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1. CiL METODIKY

Jednim z dil¢ich cilii tohoto projektu QI111CO16 podporovaného Ministerstvem
zemé&délstvi Ceské republiky bylo vyvinout, optimalizovat a validovat analytickou metodu
pracujici na zdkladé citlivého moderniho syst¢ému UHPLC-MS/MS, ktera je vhodna pro
stanoveni dominantnich zastupci isoflavontii a pterokarpanu, patiicich do skupiny
fytoestrogennich latek, vyskytujicich se ve sledovanych matricich jak ve formé volné, tak i
vazané. Jedna se o stanoveni daidzeinu, genisteinu, glyciteinu, daidzinu, genistinu, glycitinu,
formononetinu, biochaninu A a kumestrolu. Vyvinuta metodika umozni sledovani uvedenych
analytl v rostlinnych matricich (senéz, silaz, poskozena sendz a sildz). Metoda je vhodna také
pro sledovani fytoestrogennich latek v nutraceutikdch na bazi picnin ¢i sdji a v krmivech,

piipadné dalSich potravinach.

Vypracovana metodika bude déle predana pracovnikiim firmy Agrolab, s.r.o, ktera se

zabyva rozbory krmiv a bude tento laboratorni postup déle pouzivat pti analyze a kontrole.
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2. TEORETICKY UVOD

Fytoestrogeny jsou biologicky aktivni latky, které jsou piirozené¢ obsaZeny
v rostlinnych materidlech. Tvoii je skupina pievazné polyfenolickych latek, které se vyznacuji
strukturni podobnosti s Zenskym hormonem 17-B-estradiolem (Obrazek 1). Rostliny
fytoestrogeny produkuji jako své sekundarni metabolity, pfedevsim v dusledku reakce na
rizné stresové faktory, a hlavni funkce téchto latek v rostlingé spoc¢ivd v jeji ochrané pied
patogeny. Podle struktury se rozdéluji do ¢ty hlavnich skupin na isoflavony, prefenyl

flavonoidy, pterokarpany a lignany.

CH, P

HO

Obrazek 1: 17-B-estradiol

Bohatym a dieteticky nejvyznamnéjsim zdrojem isoflavonoidt jsou lusténiny (Celed’
bobovitych, Fabaceae), kam napi. nalezi sdja (Glycine max). Dale se vyskytuji hojné
v picninéch jako je jetel lucni (Trifolium pratense), jetel podzemni (Trifolium subterraneum)
¢i vojtéska seta (tolice setd, Medicago sativa). Tyto rostlinné materialy byvaji casto soucasti
krmné davky pro domestikovana zvifata. V menSim mnozstvi se isoflavonoidy vyskytu;ji
také v nekterych dalSich rostlinnych celedich, napt. laskavcovitych (Amaranthaceae),
kosatcovitych (Iridaceae), moruSovnikovitych (Moraceae) a rizovitych (Rosaceae). S6jové
boby jsou nejbohatSsim zdrojem isoflavonii, obsahuji genistein, daidzein a glycitein.
Formononetin a biochanin A, které jsou methyl-derivaty daidzinu a genisteinu v uvedeném
potadi, jsou v soje obecné mén¢ pritomné a vyskytuji se pfedevSim v picninach. Isoflavony
v rostlindch jsou pfitomny ve ctyfech riznych formach: aglykon (bez napojené cukerné
slozky) a tfi glukosidové konjugéty, zahrnujici beta-, acetyl- a malonyl-glukosidové
konjugaty. Dal§im vyznamnych fytoestrogenem ze skupiny pterokarpanii je kumestrol, ktery

se dominantné vyskytuje v kli¢icich s6jovych bobech a jinych luSténinach. Béhem kliceni se
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jeho koncentrace vyznamné navySuje 70 - 150 krat a nejvyssi mnoZzstvi je soustiedéno ve
slupkéch bobli. Kumestrol je také hlavnim fytoestrogenem vétSiny picnin (napi. vojtésky

seté).

Pfi travicim procesu jsou isoflavonové glykosidy hydrolyzovany intestinalnimi a
bakterialnimi B-glukosidasami na aglykony a nasledné¢ bud’ absorbovany piimo, nebo pozdé;ji
metabolizovany intestinalni mikroflérou na dalsi metabolity, zejm. equol. Equol, dalsi latka

patfici do skupiny isoflavond, je povazovan za metabolit daidzeinu.

Fytoestrogeny jsou o jeden az Ctyfi fady slabsimi ligandy estrogenovych receptori
(ER) nez 17-B-estradiol. Jejich pfijem ale mize Cinit desitky aZ stovky miligram za den, coz
umoziuje dosdhnout v télnich tekutinach U¢innych koncentraci (desitky nmol az jednotky
umol na litr). Diky svym uGéinkiim jsou vyuzivany stale Castéji jako ,,prirodni alternativa“
hormonalni substitu¢ni terapie pro Zeny v postmenopauzalnim ve€ku, u nichz dochazi
k postupnému poklesu hladiny endogennich estrogenti. Vyzkumy v populaci asijskych Zen
(Japonsko, Cina, Malajsie) potvrdily, Ze tyto Zeny maji mén& klimakterickych obtizi a maji
mensi riziko vzniku osteopordzy nezli evropské a severoamerické zeny. To je zpisobeno tim,
Ze ptirozenou a vyznamnou soucasti asijské stravy je soja. Proto jsou z rostlinnych extrakti
s6ji nebo také jetele ¢i vojtésky (a dalSich zdrojii fytoestrogenll) vyrabény nejriznéjsi druhy
potravnich doplinkl, které se vyuZivaji jako preventivni G¢inna ,lécba*“ napf. vici
osteoporoze. Déle je pravdépodobné, Ze fytoestrogeny maji vliv na snizeny vyskyt rakoviny
prostaty u muzii. Na druhé strané, studie na zvifatech dokazuji 1 negativni UCinky
fytoestrogenti. Mohou totiz vyvolat jak estrogenni, tak antiestrogenni ucinek nebo
abnormality reprodukéniho ustroji. Expozice vysokym davkam fytoestrogenli se u zvirat

projevuje zhorSenim sexudlni aktivity a odliSnymi parametry jatecné hmotnosti.

Podle nazoru odbornikli pfiznivy vliv fytoestrogent na lidské zdravi prevazuje nad
moznymi riziky. Pfesto vSak rizika spojend s piijmem fytoestrogennich latek neni mozné

ptehliZzet, obzvlasté v ptipadé¢ mlad’at nebo déti.

Z toho divodu je tfeba zavést metodu, kterd by slouZila jak pro rychly monitoring
pritomnosti fytoestrogenti v rostlinnych materidlech, tak pro pfesné a citlivé stanoveni
vyskytu téchto biologicky aktivnich latek. Instrumentalni technika ultra-ti¢inna kapalinova

chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni detekci (UHPLC-MS/MS), umoziiuje
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citlivé stanoveni Sirokého spektra latek v rdmci jedné analyzy béhem relativné kratkého Casu,
coz bude vyuzito pro stanoveni biologicky aktivnich latek — isoflavoni v rostlinnych

matridlech typu sendz, silaz, poSkozend sendz a silaz.

3. VLASTNI POPIS METODIKY

3.1 POUZITELNOST METODY

Metoda je urcena pro analytické stanoveni fytoestrogennich latek, konkrétné skupiny
isoflavonti — daidzeinu, genisteinu, glyciteinu, daidzinu, genistinu, glycitinu, formononetinu,
biochaninu A a pterokarpanu — kumestrolu. Je pouzitelna pro stanoveni téchto analytl

v rostlinnych matricich. Popis a struktura stanovovanych analytl je uvedena v Tabulce I.
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Tab. I: Popis a chemicka struktura stanovovanych analytl

o Nazev IUPAC niazev (anglicky) Chemicka struktura CAS dislo
isoflavonu
HO )
- -3-(4- -4H- |
Daidzein 7-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-4H Q 486-66-8
chromen-4-one O
© oH
HO O 0O
-di -3-(4- - |
Genistein 5,7-dihydroxy-3-(4-hydroxyphenyl) 446-72-0
4H-chromen-4-one
OH O
OH
.. 7-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-6-
Glycitein methoxy-4H-chromen-4-one 40957-83-3
OH
3-(4-hydroxyphenyl)-7- Ho o
Sy [(2S,3R,485,58,6R)-3,4,5-trihydroxy- HO o o s
Daidzin 6-(hydroxymethyl)oxan-2- on O | 352-66-9
ylJoxychromen-4-one 8 O
OH
5-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-7- o § o
- ~tr1 - 0] o]
Genistin [(2S,3R,485,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy HO ~ O ‘ 529.59.9
6-(hydroxymethyl)oxan-2-
ylJoxychromen-4-one OH © O on
3-(4-hydroxyphenyl)-6-methoxy-7-
. [3.4,5-trihydroxy-6- 0.
Glycitin (hydroxymethyl)oxan-2- 40246-10-4
ylJoxychromen-4-one
Kumestrol 3,9-Dihydroxy-6-benzofurano[3,2- 479-13-0
c]chromenone
. 7-hydroxy-3-(4-
Formononetin methoxyphenyl)chromen-4-one 485-72-3
Biochanin A 3,7-dihydroxy-3-(4- 491-80-5

methoxyphenyl)chromen-4-one



http://www.sigmaaldrich.com/catalog/Lookup.do?N5=CAS+No.&N3=mode+matchpartialmax&N4=486-66-8&D7=0&D10=&N25=0&N1=S_ID&ST=RS&F=PR
http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=446-72-0
http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=40957-83-3
http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=531-95-3
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3.2 PRINCIP METODY

Ve vzorcich krmiv (senaze ¢i silaze) se volné aglykony a glykosidy stanovi vedle sebe.
Sledované analyty se z matrice vyextrahuji smési metanolu s vodou (4:1, v/v). Ke stanoveni
celkového obsahu fytoestrogenii (glykosidll) se vyuziva kyselé hydrolyzy za tepla. Za celem
korekce ztrat béhem ptipravy vzorku a hydrolyzy se vyuziva pfi analyze ptridavek vnitiniho
standardu chrysinu. Identifikace a kvantifikace jednotlivych analyti se provadi pomoci ultra-
ucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovym hmotnostnim spektrometrem.
Analyty jsou identifikovany na zakladé sledovani iontd (m/z) jednotlivych analytl
a specifickych ptechodi prekurzorovych iontll na produktové a také porovndnim retenc¢nich
Casu s pfislusnymi standardy analyti. Kvantitativni vyhodnoceni je zalozeno na metod¢
kalibra¢ni kiivky, kterd byla vytvotfena jako zéavislost poméru plochy standardu a plochy

vnitiniho standardu ku poméru koncentrace standardu a koncentrace vnitiniho standardu.

3.3 BEZPECNOST PRACE

Béhem manipulace se standardy isoflavonli, pterokarpanu a chrysinu je tfeba
dodrZovat zékladni pravidla bezpecnosti prace v laboratofi. Genistein se vyznacuje akutni
toxicitou v pfipad€é oralniho poziti této latky. Daidzein v pfipadé kontaktu s pokozkou c¢i
o¢ima, zpisobuje podrazdéni. Proto je nezbytné pracovat v laboratornich rukavicich béhem

ptipravy zasobnich standardnich roztoki a celé dalsi ptipravy vzorki.

3.4 CHEMIKALIE A SPOTREBNi MATERIAL!
Standardy:

Daidzein, Cistota > 98 %, Sigma-Aldrich (Némecko)
Genistein, Cistota > 98 %, Sigma-Aldrich (Némecko)
Glycitein, Cistota > 97 % (HPLC), Sigma-Aldrich (Némecko)
Daidzin, ¢istota > 99 % (HPLC), Sigma-Aldrich (Némecko)
Genistin, Cistota > 95 % (HPLC), Sigma-Aldrich (Némecko)

Glycitin, Cistota neuvedena, Sigma-Aldrich (Némecko)

! Validace byla provedena s chemikaliemi uvedeného pivodu; lze viak pouzit i jiného dodavatele za
predpokladu, ze kvalita bude odpovidajici.
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Kumestrol, ¢istota > 95 %, Sigma-Aldrich (Némecko)
Formononetin, ¢istota > 99 %, Sigma-Aldrich (Némecko)
Biochanin A, ¢istota > 95 %, Sigma-Aldrich (Némecko)
Chrysin, ¢istota > 97 %, Sigma-Aldrich (Némecko)
Rozpoustédla a ¢inidla:
Metanol, gradient grade for LC, Merck KGaA (Némecko)
Etanol, absolute for analysis, Merck KGaA (Né¢mecko)
Kyselina octova, glacial 99,99 %, Sigma-Aldrich (Némecko)
Kyselina chlorovodikova, 35 %, p.a. Lach-Ner, s.r.o. (Némecko)
Upravena destilovana voda, Milli Q RG — Millipore (Némecko)
Material:
Bézné laboratorni sklo

Mikrofiltry, 0,2 pm, Chromservis (CR)

3.5 PRISTROJE A ZARIiZENi

Elektronické véhy:
AND GR 202 (e =1 mg, d =0,01/0,1 mg) (Japonsko)
AND HF 1200G (e = 0,1 g,d = 0,01 g) (Japonsko)

Laboratorni homogenizator, Waring, (USA)
Ptistroj pro pfipravu deionizované vody Milli-Q®, Millipore (Némecko)
Automaticka pipeta 100 - 1000 pl Finnpipette®, Thermo Fisher Scientif (USA)
Automatické pipeta 1 - 10 ml Finnpipette™, Thermo Fisher Scientif (USA)
Mikrosttikacky o objemu 10, 50, 100, 250, 500 a 1000 pl Hamilton (USA)
pH metr, Gryf 209 - pH Meter (CR)
Ultrazvukova lazen, Bandelin Sonorex Super RK 510 (Némecko)
LC-MS systém:
Kapalinovy chromatograf ACQUITY UPLC™, Waters (USA)
Analyticka kolona Acquity BEH C18 (50 x 2,1 mm; 1,7 um), Waters (USA)
Hmotnostni spektrometr AB SCIEX QTRAP® 5500 (Kanada)

10



VSCHT Praha Uplatnén4 certifikované metodika

3.6 PRACOVNI POSTUP
3.6.1 Priprava zasobnich roztokit standardii

Zakladni zasobni standardni roztoky daidzeinu, genisteinu, glycitin, glyciteinu,
daidzinu, genistinu, formononetinu, biochaninu A a kumestrolu jsou piipraveny rozpusténim
pfesné navazky (na analytickych vahdch) 10 mg certifikovaného standardu v pevném stavu
v 10 ml metanolu, kdy vzniknou zékladni zasobni roztoky o koncentraci 1 mg/ml. Chrysin
(pouzivany jako vnitini standard pro kvantifikaci analytl) dodavany od vyrobce v mnoZzstvi
25 g je na analytickych vahach navdzen v mnoZzstvi 25 mg a rozpusStén v 25 ml metanolu.
Vsechny uvedené zéasobni roztoky standardi musi byt skladovany dle doporuceni

v certifika¢nim listu v mraznicce pfi teplote -18 °C.

Ze zasobnich roztokl daidzeinu, genisteinu, glyciteinu , daidzinu, genistinu, glycitinu,
formononetinu, biochaninu A a kumestrolu byl pfipraven pracovni smésny standardni roztok
o koncentraci 1000 ng/ml (roztok I) v metanolu. Dale jsou postupnym fedénim pfipraveny
pracovni smésné standardni roztoky II a III o koncentracich 100 ng/ml a 10 ng/ml (také

v metanolu).

Tyto pracovni smésné standardy jsou pak uchovavany v mraznice pfii teploté -18 °C
a pouzivaji se k ptipravé kalibracni fady. Jednotlivé kalibra¢ni fady (body kalibra¢ni ptimky)
o koncentracich 0,5 - 500 ng/ml jsou pfipraveny odebranim definovaného mnoZstvi
pracovnich smésnych standardi do vialek (viz Tab.II), pficemz se do kazdé vialky ptida
10 ng chrysinu (vysledna hladina 10 ng/ml), vyuzivaného jako vnitini standard pro korekci
objemu b&hem upravy vzorku. Néasledné se odfouka metanol jemnym proudem dusiku
a analyty se rozpusti v 1 ml smési metanol/voda (50/50, v/v). Kalibra¢ni roztoky se skladuji

v chladnicce pfi teploté +5 °C po dobu max. 3 mésici.

Tab. II: Piiprava smésnych kalibra¢nich roztokt isoflavoni

Standard | Pracovni smésny Pracovni smésny Pracovni smésny | Kalibrace jednotlivych analyti
standard I standard I standard I v kalibraénich roztocich
(1000 ng/ml) (100 ng/ml) (10 ng/ml) (ng/ml)
STD 1 500 pl X X 500
STD 2 250 ul X X 250
STD 3 100 pl X X 100
STD 4 X 500 pl X 50

11
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STD S X 250 pl X 25
STD 6 X 100 pl X 10
STD 7 X X 500 pl 5
STD 8 X X 100 ul 1
STD 9 X X 50 ul 0,5

3.6.2 Uprava vzorkii krmiv k analyze
3.6.2.1 Homogenizace vzorkit krmiva

Homogenizace vzorku je zajisténa laboratornim homogenizatorem. V piipadé potieby

je vzorek krmiva pied samotnou homogenizaci nejprve ruéné pokrajen.

3.6.2.2 Stanoveni obsahu volnych fytoestrogenii

Ke 2 - 5 g homogenizovaného vzorku (navazka volena dle urovné homogenity vzorku)
je pfidan 1 ml vnitiniho standardu (chrysin) o koncentraci 10 000 ng/ml na vyslednou
koncentra¢ni hladinu 10 ng/ml. Vzorek je posléze opakované extrahovan 2 x 45 ml smési
metanolu s vodou (4:1, v/v) 2 x 30 min na ultrazvukové 14zni. Jednotlivé ziskané extrakty jsou
filtrovany (filtr €. 389) a filtra¢ni kolac¢ je promyt extrakéni smési (cca 10 ml) a doplnén na
objem 100 ml extrakénim c¢inidlem. Extrakt je pfed samotnou UHPLC-MS/MS analyzou
filtrovan pfes mikrofiltr o porozit€ 0,2 um a pieveden do vialky. Podle potfeby nafedén smési

metanolu s vodou (1:1, v/v).

3.6.2.3 Stanoveni obsahu celkovych fytoestrogenii

K I- 2 g homogenizovaného vzorku (navézka volena dle irovné homogenity vzorku)
je ptfidano 0,5 ml vnitiniho standardu (chrysin) o koncentraci 10 000 ng/ml na vyslednou
koncentrac¢ni hladinu 10 ng/ml. Vzorek je hydrolyzovan 10 ml 6 M kyseliny chlorovodikové
se 40 ml 96% etanolu v jednom podilu. Smés je zahtivana pod zpétnym chladi¢em pfi teploté
varu etanolu po dobu 4 hodin. Po ukonceni hydrolyzy je ziskany hydrolyzat ptefiltrovan (filtr
¢. 389) a filtracni kol&¢ je promyt smési metanolu s vodou (1:1, v/v). Hydrolyzat je doplnén na
vysledny objem 50 ml smési metanolu s vodou (1:1, v/v) a nasledné dle potieby touto smési
nafedén. Po prefiltrovani pfes mikrofiltr o porozité¢ 0,2 um je hydrolyzat pfeveden do vialky
k UHPLC-MS/MS analyze. Dle potieby je hydrolyzat nafedén smési metanolu s vodou (1:1,
v/v)

12
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3.7 IDENTIFIKACE A KVANTIFIKACE

Identifikace a kvantifikace jsou posledni kroky analytického postupu, kdy dochézi
k separaci a detekci cilovych analytd. VSechny analyty vcetné vnitiniho standardu chrysinu
jsou stanoveny metodou ultra-u¢inné kapalinové chromatografie (UHPLC) ve spojeni
s tandemovym hmotnostnim spektrometrem (MS/MS). K ionizaci je vyuzit elektrospray
v negativnim modu. Podminky metody kapalinové chromatografie jsou uvedeny v Tab. III,
parametry metody hmotnostni spektrometrie shrnuje Tab. IV. Sledované fragmentacni
ptechody prekurzorovych iontl na ionty produktové — kvantifikacni a konfirmacni, pfi
tandemové spektrometrii (MS/MS) a optimalni podminky jsou shrnuty v Tab. V. Pro kazdy
analyt byl sledovan jeden kvantifikacni a jeden konfirmacni ptechod. V Tab. VI jsou uvedeny

retencni Casy analytd (pfi vySe zminiovanych podminkéch nastaveni pfistroji a metody).

Tab. III: Parametry metody kapalinové chromatografie

Piistroj ACQUITY UPLC™, Waters
Kolona ACQUITY, BEH C18 (50 x 2,1 mm; 1,7 pm), Waters
A —0,1% vodny roztok kyseliny octové”
Mobilni faze
B — Metanol
Cas (min.) Prtitok (ml/min.) A (%) B (%) Kftivka
pocatecni 0,3 80 20
0,5 0,3 80 20 6
Gradientova eluce
analyti 4 0,45 50 50 6
6 0,5 0,1 99,9 6
8 0,5 0,1 99,9 1
10 0,5 80 20 1
Doba analyzy 1 vzorku 10 min.
Objem nastriku 2 ul
Teplota kolony 35°C
Teplota autosampleru 10 °C

* . r r r v Vev v Id . r 4 v 4 . . 4
Pozn: Redestilovanad voda se ziska precisténim z destilované vody pomocit zarizeni Milli-Q, vodny roztok 0,1 %

kyseliny octové se ziskad pridavkem prislusného mnozstvi kyseliny do pozadovaného objemu vody.
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Tab. I'V: Parametry metody hmotnostni spektrometrie

Pristroj Applied Biosystems SCIEX QTRAP® 5500
Ionizace ESI-
Ion Source Turbo Spray
Scan Type MRM
Dwell Time 25 ms
Curtain Gas Ny, 25 psi
Collision Gas Medium
Ion Spray Voltage -4500 V
Ion Spray Temperature 450 °C
Ion Source Gas 1/2 air, 55 psi
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Tab. V: Sledované fragmentacni piechody iontl a optimalni podminky stanoveni analyt

Prekurzorovy Produktovy

Analyt fom (/o fom (/) Ton DP(V) EP(V) CE(V) CXP(V)
Daidzein - kvant. 252,91 208,10 252,91 -40 -10 -37 -10
Daidzein - konf. 252,91 222,90 [daidzein-HJ 40 10 37 -10
Genistein - kvant. 268,91 132,86 268,91 -85 -10 -37 -10
Genistein - konf. 268,91 159,00 [genistein-H]" -130 -10 -37 -10
Glycitein - kvant. 282,86 240,90 282.86 65 -0 37 -0
Glycitein - konf. 282,86 268,00 [glycitein-H] -65 -10 -37 -10
Formononetin - kvant. 266,9 223,1 266,9 -220 -10 -42 -9
Formononetin - konf. 266,9 195,1 [formononetin-HT" 559 19 50 9
Kumestrol - kvant. 266,9 135,1 266,9 190 <10 -40 7
Kumestrol - konf. 266,9 195,1 [kumestrol-HJ 490 <10 52 9
Daidzin - kvant. 415,0 2522 415,0 225 <10 36 -1l
Daidzin - kontf. 415,0 223,0 [daidzin-H] 225 10 -60 9
Genistin - kvant. 431,0 268 431,0 210 -10 38 -1l
Genistin - konf, 431.0 269.1 [genistin-H] 210 -0 34 -3
Glycitin - kvant. 4450 239,1 445.,0 240 <10 58 -1l
Glycitin - konf, 445.,0 267,1 [glyeitin-H] 240 -10 46 -13
Biochanin A - kvant. 282,9 268,0 282,9 165 -10 30 -1l
Biochanin A - konf, 282,9 239,1 [biochanin A-HI" 165 10 44 11
IS. Chrysin - kvant. 252,96 144,80 252.96 85 -10  -34 7
IS. Chrysin - konf. 252,96 107,00 [chrysin-H] -85 -10 -40 9

Tab. VI: Retencni ¢asy sledovanych analytii

Analyt Retenc¢ni ¢as (min.) Analyt Retenc¢ni ¢as (min.)
Daidzin 1,98 Genistein 3,98
Glycitin 2,10 Kumestrol 4,44
Genistin 2,40 Formononetin 4,74
Daidzein 3,47 Biochanin A 5,08
Glycitein 3,63 Chrysin (IS) 5,10

15



VSCHT Praha Uplatnén4 certifikované metodika

3.7.1 Stabilizace systému

Pred vlastni analyzou vzorkli je tfeba promyt kolonu a vyckat na dosazeni
pozadovanych parametrii (teplota, tlak, prutok, slozeni mobilni faze) systému, cca 30 min.
Prvni nastfik ze sekvence vzorkli je pouze orientacni a pouziva se k verifikaci systému,
zejména k ovéfeni stability a retencnich Casli sledovanych analytd. Separace smésného

standardu isoflavont je zobrazena na Obrazku 2.

Obrazek 2: Ukédzka chromatogramu smésného standardu fytoestrogenli (daidzinu, genistinu,
glycitinu, daidzeinu, genisteinu, glyciteinu, formononetinu, biochaninu A a kumestrolu) o

koncentraci 50 ng/ml a vnitiniho standardu (chrysinu) o koncentraci 10 ng/ml.
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3.8 PRACOVNIi CHARAKTERISTIKY METODY
3.8.1 Spravnost metody

V soucasné dobé nejsou komercné dostupné certifikované referenéni materialy,
obsahujici stanovované isoflavonové latky. Spravnost metody by tedy méla byt pravidelné
oveéfovana a kontrolovana analyzou readlného matridlu s umélym ptidavkem analyti do
matrice. Spravnost metody pro stanoveni celkového obsahu fytoestrogeni v rostlinné matrici
neni mozno ovéfit, jelikoz pfirozené hladiny nékterych sledovanych analyti v rostlinné
matrici (krmivo) jsou pomérné vysoké a k dispozici je pouze malé mnozstvi analytickych
standardd. Umély ptidavek analytd do rostlinné matrice musi byt pro stanoveni vytéznosti
minimalné¢ 2 — 3 x vys$i nez piirozeny obsah. V Tab. VII jsou uvedeny vytéznosti pro

rostlinnou matrici ziskané na zéklad€ analyzy umélym piidavkem analyti do vzorku krmiva.

Tab. VII: Vytéznost metody pro stanoveni volnych fytoestrogenii v rostlinné matrici —

krmivo

Analyt Vytéznost (%)
Glycitein 98
Genistein 103
Daidzein 100
Biochanin A 119
Kumestrol 108
Formononetin 105
Glycitin 94
Genistin 89
Daidzin 96

3.8.2 Rozsah metody a linearity

Vzhledem k tomu, ze se sledované analyty mohou vyskytovat v redlnych vzorcich
v Sirokém rozsahu hladin, je nutné volit pro kalibraci rozsah koncentraci standardi

v dostate¢né Sirokém rozmezi, odpovidajicim redlnym ndlezim.
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V pouzivaném kalibra¢nim rozsahu 0,5 — 500 ng/ml pro jednotlivé analyzované
analyty, ktery odpovidd nalezenym hladinam isoflavonti v redlnych vzorcich, je odezva
detektoru za podminek metody linedrni. Jestlize jsou nalezy hladin analyti vys$i nez
odpovidajici kalibra¢ni rozsah, je nutné¢ vzorky ptfed samotnou UHPLC-MS/MS analyzou

nafedit v pfislusném poméru.

3.8.3 Mez stanovitelnosti (LOQ)

cv v

latky (analytu) ve vzorku, které mlze byt kvantitativné stanoveno s piedem definovanou
pfesnosti. VE&tsinou se stanovuje jako trojnasobek meze detekce. Pro uvazované aplikace je
o nejnizsi koncentraci). V Tab. VIII jsou shrnuty LOQ vsech analyzovanych isoflavonti. Tyto
hodnoty byly pro jednotlivé analyty zjiSt€ény metodou UHPLC-MS/MS pomoci nastiiku

kalibra¢ni fady standardi.

Tab. VIII: Meze stanovitelnosti analyzovanych fytoestrogenli

Sledovany analyt LOQ (mg/kg)
Daidzein 0,3
Genistein 1
Glycitein 0,2

Daidzin 0,6
Genistin 0,6
Glycitin 3
Formononetin 0,6
Biochanin A 0,6
Kumestrol 7,5

3.8.4 Opakovatelnost metody

Opakovatelnost metody 1ze charakterizovat relativni smérodatnou odchylkou (RSDr,
CVr), kterd se ziskd z Sesti opakovanych analyz vzorku. Hodnoty RSDr (%), které byly

ziskany pro rostlinné matrice (krmivo), jsou uvedeny v Tab. IX.
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Tab. IX: Opakovatelnost metody pro rostlinnou matrici - krmivo

RSDr (%), n=6

Analyt
Volné fytoestrogeny Celkové fytoestrogeny

Glycitein 5 12
Genistein 12 14
Daidzein 14 14
Glycitin * *
Genistin 16 23
Daidzin 14 14
Biochanin A 14 20
Formononetin 9 16
Kumestrol * *

* Glycitin, kumestrol nebyly ve vzorku detekovani nebo jeho hladiny byly <LOQ
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4. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Sledovani obsahu fytoestrogenii je dosud nejcastéji provadéno v potravinach soéjového
puvodu. Jedna se hlavné o séjové boby samotné, s6jové boby naklicené, sdjovou mouku
a vyrobky z ni jako je syr to-fu, s6jové mléko aj. Jsou popsany metody stanoveni i pro dalsi

komodity a to napt. ovoce a zeleninu, ofechy ¢i alkoholické népoje.

Co se tyce stanoveni isoflavont v rostlinném ¢i biologickém materidlu ptfedchozi
studie zatazovali ve vétSiné piipadi precisténi vzorkli pomoci extrakce na tuhou fazi (SPE
kolonky). Za posledni desetileti se metody uzivané k separaci a detekci fytoestrogenii znacné
zménily. Zpocatku se metody odvozovaly od tradicnich steroidnich analyz. Pouzita byla
plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem (GC/MS), které vsak predchazelo
precistovani vzorku a derivatizace na trimethylsilylethery. Tento pfistup je pomérné slozity,
zdlouhavy a ne zcela pfesny. Prednost byla ddna metodam, které nevyZaduji derivatizaci
fytoestrogentl. Pro méteni obsahu fytoestrogenti je dnes velmi ¢asto vyuzivdno vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) s UV detektorem. Pouziva se také elektrochemicky

detektor, ktery neni obecné specificky a je uzivan spise pro jednodussi aplikace.

Doba analyzy uvedenych systému Casto presahuje 30 min. a dosazené detek¢ni limity
se pohybuji na hladinach pg/ml (pg/g). Proto v ptipadé méfeni obsahu fytoestrogenti
v rostlinnych matricich, nejsou tyto techniky pfiliS vhodné, jelikoz nékteré sledované

fytoestrogeny jsou zde pfitomny na velmi nizkych hladinach (jednotky az stovky ng/ml).

Vyhoda vyse popsané metodiky spociva v jednoduché piipravé vzorku bez pouziti
zdlouhavého preciSténi pomoci SPE kolonek. Pro korekci ztrat béhem ptipravy vzorku a
hydrolyzy se vyuZzivad pfi analyze vnitini standard. DalSi dilezitou a nespornou novosti
uvedeného analytického postupu je pouziti citlivé instrumentace, pracujici na principu ultra-
ucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni detekci UHPLC-
MS/MS. Pouzité ptistroje umozinuji separaci i detekci vSech stanovovanych analyt v prubéhu

10 min. s nizkymi detekénimi limity (ng/ml, ng/g).
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5. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Uvedena analytickd metoda, umoznujici detekci vySe zminovanych fytoestrogenii na
velmi nizkych koncentra¢nich hladinach, muze zajistit operativni analyzu v ramci napf.
kontroly slozeni krmiv ¢i krmnych davek a kontroly potravin, kdy ziskané vysledky mohou
dale prispivat k rozsiteni znalosti o vyskytu téchto biologicky aktivnich latek v fetézci krmivo

— potravinatsky produkt, pfipadn¢ v nutraceutikach.

Parametry a pracovni charakteristiky uvedené analytické metody, ktera je zaloZend na
principu UHPLC-MS/MS stanoveni volnych 1 véazanych fytoestrogeni a vyhovuji

pozadavkim, kladenym na moderni analytické metody.

Metodika byla vyvinuta pro ucely projektu QI111CO16 ,Navrhnout nové postupy
udrzby trvalych travnich porostii v LFA minimalizaci hygienickych rizik spojenych s
vyskytem alergennich mikroorganismi predevs§im z rodu Fusarium®“. Aplikace metody
v ramci tohoto projektu vyznamné prispéje ke zmapovani hladin fytoestrogenti v rostlinnych
matricich (sendz, silaz, poSkozena senaz a silaz), ziskané poznatky pak budou vyuzity pro
posouzeni vlivu riznych postuptl vyroby objemnych krmiv véetné jejich skladovani na obsah

fytoestrogentl.

Smluvnim uzivatelem metodiky je spole¢nost Agrolab, s.r.o, kterd se zabyva rozbory
krmiv. Certifikovanou metodiku bude vyuzivat pii kontrole krmiv a vstupnich surovin pro

jejich vyrobu.

Metoda miize byt také vyuzita napf. pro rutinni analyzy v laboratofich Statni
zemd&ddlské a potravinaiské inspekce (SZPI), Statnich veterinarnich ustava (SVU) a
Ustiedniho kontrolniho a zkugebniho tstavu zemédélského (UKZUZ). Uvedenou metodiku je
vSak také mozno aplikovat v dalSich statnich i soukromych laboratofich a vyzkumnych
centrech. Pokud tyto laboratofe nedisponuji potfebnym analytickym vybavenim, pfedpoklada
se pro analytickou ¢ast metodiky spoluprace s VSCHT ¢&i instrumentalné odpovidajicim

zpusobem vybavenymi komerénimi laboratofemi formou sluzby.
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6. EKONOMICKE ASPEKTY

Vyhoda vyse popsané metodiky spociva v jednoduché ptipravé vzorku bez pouziti
zdlouhavého precisténi pomoci SPE kolonek (Oasis HLB). V pfedchozich studiich i vlastni
analytické praxi byla pro pfecisténi extraktd vzorkii pouzivana technika extrakce na tuhou
fazi, ktera zvysovala dobu piipravy vzorku a kladla zvysené naroky na pracovni silu. Cena
100 kustt HLB kolonek je ptiblizn¢ 13 000,- K¢ (bez DPH) a tak odstranénim disticiho kroku

dojde k finan¢ni Gspofte ¢astky vice nez 300,- K¢ na 1 vzorek (pfi paralelnim stanoveni).

Ke stanoveni steroidnich latek se diive vyuzivala metoda plynovd chromatografie
s hmotnostnim detektorem (GC/MS), které vSak ptredchéazelo také precistovani vzorku a
derivatizace na trimethylsilylethery. Tento pfistup je pomémné slozity, zdlouhavy, doba
analyzy uvedenych systémt casto ptesahuje 30 min. Nespornou vyhodou pouziti citlivé
instrumentace, pracujici na principu ultra-0¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni detekci UPLC-MS/MS je dosaZeni vyssi citlivosti stanoveni a

vyrazného zkraceni doby analyzy na pouze 10 min.

Vyse uvedené aspekty vedou kromé sniZeni ceny analyzy jednoho vzorku také

k vyznamnému zvySeni priichodnosti analytické laboratofte.
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