byl zamitnut ptedpoklad o homogenité rozptylu a bylo tieba data otestovat s
vyuzitim Kruskal-Wallisova testu. U tohoto testu vysla hodnota p=0,0004, je tedy mensi
jak 0,05 a mezi skupinami byl prokazan statisticky vyznamny rozdil. Proto byl pouzit
post-hoc test, ktery urcil, mezi kterymi skupinami je rozdil.

Post-Hoc test potvrdil, Ze je statisticky vyznamny rozdil mezi metodou extrakce tieci
miskou Vv porovnani s extrakci tfepacky a homogenizatoru, pficemz mezi témito dvéma
metodami neni statisticky vyznamny rozdil.

Potvrzeni statistického vyhodnoceni je patrné z grafu €. 1, kde je moZzné pozorovat,
Ze nejucinnéjsi metodou byla extrakce pomoci laboratorni tfepacky s naslednou centrifu-

gaci. Je mozné, Ze tato metoda byla nejucinnéjsi pravé z toho divodu, Ze byla vyuzita
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A4

vy$si teplota, coz mohlo vést k naruSeni silnych interakci (van der Wallsovy sily a vodi-

kové mustky) mezi analytem a matrici (Klejdus et al. 2004a).

Porovnani ucinnosti extrakei
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® Treci miska 28,75 52,62 43,56 71,53 40,92 46,80 38,35 46,78

Celkové mnozstvi izoflavoni [mg/100 g vzorku]

Obrazek 9: Porovnani ucinnosti extrakei prostfednictvim tff metod extrakce s vyuZi-
tim extrakéniho rozpoustédla (80% metanol) ze vzorkt jednotlivych odrid sojovych
bobt.

5.2 Stanoveni koncentrace celkového obsahu isoflavonu

Z grafu vyplyva, Ze nejvyssi koncentrace byla koncentrace daidzinu a celkové byla po-
tvrzena vyssi koncentrace volnych forem isoflavont. Kromé vySe zminénych isoflavonti
byly také detekovan formononetin, biochanin A, ononin a sissotrin. Jejich koncentrace
vSak byla velmi nizka, proto jejich v experimentalni ¢asti nejsou uvedeny.

Celkové mnozstvi isoflavonti ve zralych sojovych bobech se v Evropé pohybuje
v pruméru od 45,38 — 161,22 mg/100g vzorku (Bhagwat et al. 2008). Nejvyssi mnozstvi
1soflavonti obsazené v s6jovych bobech bylo dosazeno ve Spojenych statech americkych.
Hodnota celkového mnozstvi isoflavonii se pohybovala od 18,08 — 388, 08 mg/100g
vzorku (Bhagwat, Haytowitz and Holden 2008). Z pomérné nedavné studie (Lee et al.

2015) vyplyva, Ze celkovy obsah isoflavont se také mize pohybovat od 676,30 mg/100g
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— 930,30 mg/100g vzorku. Ve studii (Devi et al. 2009) védci uvadi, ze se celkovy obsah
isoflavond ve specialnich kultivarech pohyboval v rozmezi od 52,5 mg/100g do 98,6
mg/100g vzorku.

Data uvedena v obrazku (obrazek 10) byla pfevzata z extrakce pomoci tiepacky, ne-
bot se u ni prokazala nejvyssi ucinnost, ¢emuz odpovida i vytéznost. V dalSich kapitolach
jsou uvedeny i vysledky isoflavont ziskanych ze vSech extrakénich technik, aby vznikl
komplexni pohled na vytéznost isoflavont jednotlivymi metodami.

Zaroven muzeme fici, ze nejvice celkovych isoflavonii bylo v odridach Kofu a Bo-

hemians, naopak nejméné celkovych isoflavonti obsahovala odrida Brunensis.

Koncentrace isoflavonii v jednotlivych odriidach
sojovych bobu
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Obrazek 10: Stanoveni primérné koncentrace celkovych isoflavont prostifednictvim

extrak¢ni techniky SLE s vyuZzitim tfepacky a nésledné centrifugace.

5.3 Obsah isoflavonii v jednotlivych odridach s6jovych bobii

V navaznosti na ptedchozi kapitolu 1ze porovnat obsah jednotlivych isoflavonti deteko-

vanych v nasledujicich odriidach. Z nize uvedenych grafii je patrné, ze nejvyssich hodnot
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dosahoval daidzin v§emi metodami extrakce. A bylo tomu tak i u vSech osmi odrid. Na-
sledoval obsah genistinu a glycitinu. B-glukosidy byly detekovany v podstatné nizsi kon-
centraci.
Brunensis

V piipad¢ odridy Brunensis (obrazek 11) je v grafu zohlednéna zavislost extrakcni
metody na vytéznosti isoflavonil. Nejvice byl zastoupen daidzin, u kterého byla dosazena
nejvyssi koncentrace 85,74 + 1,51 mg/100g vzorku, extrakci tfepackou. Nasledoval obsaj
genistinu (82,86 + 1,13 mg/100g vzorku), glycitinu (47,44 + 1,23 mg/100g vzorku).
Mnozstvi glyciteinu (4,86 £+ 0,07) a genisteinu (3,88 + 0,08) bylo pomérné nizké.

Pro srovnani byly uvedeny i vysledky dosazené extrakci s vyuzitim homogenizatoru
a tfeci misky. V piipadé homogenizatoru byla dosazena nejvyssi vytéznost genistinu
(71,65 £ 1,41 mg/100g vzorku), nasledoval 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 nejméné zastoupen byl glycitein (4,44 + 0,10 mg/100g vzorku).

Co se tyce treci misky, tak nejvyssi obsah byl glycitinu (15,65 mg/100g vzorku), na-
sledoval genistin (4,50 + 0,23 mg/100g vzorku), daidzin (3,98 + 0,24mg/100g vzorku).
Nejméné bylo daidzeinu (2,12 + 0,11 mg/100g vzorku) a genisteinu (1,33 + 0,08 mg/100g
vzorku).
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Obrazek 11: Primérna koncentrace isoflavonii vyjadiena v mg/100g vzorku za-

stoupenych v odridé Brunensis.
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Bohemias
Odrtda Bohemians (obrazek 12) obsahovala nejvice daidzinu (156,14 + 3,58 mg/100g
vzorku) pii pouziti extrakce pomoci tiepacky. Nasledoval genistin (92,98 2,12 mg/100g
vzorku), glycitin (58,46 + 1,13 mg/100g vzorku) rovnéz za pouziti extrakce pomoci tie-
packy. Mnozstvi 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 pomérné nizké.

Pro srovnani byly uvedeny i vysledky dosazené extrakci s vyuzitim homogenizatoru
a tfeci misky. V pfipadé homogenizatoru byla dosazena nejvyssi vytéznost daidzinu
(141,46 mg/100g vzorku), nasledoval 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 nejméné zastoupen byl glycitein (6,66 + 0,19 mg/100g vzorku).

Co se ty¢e tfeci misky, tak nejvyssi obsah byl daidzinu (17,23 + 1,12 mg/100g
vzorku), glycitinu (13,34 + 0,49 mg/100g vzorku), naslednoval genistin (11,44 mg/100g
vzorku). Mén¢ bylo zastoupen daidzein (5,42 mg/100g vzorku) a genistein (4,27 + 0,29
mg/100g vzorku). Nejmens$i vytéznosti dosahoval glycitein (0,90 £ 0,05 mg/100g

vzorku).
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Obrazek 12: Primérna koncentrace isoflavonti vyjadiena v mg/100g vzorku zastou-

penych v odridé Bohemians.
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Naya

Odrtda Naya (obrazek 13) obsahovala nejvice zastoupen daidzin, u kterého byla do-
sazena nejvyssi koncentrace 156,14 + 3,58 mg/100g vzorku, pti pouziti extrakce pomoci
titepacky. Nasledoval genistin (92,98 + 2,12 mg/100g vzorku), glycitin (58,46 + 1,13
mg/100g vzorku) rovnéz za pouZiti extrakce pomoci tfepacky. Mnozstvi 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 pomérné nizké.

Pro srovnani byly uvedeny i vysledky dosazené extrakci s vyuzitim homogenizatoru
a tfeci misky. V ptfipadé homogenizatoru byla dosazena nejvyssi vytéznost daidzinu
(117,57 + 2,56 mg/100g vzorku), nasledoval 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 nejméné zastoupen byl glycitein (5,41 = 0,21 mg/100g
vzorku).

Co se tyce tfeci misky, tak nejvys$si obsah byl daidzinu (18,11 + 1,01 mg/100g
vzorku), glycitinu (9,32 + 0,45 mg/100g vzorku), naslednoval genistin (9,14 + 0,55
mg/100g vzorku). Méné bylo daidzeinu (3,74 + 0,21 mg/100g vzorku) a genisteinu (2,20
+ 0,10 mg/100g vzorku). Nejmensiho vytézku bylo dosazeno u glyciteinu (1,06 + 0,05
mg/100g vzorku).
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Obrazek 13: Primérna koncentrace isoflavonti vyjadiena v mg/100g vzorku zastou-

penych v odrtidé Naya.
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Moravians

Odrtida Moravians (obrazek 14) obsahovala nejvice daidzinu, u kterého byla dosazena
nejvyssi koncentrace 135,06 + 4,59 mg/100g vzorku, pii pouziti extrakce pomoci tie-
packy. Nasledoval genistin (70,74 = 0,97 mg/100g vzorku), glycitin (46,87 + 0,96
mg/100g vzorku) rovnéz za pouziti extrakce pomoci tiepacky. Mnozstvi 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 pomérné nizké.

Pro srovnani byly uvedeny i vysledky dosazené extrakci s vyuzitim homogenizatoru
a tfeci misky. V ptfipadé homogenizatoru byla dosazena nejvyssi vytéznost daidzinu
(120,42 + 2,41 mg/100g vzorku), nasledoval 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 nejméné zastoupen byl genistein (3,63 + 0,08 mg/100g
vzorku).

Co se tyCe tieci misky, tak nejvyssi byl obsah genistinu (31,68 + 1,57 mg/100g
vzorku), nasledoval 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). Méné byl zastoupen ge-
nistein (5,47 + 0,28 mg/100g vzorku) a nejmensiho vytézku dosahl glycitein (0,88 = 0,04
mg/100g vzorku).
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Obrazek 14: Primérné koncentrace isoflavont vyjadiena v mg/100g vzorku zastou-

penych v odridé Moravians.
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Silesia

Odrida Silesia (obrazek) obsahovala nejvice daidzinu, u kterého byla dosazena nej-
vys$si koncentrace 136,71 + 3,57 mg/100g vzorku, pii pouziti extrakce pomoci tfepacky.
Nasledoval genistin (74,12 + 1,50 mg/100g vzorku), glycitin (54,05 + 1,56 mg/100g
vzorku) rovnéz za pouziti extrakce pomoci tfepacky. Mnozstvi 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 pomérné nizké.

Pro srovnani byly uvedeny i vysledky dosazené extrakci s vyuzitim homogenizatoru
a tfeci misky. V pfipadé homogenizatoru bylo nejvyssiho vytézku u daidzinu (124,46 +
2,82 mg/100g vzorku), nasledoval 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 nejméné zastoupen byl genistein (2,60 = 0,07 mg/100g vzorku).

Co se tyCe tfeci misky, tak nejvyssi byl obsah glycitinu (11,88 + 0,57 mg/100g
vzorku), na-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). Mén¢ byl zastoupen
daidzein (3,64 + 0,22 mg/100g vzorku) a u glycitein bylo dosazeno obsahu 1,82 + 0,10
mg/100g vzorku.
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Obrazek 15: Primérnéd koncentrace isoflavonii vyjadiena v mg/100g vzorku zastoupe-

nych v odradé Silesia.
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Toutatis

Odrida Toutatis (obrazek 16) obsahovala nejvice daidzinu, u kterého byla dosazena nej-
vyssi koncentrace 142,05 + 3,21 mg/100g vzorku, pfi pouziti extrakce pomoci tiepacky.
Nasledoval genistin (84,34 + 1,85 mg/100g vzorku), glycitin (56,7 = 0,96 mg/100g
vzorku) rovnéZ za pouziti extrakce pomoci tfepacky. Mnozstvi 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 pomérn¢ nizké.

Pro srovnani byly uvedeny i vysledky dosazené extrakci s vyuzitim homogenizatoru
a tieci misky. V piipadé¢ homogenizatoru byla dosazena nejvyssi vytéznost daidzinu
(142,21 + 3,42 mg/100g vzorku), nasledoval 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 nejméné zastoupen byl genistein (3,25 + 0,13 mg/100g vzorku).

Co se tyCe tfeci misky, tak nejvyssi byl obsah daidzinu (16,67 £ 1,09 mg/100g
vzorku), na-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). Méng byl zastoupen glycitein
(2,63 + 0,13 mg/100g vzorku) a genistein dosahl vytézku 2,16 + 0,13 mg/100g vzorku.
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Obrazek 16: Praimérna koncentrace isoflavonii vyjadiena v mg/100g vzorku zastou-

penych v odrudé Toutatis.
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Korus

Odrida Korus (obrazek 17) obsahovala nejvice daidzinu, u kterého byla dosazena nej-
vyssi koncentrace 156,32 + 2,29 mg/100g vzorku, pfi pouziti extrakce pomoci tiepacky.
Nasledoval genistin (82,73 + 1,38 mg/100g vzorku), glycitin (53,99 + 0,93 mg/100g
vzorku) rovnéz za pouziti extrakce pomoci ttepacky. Mnozstvi 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 pomérn¢ nizké.

Pro srovnani byly uvedeny i vysledky dosazené extrakci s vyuzitim homogenizatoru
a tieci misky. V piipadé¢ homogenizatoru byla dosazena nejvyssi vytéznost daidzinu
(146,09 + 4,35 mg/100g vzorku), nasledoval 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 nejméné zastoupen byl genistein (2,54 + 0,07 mg/100g
vzorku).

Co se tyce tfeci misky, tak nejvyssi byl obsah daidzinu (14,02 + 0,89 mg/100g
vzorku), nasledoval 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). Méné byl zastoupen glycitein
(2,40 = 0,14 mg/100g vzorku) a genistein dosahl obsahu 1,74 = 0,11 mg/100g vzorku.
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Obrazek 17: Primérné koncentrace isoflavont vyjadiena v mg/100g vzorku zastou-

penych v odridé Korus.
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Kofu

Odrtda Kofu (obrazek 18) obsahovala nejvice daidzinu, u kterého byla dosazena nejvyssi
koncentrace 171,45 +4,91 mg/100g vzorku, pii pouziti extrakce pomoci tiepacky. Nasle-
doval genistin (93,33 + 1,87 mg/100g vzorku), glycitin (58,99 + 0,95 mg/100g vzorku)
rovnéz za pouziti extrakce pomoci tfepacky. Mnozstvi 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 pomérné nizké.

Pro srovnani byly uvedeny i vysledky dosazené extrakci s vyuzitim homogenizatoru
a tfeci misky. V pifipadé homogenizatoru byla dosazena nejvyssi vytéznost daidzinu
(163,99 + 7,74 mg/100g vzorku), nasledoval 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-
mén¢ zastoupen byl genistein (6,01 = 0,15 mg/100g vzorku).

Co se tyce tfeci misky, tak nejvyssi byl obsah daidzinu (13,22 + 0,99 mg/100g
vzorku), nasledoval 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). Mén¢ byl zastoupen genistein
(3,83 +0,16 mg/100g vzorku) a glycitein dosahl obsahu 2,44 + 0,08 mg/100g vzorku.
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Obrazek 18: Primérnd koncentrace isoflavontl vyjadiena v mg/100g vzorku

zastoupenych v odradé Kofu.
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5.4 Stanoveni koncentrace volnych isoflavonii

V soucasné dobé se védci (Toscano and Russo 2016) zabyvaji potencialnimi antioxidac-
nimi G¢inky volnych isoflavoni (aglykoni). Jejich celkovy obsah je vSak v sdjovych bo-
bech pomérné nizky. Nize jsou uvedeny priimérné hodnoty volnych isoflavonti ziskanych
ttemi metodami extrakce.

Na zaklad¢ vysledkti métfeni pouzitim metody extrakce tfepaCkou (obrazek 19) lze
potvrdit obecné platny trend, ze s6jové boby obsahuji vice daidzeinu 6,39 mg/100g
vzorku (A) a glyciteinu 5,09 mg/100g vzorku (C) a niz$i obsah genisteinu 4,37 mg/100g
vzorku (B).

Vyuzitim metody extrakce pomoci homogenizatoru (obrazek 19) Ize fici, Ze nejvyssi
obsah byl obsah glyciteinu 5,93 mg/100g vzorku (C), nizZsi obsah daidzeinu 5,63 mg/100g
vzorku (A) a genisteinu 4,73 mg/100g vzorku (B).

V piipadé metody extrakce s vyuzitim tfeci misky byl opét nejvyssi obsah daidzeinu
4,54 mg/100g vzorku (A), nasledoval obsah glyciteinu 3,23 mg/100g vzorku (C) a nej-
mén¢ bylo obsahu genistinu 1,66 mg/100g vzorku (B).

Opét bylo potvrzeno, ze metoda extrakce tfepackou byla v piipadé¢ izolace aglykont
nejucinnéjsi. Z obrazku 19 je vsak patrné, Ze v ptipadé€ odridy Moravians byla a¢inné;si
extrakce za vyuziti tieci misky, co se tyce vytéznosti daidzeinu a genisteinu.

Nejvyssi obsah aglykont extrakéni technikou s vyuzitim tfepacky byl v odriidé Kofu
(24,00 mg/100g vzorku) a nejméné aglykonii obsahovala odriida Naya (12,46 mg/100g).
Nejvyssi obsah aglykoni extrakei pomoci homogenizatoru obsahovala odrida Bohemi-
ans (23,86 mg/100g vzorku), nejmén¢ obsahovala odrida Korus (11,04 mg/100g vzorku).
Extrakci s vyuzitim tfeci misky bylo dosazeno nejvyssi vytéznosti celkovych aglykont u
odridy Kofu (12,04 mg/100g vzork), nejméne odriida Brunensis (4,63 mg/100g vzorku).
Obecné je v analyzovanych sojovych bobech vysoky obsah daidzinu a genistinu, napfi-
klad ve srovnani se studii (Lee et al. 2005), kde védci uvadi, ze obsah daidzinu byl 25
mg/100g vzorku a obsah genisteinu odpovidal 32 mg/100g vzorku. Glycitein byl deteko-
van ve velmi nizké koncentraci, proto jeho obsah neni ve studii uveden. Ve studii (Devi,
Gondi, Sakthivelu, Giridhar, Rajasekaran and Ravishankar 2009)bylo zjisténo, ze se pru-
meérny obsah genisteinu pohyboval okolo 47,9 mg/ 100g vzorku a obsah daidzeinu byl
26,2 mg/100g vzorku. V této studii byly pozity 4 druhy specialné vyslechténych odrad.

Celkovy obsah aglykontl ve vzorku je znazornén na obrazku 20.
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Obrazek 19: Stanoveni primérné koncentrace daidzeinu (A), genisteinu (B) a gly-
citinu (C) v mg/ 100g vzorku. V obrazku je zohlednéna metoda extrakce SLE s vyuzitim

treci misky, homogenizatoru a tfepacky.

Celkovy obsah aglykonii ve vzorku
Kofu
Korus
Toutatis
£ Silesia
=
8 Moravians
Naya
Bohemians et ——
Brunensis
0 5 10 15 20 25 30

Brunensis | Bohemians| Naya Moravians | Silesia Toutatis Korus Kofu

M Trepacka 13,06 20,26 12,46 14,63 13,40 15,45 13,52 24,00

@ Homogenizator| 16,94 23,86 15,97 15,29 11,99 13,76 11,04 21,44

® Tteci miska 4,63 10,59 7,00 15,50 10,28 8,45 6,97 12,04

Celkové mnozstvi aglykonu [mg/100 g vzorku]

Obrazek 20: Stanoveni celkového obsahu aglykont v jednotlivych odrtidach so6jo-

vych bobtl. V obrazku jsou rovné€z zohlednény vSechny tfi extrakéni techniky.
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5.5 Stanoveni koncentrace konjugovanych isoflavont

Z vysledku (obrazek 21) vyplyva, ze v piipadé metody extrakce s vyuzitim tfepacky ob-
sahovaly s6jové boby nejvice daidzinu (A), jehoz praimérna hodnota se pohybovala ko-
lem 138,89 mg/100g vzorku. Poté nasledoval genistin (B) s primérnou hodnotou 81,87
mg/100g vzorku a nejméné byl ze téi B-glukosidi zastoupen glycitin (C), jehoZz obsah
¢inil 52,94 mg/100g vzorku. Tyto vysledky byly ziskany primérem naméfenych hodnot
u jednotlivych odrid s6jovych bobt.

Vyuzitim metody extrakce pomoci homogenizatoru (obrazek 21) Ize fici, ze nejvyssi
obsah byl obsah daidzin 127,57 mg/100g vzorku (A), nizsi obsah genistinu 80,25
mg/100g vzorku (B) a glycitinu 49,87mg/100g vzorku (C).

V piipadé metody extrakce s vyuzitim tfeci misky byl opét nejvyssi obsah daidzinu
13,83 mg/100g vzorku (A), nasledoval obsah glycitinu 11,82 mg/100g vzorku (C) a jen
o n€kolik malo desetin méné bylo obsahu genistinu 11,28 mg/100g vzorku (B).

Obecné se opét potvrdilo, Ze metoda extrakce tfepackou byla v ptipadé¢ izolace kon-
jugovanych forem isoflavonii nejucinng;jsi.

Nejvyssi obsah B-glukosidll extrakéni technikou s vyuzitim tfepacky byl v odradé
Kofu (323,76 mg/100g vzorku) a nejméné aglykond obsahovala odrida Brunensis
(216,04 mg/100g). Nejvyssi obsah B-glukosidii extrakci pomoci homogenizatoru obsaho-
vala odruda Kofu (306,49 mg/100g vzorku), nejméné obsahovala odriida Brunensis (184,
43 mg/100g vzorku). Extrakci s vyuzitim tfeci misky bylo dosazeno nejvyssi vytéznosti
celkovych B-glukosidi u odridy Moravians (56,03 mg/100g vzorkl), nejméné odrida
Brunensis (24,13 mg/100g vzorku).

Obrazek 22 shrnuje pro komplexni pfedstavu celkové mnozstvi konjugovanych isof-

lavoni v jednotlivych odrtidach s6jovych bobi.
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Obrazek 21: Stanoveni primérné koncentrace daidzinu (A), genistinu (B) a glycitinu

(C) v mg/ 100g vzorku. V obrazku je zohlednéna metoda extrakce SLE s vyuzitim tieci

misky, homogenizatoru a tfepacky.

Celkovy obsah B-glukosidii ve vzorku
Kofu —
Korus —
Toutatis —
< Silesia —
2
& Moravians ==
Naya ==
Bohemians ——
Brunensis — o
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Brunensis |[Bohemians| Naya | Moravians | Silesia Toutatis Korus Kofu
® Ttepacka 216,04 307,58 248,58 252,67 264,88 283,09 293,04 323,76
#Homogenizator| 184,43 284,56 238,39 238,95 253,72 275,95 279,09 306,49
® Tteci miska 24,13 42,03 36,57 56,03 30,65 38,35 31,38 34,74
Celkové mnozstvi glukosida [mg/100 g vzorku]

Obrazek 22: Stanoveni celkového obsahu B-glukosidt v jednotlivych odriidach sojo-

vych bobtl. V obrazku jsou rovnéz zohlednény vSechny tii extrakéni techniky.
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6 ZAVER

Ze ziskanych vysledki méfeni vyplyva, Ze obsah isoflavonii v s6jovych bobech zavisi
nejen na péstitelskych podminkach, lokalité, genotypu, ale také na odradé. Obecné lze
fici, ze nejvyssi obsah isoflavont je zastoupen v sojovych bobech ve srovnani se zastou-
penim isoflavont v celé rostliné (Lee et al. 2003).

Isoflavony jsou tepeln¢ pomérné tepelné stabilni a tepelna uprava (vafeni, pecCeni,

smazeni) ma na jejich obsah pouze minimalni vliv. Degradace isoflavonti nastava az pii
teploté kolem 200 — 260 °C. Naopak jsme v experimentalni ¢asti dosli k zavéru, ze zvy-
Send teplota pfi extrakci miiZze mit také pozitivni vliv na jejich uvolnovani.
V diplomové praci byla optimalizovdna metoda extrakce isoflavonli ze s6jovych bobt
extrakci v systému pevna faze-kapalina (SLE) s vyuzitim tfepacky a nasledné centrifu-
gace. Tato metoda byla vyhodnocena jako nejucinnéjsi ve vSech piipadech izolace isof-
lavont. K ovéteni ziskanych vysledkil bylo vuzito statistické analyzy, kterd potvrdila, ze
mezi metodami extrakce existuje statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti
95%. Vysledky ziskané analyzou vzorkl byly vyhodnoceny a porovnany s vysledky né-
kolika studii.

Z namétenych vysledkl je patrné, ze nejvyssiho obsahu celkovych isoflavont bylo
dosazeno v odradach 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) patii
mezi nejvice péstované odridy s6ji lustinaté na uzemi Ceské Republiky. Sojové boby a
sOjové potraviny obecné maji vyrazny obsah aglykonti daidzeinu a genisteinu, zejména
jejich B-glukosidi daidzinu a genistinu, a nizky obsah glyciteinu a glycitinu.

Vzhledem K pozitivnim fyziologickym G¢inkiim isoflavont je doporuceno soju a so-
jové vyrobky konzumovat jako prevenci proti zvySenému cholesterolu, onemocnéni kar-
diovaskularniho systému, symptomtim menopauzy a rakoviné. Samoziejmé v souladu

s doporucenou denni davkou, jez odpovida mnozstvi 2 mg/ té€lesné hmotnosti ¢loveka

(Sliva et. al 2009).
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11 SEZNAM ZKRATEK

ACPI
AMK
BBI
CE
CEAD
CGE
CHR
CIEF
CITP
CPE
CZE
CoA
CO2
DAD
DESI
ED
ELISA
ER
ESI
FIA
GC
HDL
HCI
HPLC
IFS
kDa
LDL
LLE
MASE
MALDI
MEKC

chemicka ionizace atmosférickym tlakem
extrakce urychlenym tokem rozpoustédla
Bowman-Birk inhibitor

kapilarni elektroforéza

multikanalovy elektrochemicky detektor
kapilarni gelova elektroforéza

chalkon isomeraza

kapilarni isoelektricka fokusace
kapilarni isotachoforéza

uhlikova pastova elektroda

zonova kapilarni elektroforéza
acetylkoenzym A

oxid uhlicity

detektor diodového pole

ionizace pomoci desorpce elektrosprejem
elektrochemické detekce

enzymatickd imunoanalyza

estrogenenni receptor

ionizace elektrosprejem

fluoresce¢ni imunoanalyza

plynové chromatografie

lipoproteiny o vysoké hustoté

kyselina chlorovodikova

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
isoflavon syntdza

kilo Dalton

lipoproteiny o nizké hustoté

extrakce kapalina/kapalina

mikrovinné extrakce

laserem asistovand desropce a ionizace

micelarni elektrokineticka chromatografie
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MS
NMR
PPAR
PLE
QMS
QqQMS
RIA
SDS
SFE
SLE
SPE
SPME
TLC
TMS
TOFMS
UAE
UV/Vis

hmotnostni spektrometrie

nuklearni magnetické rezonance
peroxisome proliferator activated receptor
extrakce urychlenym tokem rozpoustédla
kvadrupélovy analyzator

trojity kvadrupolovy analyzator
radioimunoanalyza

dodecylsulfat sodny

superkriticka fluidni extrakce

extrakce pevna latka/kapalina

extrakce pevnou fazi

mikroextrakce pevnou fazi

tenkovrstva chromatografie
trimethylsilyléter

priletovy analyzator

extrakce ultrazvukem

ultrafialové zafeni a zafeni ve viditelné oblasti
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