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1. Uvod

Rostlinnd fiSe produkuje obrovskd, a casto fadoveé odlisnd
mnozstvi organickych ldtek, které se vétSinou nezapojuji pii-
mo do procesu rdstu a vyvoje. Tyto ldtky oznacujeme jako
sekunddrni metabolity. Zakladem jejich biosyntetické produk-
ce jsou primdrni metabolity, pficemz hranice mezi primdrnimi
a sekunddrnimi metabolity nejsou zcela jednoznac¢né defino-
vany. Tyto litky jsou cCasto odstupiiované rozdéleny mezi
presné vymezené taxonomické skupiny uvnitf rostlinné fise.
Mnohé jejich funkce ziistdvaji doposud nepoznané.

Pfirodni rostlinné metabolity midzZeme rozdélit do tif hlav-
nich skupin: terpeny, alkaloidy a fenylpropanoidy a jim pii-
buzné fenolické slouceniny. Terpeny jsou odvozeny od pre-
kurzoru isopentenyl-difosfatu (IPP) s péti uhlikovymi atomy
a zahrnuji vedle primdrnich metabolitli také vice nez 25 000
sekunddrnich metaboliti. Alkaloidy, kterych je zndmo okolo
12 000, obsahuji jeden nebo vice atom dusiku a jejich bio-
syntéza vychdzi predev§im z aminokyselin.

Sikimatovou nebo malondt-acetitovou metabolickou ces-
tou vznikd pfes osm tisic fenolickych sloucenin. Prevdznd
vétsina rostlinnych fenold, nikoliv vSak vSechny, je odvo-
zena z fenylpropanoidové a fenylpropanoid-acetdtové cesty
a v rostliné plni celou fadu vyznamnych fyziologickych funk-
ci. Centrdlnimi enzymy v fenylpropanoidovém metabolismu
jsou fenylalaninamoniumlyasa (PAL) a tyrosinamoniumlyasa
(TAL). Tyto enzymy konvertuji fenylalanin (PAL) na skofi-
covou kyselinu a tyrosin (TAL) na p-kumarovou (4-hydroxy-
-skoficovou) kyselinu.

Jednotlivé skupiny fenolickych litek sdileji mnoho spo-
lecnych znakl vychdzejicich z jejich biochemickych cest.

K jedné z nejvyznamnéjSich skupin fenolickych sloucenin
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patii flavonoidy. Tato skupina se sklddd z rozmanitych skupin
rostlinnych metabolitd, mezi které patii chalkony, aurony,
flavonony, isoflavonoidy, flavony, flavonoly, leukoanthokya-
nidiny (flavan-3,4-dioly), katechiny a anthokyanidiny. Skupi-
na zahrnuje vice nez 4 500 sloucenin. Metabolické drahy
jednotlivych skupin jsou zna¢né komplikované, jak ukazuje
schéma A, které bylo modifikovdno na zdkladé literarnich
L’ld&ji’l"4 a které 1ze nalézt v internetovém dopliiku k této praci
na adrese http://chemicke-listy.vscht.cz/index_cz1250.html.

Isoflavonoidy tvori vyznamnou podskupinu patfici mezi
flavonoidy. Existuje asi 629 zndmych struktur a z toho je
popsdno okolo 364 aglykond. Tyto slouceniny se odliSuji
strukturné od dal$ich tfid flavonoidli vazbou benzenového
kruhu (kruhu B) v pozici 3 heterocyklického systému. Jejich
struktura (viz schéma A v internetovém dopliiku a tabulka I)
je zaloZena na 3-fenylchromen-4-onu a lisi se v mife hydro-
xylace, methylace a glykosylace>®.

Isoflavony jsou polohové izomery Casté&ji se vyskytujicich
flavond. Genistein je naptiklad biosynteticky odvozen piesu-
nem arylu ze stejného chalkonového prekurzoru podobné jako
flavon apigenin. Isoflavony jsou zastoupeny v rostlinné fisi
v men$i mife nez dalsi flavonoidy. Tato skutecnost je potvr-
zena faktem, Ze isoflavony jsou zastoupeny pfevazné v ome-
zeném poctu Celedi jako jsou Fabaceae a Viciaceae. V mensi
mife se vyskytuji i v fadé dalSich Celedi jako jsou Papiliona-
ceae, Iridaceae, Myristicaceae, Compositae, Amaranthaceae
a Rosaceae.

Isoflavony se vyskytuji pfedevsim v chloroplastech nad-
zemnich ¢dsti organd rostlin, ve stopdch i v kofenech (u né-
kterych rostlin pouze v kofenech, napf. Ononis spinnosa).
Vyskytuji se jako latky konstitu¢ni, nebo se objevuji jako
nédsledek pisobeni stresu ¢i za obou okolnosti. Na obsah
isoflavont md vliv fada biotickych a abiotickych faktord.
Isoflavony plni urcité funkce v obranném systému rostliny
jako pfirozend ochrana proti infekci, pfi kliceni semen, napa-
deni hmyzem a poskozeni skidci. Tyto latky mohou po urcitou
dobu udrzovat svoji biologickou aktivitu a ovliviiovat mikro-
bidlni poméry v padé.
nistein, formononetin a biochanin A, jakoz i jejich glykosidy
daidzin, genistin, ononin a sissostrin. Isoflavony jsou slabymi
estrogeny. Vykazuji estrogenni icinky na centrdlni nervovou
soustavu, vyvolavaji faleSnou fiji a stimuluji rast pohlavnich
orgdnd samic savcl. Studie v oblasti humdnni a veterindrn{
mediciny i pokusy s tkdnovymi kulturami doklddaji dtleZitou
roli téchto fytoestrogenti pfijimanych v potravé v prevenci
os}%oporosy, menopausy, nddorovych a srde¢nich onemocné-
ni"®,

2. Detekce isoflavonu

Detekce a identifikace biologicky aktivnich latek hraje
strategickou roli ve fytochemickém vyzkumu. Mezi rychlé
orientacni techniky patfi pfedev$im papirova (PC), tenkovr-
stvd (TLC) a pfipadné i sloupcova chromatografie (CC). Pro
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Tabulka I

Struktury isoflavonil
Isoflavony R! R? R? R* R’ R®
Daidzin H H Glc H H OH
Glycetin-7-O-B-D-glukosid H OCH, Glc H H OH
Kalykosin-7-O-f-D-glukosid H H Gle H OH OCH,
Genistin OH H Glc H H OH
Daidzein-7-0-B-D-glukosid-6"-O-malondt H H GlcMal H H OH
3-Methylorobol-7-O-B-D-glukosid OH H Glc H OCH, OH
Pratensein-7-0-B-D-glukosid OH H Glc H OH OCH,
Kalykosin-7-O-B-D-glukosid-6"-O-malont H H GlcMal H OH OCH,
Pseudobaptigenin-7-O-B-D-glukosid H H Glc H OCH,0O
Daidzein-7-O-B-D-glukosid-6"-O-acetét H H GlcAc H H OH
Ononin (formononetin-7-0-B-D-glukosid) H H Glc H H OCH;4
Genistein-7-0-B-D-glukosid-6"-O-malonat OH H GlcMal H H OH
Orobol-7-0-B-D-glukosid-6"-O-malondt OH H Gle H OH OH
3-Methylorobol-7-0O-B-D-glukosid-6"-O-malonét OH H GlcMal H OCH; OH
Pratensein-7-O-3-D-glukosid-6"-O-malonét OH H GlcMal H OH OCH,
Daidzein H H H H H OH
Irilon-4’-O-B-D-glukosid OH O- CH,- H H Glc
Pseudobaptigenin-7-O-B-D-glukosid-6"-O-malonét H H GlcMal H OCH,0
Glycitein H OCH,4 H H H OH
Orobol OH H H H OH OH
Kalykosin H H H H OH OCH,4
Formononetin-7-0-B-D-glukoside-6"-O-malon dt H H GlcMal H H OCH,
Afrormosin-7-0-B-D-glukosid H OCH, Glc H H OCH,
Sissotrin (biochanin A-7-O-3-D-glukosid) OH H Glc H H OCH,4
Irilin B-7-O-B-D-glukosid OH OCH, Gle OH H H
Irilon-4’-0-B-D-glukosid-6"-O-malondt OH OCH, H H GlcMal
Trifosid (prunetin-4’-O-f-D-glukosid) OH H CH, H H Glc
Afrormosin-7-0-B-D-glukosid-6"-O-malonit H OCH, GlcMal H H OCH,4
Pseudobaptigenin-7-0-B-D-glukosid-6"-0O-acetét H H GlcAc H OCH,0O
Formononetin-7-0-3-D-glukosid-67-O-acett H H GlcAc H H OCH,
Texasin-7-0-B-D-glukosid-6”-O-malondt H OH GlcMal H H OCH,4
Irilin B-7-0-B-D-glukosid-6"-O-malonat OH OCH, GlcMal OH H H
3’-Methylorobol OH H H H OCH, OH
Genistein OH H H H H OH
Biochanin A-7-O-B-D-glukosid-6"-O-malonét OH H GlcMal H H OCH,
Pratensein OH H OH H OH OCH,4
Prunetin-4’-O-B-D-glukosid-6"-O-malondt OH H CH, H H GlcMal
Pseudobaptigenin H H H H OCH,0O
Irilon-4’-O-B-D-glukosid-6"-O-acetét OH OCH, H H GlcAc
Formononetin H H H H H OCH,
Prunetin-4’-O-B-D-glukosid-6"-O-acetat OH H CH, H H GlcAc
Texasin H OH H H H OCH,
Biochanin A-7-O-B-D-glukosid-6"-O-acetit OH H GlcAc H H OCH,4
Irilon OH OCH, H H OH
Prunetin OH H CH, H H OH
Biochanin A OH H H H H OCH,4

stanoveni jednotlivych isoflavond v rostlinnych extraktech
a biologickych materidlech jsou s ispéchem pouzivany prede-
v§im metody chromatografické (kapalinova a plynovd chro-
matografie — HPLC a GC) a elektromigra¢ni (kapildrni elek-
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troforéza a miceldarni elektrokinetickd chromatografie — CE

a MEKC).

Cenné informace o chemické struktufe studovanych me-
tabolitl mtizeme ziskat spektralnimi technikami. Mezi off-line
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Obr. 1. Srovnani UV spekter isoﬂavonﬁn; a—daidzein, b — formononetin, ¢ — genistein, d — biochanin A, e — pseudobaptigenin, f — kalykosin,

g — afrormosin, h — irilon, i — pratensein, j — prunetin
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Obr. 2. Porovnani UV a MS spekter apigeninu (a) a genisteinu (b) (cit.zz)

Tabulka IT

Identifikace piki a spektralni data extraktu Trifolium pratense®

2

Pik I, [M+H]" Fragment A Identifikované isoflavony
[min] [mlz) [m/z] [nm]
1 4,83 417 255 250,302 daidzin
2 5,30 447 285 258,286 glycetin-7-O-B-D-glukosid
3 6,20 447 285 250,286 kalykosin-7-O-B-D-glukosid
4 10,10 433 271 260,328 genistin
5 10,22 503 255 250,300 daidzein-7-0-B-D-glukosid-6"-O-malonét
6 11,15 463 301 264,330 3-methylorobol-7-O-B-D-glukosid
7 11,63 463 301 261,286,337 pratensein-7-O--D-glukosid
8 12,80 533 285 259,286 kalykosin-7-O-B-D-glukosid-6"-O-malonat
9 14,99 445 283 249,292 pseudobaptigenin-7-0-B-D-glukosid
10 16,70 431 269 251,300 ononin (formononetin-7-O-B-D-glukosid)
11 19,50 549 301 264,332 3-methylorobol-7-0-B-D-glukosid-6"-O-malonat
12 20,49 549 301 261,286,338 pratensein-7-0-B-D-glukosid-6"-O-malondt
13 22,70 517 269 250,298 isoformononetin-7-O-B-D-glukosid-6"-O-malondt)
14 23,20 255 250,302 daidzein
15 24,30 461 299 270,339 irilon-4’-0O-B-D-glukosid
16 24,60 531 283 249,293 pseudobaptigenin-7-O-B-D-glukosid-6 ”-O-malonat
17 24,75 285 258,288 glycitein
18 26,50 517 269 250,298 formononetin-7-0-B-D-glukosid-6"-OD -malonét
19 26,80 461 299 afrormosin-7-0-f-D-glukosid
20 29,40 447 285 260,326 sissotrin (biochanin A-7-O-B-D-glukosid)
21 29,60 463 301 262,288,320 irilin B (5,7,2’-trihydroxy-6-methoxyisoflavon-7-O-3-D-
-glukosid)
22 30,10 547 299 271,340 irilon-4’-O-B-D-glukosid-6"-O-malonét
23 32,85 447 285 260,324 trifosid (prunetin-4’-O-3-D-glukosid)
24 33,02 547 299 270,337 afrormosin-7-0-B-D-glukosid-6"-O-malonat
25 36,10 533 285 260,326 texasin-7-0-B-D-glukosid-6"-O-malondt
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Tabulka II — pokrac¢ovani

Referaty

Pik I [M+H]" Fragment Mnax Identifikované isoflavony
[min] [miz] [m/z] [nm]
26 36,30 549 301 262,287,320 irilin B (5,7,2’-trihydroxy-6-methoxyisoflavon-7-O-3-D-
-glukosid-6"-O-malondt)
27 36,68 301 264,334 3-methylorobol
28 39,28 271 260,330 genistein
29 39,60 533 285 260,326 biochanin A-7-O-B-D-glukosid-6"-O-malondt
30 40,92 301 262,284,334 pratensein
31 41,20 533 285 260,325 trifosid (prunetin-4’-O-3-D-glukosid-6-O-malonat)
32 43,20 283 249,296 pseudobaptigenin
33 45,37 269 249,302 formononetin
34 49,70 285 261,325 texasin
35 50,17 489 285 260,325 biochanin A-7-O-B-D-glukosid-6"-O-acetit
36 60,70 285 261,326 biochanin A

techniky patfi spektrofotometrické metody v ultrafialové a vi-
ditelné (UV/VIS) nebo infracervené oblasti (IR), hmotnostni
sPektrometrie a nukledrni magnetickd resonance (IH-NMR,
“C-NMR). On-line techniky zahrnuji GC, HPLC a CE ve
spojeni s detektorem s diodovym polem (UV/VIS DAD) nebo
detekci pomoci hmotnostni spektrometrie HPLC/MS, HPLC/
MS/MS, GC/MS, CE/MS a v neposledni fadé i kombinace
kapalinové chromatografie s nukledrni magnetickou resonanci
HPLC/NMR (cit.> ).

Vyfeseni konstrukce potfebnych rozhrani pro spojenti téch-
to technik a zavedeni novych ioniza¢nich metod, jako jsou
elektrosprej (ESI) a chemickd ionizace za atmosférického
tlaku (APCI), umoznilo provadéni rutinnich analyz biologic-
kych materidlti. Jednou z dalSich vyhod je moZnost provadét
aktivaci iontd pfimo v iontovém zdroji. MoZnost interpreta-
ce takto ziskanych koliznich spekter jednotlivych isoflavont
umoznuje upfesnit dalsi strukturni informace o sledovanych
metabolitech.

3. Extrakce a izolace isoflavonu

Vyse uvedené techniky vSak vyZaduji dokonalou pfedbéz-
nou separaci jednotlivych skupin metabolitl, nebof klasické
izolacni postupy jsou znacné neselektivni. Zvlasté vysoké
ndroky jsou kladeny na zjednoduseni matrice vzorki u biolo-
gickych materidlti rostlinného piivodu. Postupy pro extrakci
a izolaci isoflavonoidi lze rozdélit do nékolika skupin: 7) ex-
trakce kapalinou, 2) kyseld hydrolyza, 3) enzymaticka hydro-
lyza, 4) extrakce na tuhé fazi (SPE) a 5) extrakce kapalinou
(oxidem uhli¢itym) v nadkritickém stavu (SFE).

Pii extrakci isoflavonoidt poldrni kapalinou z dokonale
homogenizovanych vzorki se pouzivd methanol, ethanol nebo
acetonitril, popf. jejich vodné roztoky. V nékterych pripadech
se taktéz pouzivd dichlormethan. Doba extrakce se v zavislosti
na pouzité extrakéni kapaliné a druhu vzorku pohybuje od
jednotek hodin az po nékolik dni. Doba a uc¢innost extrakce
zavisi predev§im na zvoleném postupu, teploté a zplisobu
a intenzité tfepani. Metody byvaji mdlo selektivni a vykazuji
pomérné nizkou dcinnost.
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Postupy zaloZené na kyselé hydrolyze vyuZivaji pro ex-
trakci vodné roztoky organickych rozpoustédel (methanol,
acetonitril a ethanol) s pfidavkem kyseliny chlorovodikové.
Ucinnost je zdvisld predeviim na koncentraci kyseliny chlo-
rovodikové, dobé extrakce a koncentraci rozpouﬁtédla”’”.
Pridavek kyseliny chlorovodikové vede ke zvyseni extrakeni
ucinnosti, pficemz selektivita zistdvd zhruba zachovéna.

Enzymatické hydrolyze pfedchdzi extrakce homogenizo-
vaného vzorku 96% ethanolem. Po dokonalém odpareni pod
vakuem ndsleduje digesce acetdtovym pufrem obsahujicim
B-glukosidasu a B-glukoronidasu/sulfatasu, inkubace a centri-
fugace. Enzymatickd hydrolyza je mnohem Setrnéjsi a vyzna-
Cuje se zlepSenou selektivitou v porovndni s piedchozimi
postupy.

Pti extrakci na tuhé fazi byva v prvnim kroku provedena
digesce rozpoustédlem. Potom je extrakt vzorku nanesen na
vhodny sorbent. K nejpouzivanéjsim sorbentim patii, vedle
modifikovaného silikagelu C18, pfedevsim polymerni sorben-
ty na bézi kopolymeru N-vinylpyrrolidonu a divinylbenzenu
a kopolymeru styren-divinylbenzen (PS-DVB) (cit.'*%%). Li-
mitujicim faktorem pro vyuziti sorbentti na bazi alkylovaného
silikagelu (napft. C18) je jejich nedostate¢nd retence poldrnich
analytd, coz muze zpUsobit nizkou ndvratnost analytu. Pfi
aplikaci vzorku na sorbent mize dochdzet ke ztratdm analytu
jeho prinikem do odpadu.

Radu téchto limitujicich faktord eliminuji sorbenty na bézi
kopolymeru styren-divinylbenzen (PS-DVB). Zarucuji stabi-
litu sorbentu v Sirokém rozsahu pH, zvysuji pouZitelnost pro
Sirokou $kdlu analytid®* ™ a vykazuji vySsi retenci poldrnich
analytd. Jejich ¢aste¢nou nevyhodou je ponékud nizsi hydro-
fobnf{ charakter, ktery zptisobuje hor$i smacivost.

Tento nedostatek odstranuji hydrofilné-lipofilni kopoly-
mery nabdzi N-vinylpyrrolidonu a divinylbenzenu. Hydrofiln{
charakter N-vinylpyrrolidonu zvysuje smacivost kopolymeru
a naopak lipofilni charakter divinylbenzenu zvysuje retenci
reverzni faze potfebnou k zdchytu analytd. Pfitomnost N-vi-
nylpyrrolidonu umoznuje aplikaci vzorku pifimo na sorbent
bez kondicionacnich krokd. Tyto vlastnosti zvyhodiiuji poly-
mern{ sorbenty pted klasickymi sorbenty na bazi silikagelu,
kde kondiciona¢ni krok muze byt kritickym mistem extrakce.
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Obr. 3. RDA fragmentace daidzeinu (a), glyciteinu (b) a irilonu (c)

Vsechny vysSe uvedené postupy jsou vesmés vhodnym
doplitkem ke klasickym postupim izolace, nebot vlivem vy-
soké selektivity separace dochazi k vyraznému zjednoduse-
ni ndsledného separa¢niho kroku. Komplikovanéjsi pfiprava
vzorku vede vesmés ke sniZzeni poctu balastnich ldtek, av§ak
je provazena i uréitymi ztratami nékterych slozek a vyssi
¢asovou narocnosti. Vybéru sorbentu i rozpoustédel je tedy
nutno vénovat velkou péci.

V ojedinélych piipadech byla pouzita extrakce kapalinou
v nadkritickém stavu (SFE) s pouZzitim oxidu uhli¢itého®®.
P1i extrakci glykosidi isoflavonti nebyla SFE pfili§ tspés$nd,
avSak pro stanoveni aglykont isoflavoni se uplatnila s po-
mérné dobrymi vysledky. Pouziti modifikdtord (methanol,
acetonitril aj.) miZe v fadé€ pripadd zvySit i¢innost i selektivitu
SFE.
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4. Detekce a identifikace isoflavonu

Pro stanoveni isoflavoni jsou nejcastéji pouzivany chro-
matografické a elektromigra¢ni metody. Pfi HPLC separacich
se nejcastéji pouziva usporddani s reverzni fazi na alkylova-
nych silikagelech C18 popft. C8. Separace se provadi pomoci
izokratické nebo gradientové eluce mobilni féze, kterou tvoi{
smés methanolu, acetonitrilu, propan-1-olu, tetrahydrofuranu
nebo ethanolu s vhodnymi tlumici (kyselina octovd, mravenci
nebo trifluoroctovd, octan amonny nebo fosfatovy pufr). Jed-
notlivé latky se deteguji prevazné spektrofotometricky v UV
oblasti (254280 nm).

Sledované analyty 1ze s omezenou pravdépodobnosti iden-
tifikovat na zdkladé jejich reten¢nich ¢asi nebo metodou
pridavku interniho standardu. Pro zvys$eni informacni hodnoty
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Obr. 4. MS spektra aglykonu, glukosidu a malonatu glukosidu irilonu (a), formononetinu (b) a prunetinu (c) (cit.zz)

vysledk se v soucasnosti s vyhodou vyuzivd kombinace
porovndni retenc¢nich ¢ast se soucasnym porovndnim UV/VIS
DAD absorp¢nich spekter méfenych latek se spektry ulozeny-
mi v knihovné spekter standardnich ldtek s pouzitim faktord
shody (match factor). Tyto spektrdlni knihovny musi byt uzi-
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vatelem vytvoreny za presné definovanych separac¢nich pod-
minek (stejnd mobilni faze, pritok, typ chromatografického
cerpadla, kolona a teplota) a nelze vyuzivat komer¢né nabize-
né spektrdlni knihovny.

Faktor shody (match factor, ¢iselnd hodnota od 1 do 1000)
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Obr. 5. MS spektra acetatu glukosidu irilonu (a) , formononetinu (b) a prunetinu (c) (cit.n)

vznikne matematickym porovnanim spektrdlni kiivky stan-
dardu se spektrdlni kfivkou sledované slouceniny. U hodnot
vysSich nez 996 mizeme hovofit s velkou pravdépodob-
nosti o identité sloucenin. Tento fakt je v§ak nutno potvrdit
jeste alespon jednim nezavislym tdajem (naptiklad shodou
reten¢nich Casii), nebof fada isoflavoni md velmi podobnd
spektra (viz napf. spektra pro daidzein a formononetin,
genistein a biochanin A (cit.??) na obr. 1).

Témér identickd spektra vykazuji navic i aglykon, glyko-
sid, acetatglykosid a malondtglykosid. Zde pak plati pravidlo
poradi eluce dle retenc¢nich ¢asi malondtglykosid < glykosid
< acetdtglykosid < aglykon, které lze v fadé pripadl pouzit
jako pomocné kritérium pii identifikaci pikt. Spektra isofla-
voni jsou zpravidla zcela odlisnd od jejich flavonovych ana-
logt?’, jak ukazuji napiiklad spektra® pro genistein a apigenin
na obr. 2. Spektrdlni charakteristiky v UV/VIS oblasti spektra
(viz tabulka IT) jsou velmi uzite¢nym prostfedkem pii identi-
fikaci jednotlivych isoflavont, ale Casto ani ony nejsou jedno-
znaénym kritériem.

Ve spornych piipadech je pak velmi i¢innym ndstrojem
priidentifikaci tandem HPLC-DAD/MS. Vyvoj téchto technik
byl v minulosti zdvisly na vyfeSeni vhodnych rozhrani mezi
kapalinovym chromatografem a hmotnostnim spektrometrem.
Vysokotc¢innd kapalinovd chromatografie pracuje s vysokymi
pritoky mobilnich fazi, vysokym tlakem a nizkou teplotou
v kontrastu s hmotnostni spektrometrif, kterd pouzivd nizky
pritok, vysoké vakuum a plynnou fazi pfi vysokych teplotach.

Nastup novych ioniza¢nich technik, jako jsou elektrosprej
(ESI) a chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI),
umoznily rutinni propojeni HPLC s hmotnostn{ spektrometrii
(HPLC/MS) v Sirokém rozsahu pritokovych rychlosti mobiln{
faze (od ul.min’l a7z po ml.min!). MoZnost provadét aktivaci
iontl pifmo v iontovém zdroji dovoluje ziskdvat kolizni spek-
tra, kterd poskytuji dalsi detailnf strukturni informace o jed-
notlivych isoflavonech (cit.zz, obr. 3).

Na zdkladé retro-Diels-Alderovy fragmentace (RDA) lze
s urcitou presnosti urcit substituci fragmentd u isoflavonii na
fragmentu kruhu A a substituci na fragmentu kruhu B (viz
piiklady®* na obr. 4 a 5). Z téchto informaci Ize potvrdit,
popfipadé navrhnout, pravdépodobnou strukturu ptislusného
metabolitu. Intenzita fragmentace zavisi na intenzité kolizniho
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napéti (CID), pouzitém slozeni mobilni faze (kyselina octova,
kyselina mravenci, acetdt, atd.), koncentraci slozek mobiln{
faze, typu organického modifikdtoru v iontovém zdroji a v ne-
posledni fadé€ predevsim na chemické struktufe sledovaného me-
tabolitu. Tandemy HPLC/ESI-MS a HPLC/APCI-MS tak patii
k velmi uzitecnym néstrojim k identifikaci a ndsledné i ke sta-
noveni novych isoflavoni v biologickych materidlech®* %0

Pro identifikaci a stanoveni isoflavonti v rostlinnych ma-
teridlech (soja, traviny aj.) byla pouZzita celd fada rGznych
spojeni HPLC/MS, jak v ESI médu, tak i v pozitivnim i nega-
tivnim APCI médu. Prednosti spojeni HPLC/ESI-MS je Setr-
n&jii ionizace termolabilnich konjugati. Barnes a spol.> a Rij-
ke a spol.* pouzili pro stanoveni isoflavonii a jejich malona-
ti u leguminos chemické ionizace za atmosférického tlaku
(APCI). Limitujicim faktorem pii pouziti APCI médu pro
identifikaci malondtovych a acetdtovych glykosidi je jejich
mald termickd stabilita. Wang a Sporns™ demonstrovali po-
uziti systému MALDI-TOF MS pro stanoveni glykosidt dai-
dzinu a genistinu v produktech ze soji. Pfednosti uplatnéni
kombinace HPLC/MS pfi stanoveni a identifikaci isoflavont
v Trifolium pratense demonstruji i nase V}isledkyzz.

Jednotlivé analyty (viz tabulka IL k obr. 6) byly identifiko-
vany na zédkladé jejich reten¢nich Casd a porovndni absorpé-
nich a hmotnostnich spekter se spektry v uzivatelské knihov-
né. U vSech ndmi identifikovanych sloucenin byly faktory
shody vétsi nez 995, pricemz z celkového poctu asi 50 identi-
fikovanych sloucenin byla u nékolika z nich jejich pfitomnost
v jetelovindch potvrzena v literatufe poprvé™,

S. Zavér

Biosyntetické drdhy flavonoidd patii k jedném z nejsledo-
vangjSich metabolickych systémi v rostlindch. Isoflavonoidy
tvofi vyznamnou podskupinu flavonoidd. Vyskytuji se jako
latky konstitu¢ni nebo se objevuji jako ndsledek pisobeni
stresu ¢i za obou okolnosti. Isoflavony plni urcité funkce
v obranném systému rostliny jako pfirozend ochrana proti
infekci, pfi kli¢eni semen, napadeni hmyzem a poSkozeni
Skidci. Tyto latky mohou po uréitou dobu udrzovat svoji
biologickou aktivitu a ovliviiovat mikrobidlni poméry v padeé.
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Obr. 6. UV (a) a TIC (b) chromatogramy analyzy extraktu Trifolium prat,‘ense22

V rostlindch se tyto latky vyskytuji pfevazné jako malona-
ty a acetdty glykosidd. V men$i mife jsou pfitomny ve formé
svych aglykoni. Isoflavony jsou v rostlinné fisi zastoupeny
v omezeném poctu Celedi jako jsou Fabaceae a Viciaceae.
V minoritnich formach se vyskytuji i v fadé dalSich celedi.
Souvislosti mezi biosyntetickymi ndvaznostmi flavont a iso-
flavont potvrzuje pfitomnost isoflavonsynthasy a minoritnich
koncentraci prislusnych isoflavont i ve zcela netypickych
celedich. Tyto skute¢nosti dokazuji pfitomnost metabolické
drédhy, kterd k témto metabolitim vede (viz schéma A).

Diskutovdny jsou moznosti pouZiti extrak¢nich a separac-
nich technik pro izolaci a identifikaci isoflavont v biologic-
kych materidlech a jsou navrzeny zptisoby identifikace na za-
kladé UV a MS spekter. Kombinace HPLC/ESI/MS a HPLC/
APCI/MS umoznuji identifikaci s vy$si pravdépodobnosti nez
systémy HPLC/UV-DAD.

Na zdkladé koliznich spekter 1ze navrhnout pravdépodob-
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nou strukturu sledovanych analyti. Tandemy HPLC-ESI-MS
a HPLC-APCI-MS se tak stavaji nedilnou soucdsti instrumen-
tace pri studiu metabolickych déjt, identifikaci novych slou-
Cenin v rostlinné fi8i, ale i v fadé dalSich védnich obort jako
jsou chemie, biochemie, mikrobiologie, ekologie, farmacie
a medicina. Dalsi pokrok pii jednoznac¢né identifikaci pfirod-
nich latek pfinese s velkou pravdépodobnosti aplikace dalsich
spektralnich metod (IR, NMR aj.) v kombinaci s chromatogra-
fickymi nebo elektromigra¢nimi technikami.

Tato prdce vznikla za financni podpory grantu MSMT CR
¢. 432100001 a grantu GA CR ¢. 521/99/0863.
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Advantages and disadvantages of combined extraction and
separation techniques for isolation of secondary metabolites
in plant materials are discussed. The number of identified
substances in crude extracts is often reduced due to co-elution
of two or more compounds. Purification procedures are ne-
cessary for more detailed studies due to interference of other
substances. Solid-phase extraction (SPE) is the most useful
extraction procedure. Its advantages in the purification, espe-
cially for more precise identification of isoflavones, are pre-
sented. Application of HPLC-DAD-MS tandem to identi-
fication and structure characterization of isoflavones in plant
materials is described. The presence of six isoflavone glyco-
side acetates and of eight malonates in Trifolium pratense
was confirmed by HPLC-MS. Biosynthesis of flavonoids is
described. Combination of SPE and HPLC-DAD-MS tech-
niques improves the procedures and allows more precise iden-
tification of secondary metabolites due to reduced interferen-
ces and co-elution of other compounds. Application of SPE
leads to simpler chromatograms but the sensitivity is sacrifi-
ced.



