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1. Vymezeni oboru metody

Cilem této ulohy je seznamit studenty s aplikaci techniky HPLC-DAD pfi kontrole hladin
fytoestrogenll daidzeinu a genisteinu v sdjovych bobech, séjovém extrudatu, s6jové mouce,
séjovych kli¢cich, krmivu s pfidavkem séji atd. Danou metodou Ize stanovit i celkovy obsah
daidzeinu a genisteinu po kyselé hydrolyze pfitomnych glykosidd (daidzin, genistin a jejich
malonyl popf. acetyl estery).

Vedouci ulohy nejprve shrne zédkladni informace o aplikaénim potencialu techniky HPLC-
DAD a poté bude demonstrovat funkci instrumentu. Studenti pak pod dohledem pedagoga
provedou vlastni analyzu. Podle poZzadovaného rozsahu ulohy vyulujici rozhodne, jestli budou
studenti analyzovat jiz pfipraveny a precistény extrakt nebo budou v ramci laboratorni prace
pfipravovat extrakt (pfipadné hydrolyzat), ktery budou pfed vlastnim stanovenim jesté
precistovat. Diskutovana bude interpretace ziskanych zaznamd a odhad pracovnich
charakteristik postupu. Zjisténé hladiny fytoestrogent budou diskutovany s tdaji v literature.

2. Princip metody

Stanoveni volnych aglykond a glykosidd vedle sebe

Analyty se extrahuji z matrice 80%nim methanolem. Hruby extrakt se precisti metodou SPE.
Vlastni stanoveni se provede pomoci HPLC-DAD.

Stanoveni celkového obsahu daidzeinu a genisteinu ve vzorku

Glykosidy daidzeinu a genisteinu se zhydrolyzuji pomoci kyselé hydrolyzy (HCI) za tepla.
Ziskany hydrolyzéat se precisti pomoci SPE a vlastni stanoveni se provede pomoci HPLC-DAD

3. Chemikdlie a laboratorni pom Gcky

Chemikalie, spotfebni material, standardy

» methanol (LichroSolv for HPLC gradient grade, Merck, Nemecko)

« ethanol konzumni, velejemny

» deionizovana voda (precisténa z destilované vody pomoci zafizeni Milli-Q, Millipore, Némecko)
« chlorovodikova kyselina (p.a., Penta, Ceska Republika)

» octova kyselina (glacial, 99,99+%, Aldrich, Némecko)

» SPE kolonky Oasis HLB 60 mg (Waters)

* Filtracni papiry, Filtrak (modry 390, VEB Freiberger)

Certifikované standardy : daidzein, genistein - Gistota =298%, Sigma,
Slou éenina Nazev CAS number M
Daidzein (DAI) 4' 7-Dihydroxyisoflavon 486-66-8 254,2
Genistein (GEN) 4'5,7-Trihydroxyisoflavon 446-72-0 270,2

Priprava zasobnich roztokd standard(
Zasobni roztoky jednotlivych standard( byly pfipraveny rozpusténim 7,9 mg daidzeinu a 11,4
mg genisteinu v 10 ml methanolu. Zasobni standardni roztoky standardd jsou ziskany




rozpuSténim pevného standardu v methanolu. Takto pfipraveny zasobni standardni roztok
uloZzen v mrazni¢ce pfi —18 T. Doba pouzitelnosti 1 rok.

Pracovni roztoky standardd, ze kterych jsou pak fedény jednotlivé koncentrace kalibracni kfivky,
jsou pfipravovany ze zasobniho standardu Fedénim v mobilni fazi. Pracovni standardy jsou
uchovavany v chladniéce pfi + 5 T a pouZivaji se max. 4 m ésice.

Pro fedéni jsou pouzivany mikrostfikacky Hamilton (objem 100, 250, 500 a 1000 ul). Pfi Fedéni
standardnich roztok( se pouziva odmérné kalibrované sklo (CSN A, t¥idy K10).

Tyto zasobni standardy byly uchovavany v temnu pfi teploté — 18<.

Pristroje a zafizeni

* Laboratorni homogenizator 38BL40, Dynamics Corporation of America

* Ultrazvukova lazen

» Topné hnizdo, LTHS 100, Brnénska Drutéva v.d.

« Rotaéni vakuova odparka Biichi Rotavapor R-114 s vodni lazni B-480, (Svycarsko)

» Automaticka SPE: Aspec XL, Gilson, Francie

+ Kapalinovy chromatograf HP 1200 (Hewlett-Packard, USA) s DAD a FLD detektorem

Analytick& kolona a predkolona pro kapalinovou chromatografii: Discovery® C18, 15 cm x 3 mm
X 5 ym; Guard columm C18, 2 cm x 0,4 mm x 5 ym; Supelco, Némecko

4. Popis jednotlivych krok @ experimentu

P¥iprava vzorku

Vzorky jsou pred analyzou skladovany v temnu pfi laboratorni teploté. Vzorky bobu a krmiv jsou
homogenizovany pomoci laboratorniho homogenizatoru. Séjova mouka neni dale upravovana.

A) Stanoveni obsahu volného daidzeinu, genisteinu a kumestrolu

Asi 1 g homogenizovaného vzorku je extrahovan 3x20 ml smési methanol:voda (80:20, v/v)
3x20 minut na ultrazvukové lazni. Jednotlivé extrakty se filtruji (filtr 390) a filtracni kola¢ se
promyje extrakéni smeési (cca 10 ml). Spojené filtraty se doplni nebo zahusti na vakuové rotaéni
odparce na znamy objem.

Precisteni extraktu

Odebrany alikvotni podil extraktu se precisti metodou SPE. Kolonky (Oasis HLB) se
kondicionuji 5 ml methanolu a 5 ml vody. Methanolicky extrakt se fedi vodou v poméru 1 ml
extraktu: 3 ml vody. Na kolonku se nanese potfebné mnoZstvi ziedéného extraktu (4 - 12 ml).
Dale se vymyji necistoty 5 ml 10% vodného roztoku methanolu. Analyty se eluuji 8 ml
methanolu. Eluat se odpafi do sucha na vakuové rota¢ni odparce a odparek se rozpusti v
mobilni f4zi.

B) stanoveni obsahu celkového daidzeinu, genisteinu a kumestrolu

Asi 1 g homogenizovaného vzorku byl hydrolyzovan kyselinou chlorovodikovou (10 ml 6mol/l)
se 40 ml 96% ethanolu v jednom podilu. Smés byla zahfivana pod zpétnym chladiéem pfi
teploté varu ethanolu po dobu 4 hodin. Po ukonéeni hydrolyzy spolu s extrakci byla smés
doplnéna na znamy objem.

Precisténi extraktu
Extrakt se po hydrolyze precisti metodou SPE stejnym zplsobem jako extrakt pro stanoveni
volného daidzeinu a genisteinu.



Pokud je vzorek po SPE rozpustény v mobilni fazi zakaleny, odstfedi se na rota¢ni bubnové
odstredivce (1 ml, 3 min, 4000 ot/min) a ¢isty supernatant se odebere pro HPLC analyzu.

HPLC-DAD analyza

Parametry separace (HP 1200)

Analyticka kolona: Discovery® C18, 15 cm x 3 mm x 5 um, SUPELCO

Pfedkolonka: Discovery® Guard column C18 2 cm x 0,4 mm x 5 um, SUPELCO

Mobilni faze: methanol : 0,1% octova kyselina (vodny roztok, v/v), gradient (0 min. 30 %
methanol - 16 min. 75 % methanol - 16,1 min. 100% methanol — 18 min. 100 % methanol; 4 min.
post run)

Teplota kolony: 45C

Nastfik vzorku: 20 pl

Objemovy pratok: 0,7 ml/min

Nastaveni DAD detektoru

VInova délka pro méfeni: 260 nm, referenéni vinova délka 360 nm

Pro analytické stanoveni je pouzivdna vinova délka odpovidaji absop&nimu maximu
sledovanych analytd: Vyhodou DAD detektoru je moznost zjisténi téchto absorpénich maxim a
tim i moznost stanoveni cilovych analyt( pfi nejvétsi citlivost detekce (viz obr. 1). UV spektra
jako mohou slouzit jako dalSi moznost identifikace sledovanych latek (kromé retencnich ¢asu),
softwarova funkce peak purity je vhodna ke zjisténi pfipadnych koeluci ze vzorku.
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Obrdzek 1 UV spektrum daidzeinu a genisteinu



5. Vyhodnoceni nam éfenych dat

Pro vyhodnoceni nalezd v redlnych vzorcich je nutno pfipravit smésny rozpoustédliovy
standard daidzeinu a genisteinu v mobilni fazi.
Ke kvantifikaci se pouZzije model kalibraéni kfivky.

Soucasti protokolu vypracovaného v souladu s internimi pfedpisy Ustavu chemie a
analyzy potravin budou i popsané chromatogramy.

6. Stanoveni pracovnich charakteristik (vysledky va  lidace)

Vytéznost

V souc¢asné dobé neni komeréné dostupny vhodny certifikovany referenéni material pro
dané matrice a analyty. VytéZznost metody byla ovéfena opakovanou analyzou uméle
kontaminovanych vzorkd, vytéznost Cisticiho kroku je pravidelné ovéfena pouzitim roztoku
standardu, ktery je pak analyzovan v dané sekvenci spolu s realnymi vzorky.

Opakovatelnost

Opakovatelnost metody byla stanovena jako relativni smérodatna odchylka (RSD, %)
ziskana opakovanymi analyzami vzorku (n = 6). Ke stanoveni RSD byly pouzity matrice uméle
kontaminované standardy cilovych analytd na hladiny 50-250 pg/l.

Rozsah metody a linearita

Vzhledem k tomu, Ze se sledované analyty mohou v realnych vzorcich vyskytovat v
Sirokém rozsahu koncentraci, je nutné volit kalibraéni rozsah koncentraci standardu v
dostate¢né Sirokém rozmezi odpovidajicim realnym nalezim.
Linearita je ovéfena v rozsahu koncentraci méfenych standardt (20 ng/ml — 5000 ng/ml) pomoci
regresniho koeficientu R? (0,9999).

Mez detekce:

Mez detekce (LOD) byla stanovena jako nejmensi mnoZzstvi analytu ve vzorku, které Ize
jesté spolehlivé detekovat s pfihlédnutim k Sumu v okoli eluéni zény (piku) analytu. LOD zde
byla stanovena jako pomér signélu a Sumu 3/1

Pracovni charakteristika Vytéznost Opakovatelnost LOD

Analyt % (RSD) % mg/kg
Daidzein 90,1 4,1 3,5
Genistein 84,5 4,9 2,8

Priklad analyzy realnych vzork

Analyza krmiva: byly analyzovany dva druhy krmiva — s6ja a rybi moucka. Na obr. 2 je
uveden chromatogram vzork( krmiva a analytickych standardd.
V rybi moucce byly nalezy analytd pod detekénim limitem, v krmivu s pfidavkem so6ji bylo
nalezeno 107,8 mg/kg daidzeinu a 174,6 mg/kg genisteinu. Pomér obsahu genisteinu a
daidzeinu ve vzorku krmiva se séjou je cca 1,6. Ten odpovida béZznému poméru nalezl téchto
analytl v séji, ktery se pohybuje v intervalu 1,5 - 1,7.
Dle 0daji v literatufe se hladiny analytd daidzeinu a genisteinu pohybuji podle odridy soji
v rozmezi 100 — 560 mg/kg pro daidzein a 150 — 840 mg/kg pro genistein.



DAD1 A, Sig=260,4 Ref=360,100 (CA\HANAPA~1\HP_DP0~1\3_03032.D)
. | DADLA, Sig=260,4 Ref=360,100 (C:\HANAPA~1\HP_DPO~1\SOJA_03.D)
DAD1 A, Sig=260,4 Ref=360,100 (C:\HANAPA~1\HP_DP0~1\MOUCKA_B.D)
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Obrazek 2 Ukazka chromatogramu vzorku krmiva:

a) modre — standard (daidzein ¢ = 790 ng/ml, genistein c =570 ng/ml), b) Cervené - vzorek sgji

c) zelené — vzorek rybi moucky



