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ABSTRACT

Concentrations of daidzin, genistin, ononin, daidzein, genistein, formononetin and biochanin A
were studied in individual parts of soya (Glycine max), species Rita. High performance liquid
chromatography with Diode array detection was used for the isoflavone analysis. The
isoflavones was analysed and separated on chromatographic column with reversed phase
Zorbax C18-AAA (150 mm x 4,6 mm, particle size 3,5 um, Agilent Technologies USA) by
gradient elution. Mobile phase (A) was acetonitrile and mobile phase (B) was 0,3 % formic
acid, flow rate 0.8 ml.min™, temperature on column was 40 °C. Plant material was extracted to
80 % methanol by sonication during 30 min. Undesirable interfering compounds was cleared
out from extract by refining at SPE column. The prepared extracts from plant parts were
injected on chromatographic column. Isoflavone content greatly wavered in individual parts of
plants. The highest concentration in plant had daidzein and genistein from all studied
compounds. Absolutely highest isoflavone concentration was observed in roots and beans.
Soybeans are basic material for food production and isoflavone level in them influence its
amount in foodstuff.
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ABSTRAKT

Byly studovany koncentrace daidzinu, genistinu, ononinu, daidzeinu, genisteinu, formononetinu
a biochaninu A v jednotlivych Castech rostliny soje (Glycine max) odridy Rita. Pro analyzu
bylo vyuzito vysoko-u¢inné kapalinové chromatografie s detekci diodovym polem. Isoflavony
byly analyzovany a separovany na chromatografické koloné reversni-faze Zorbax C18-AAA
(150 mm x 4,6 mm, velikosti ¢astic 3,5 um, Agilent Technologies USA) gradientovou eluci.
Mobilni fazi (A) byl acetonitril a mobilni fazi (B) 0,3 % kyselina mraven&i, priitok 0.8 ml min™,

teplota na kolon¢ 40 °C. Rostlinny material byl extrahovan do 80 % methanolu pomoci



ultrazvuku po dobu 30 min. Nezadouci interferujici latky byly z extraktu odstranény precisténim
pres systétm SPE kolony. Takto pfipravené extrakty z rostlinnych ¢asti byly naneseny na
chromatografickou kolonu. Koncentrace isoflavonit v jednotlivych castech rostliny znacné
kolisaly. Nejvyssi zastoupeni bylo glykosilovanych isoflavont (daidzinu a genistinu). Absolutné
nejvyssi mnozstvi bylo pozorovano v kofenech a semenech. Sojové boby jsou zakladnim
materidlem pro produkci potravin a hladina isoflavoni v nich ovliviiuje jejich mnozstvi
v potravinach.

Kli¢ova slova: bobovité rostliny, soja (Glycine max), isoflavony, fytoestrogeny, HPLC-UV,
DAD-detektor

UvoD

Séja lustinata (Glycine max) je kulturni rostlina pochézejici z jihovychodni Asie (Ciny).
Podle riiznych zdrojt je ptivod s6ji datovan asi do obdobi 1 000-2 000 let pt.n. 1. Do Evropy a
Ameriky se dostala v 18 stoleti. Na pocatku se vyuzivala pfevazné jako krmivo pro hospodaiska
zvitata. Pozd€ji zacala byt vyuzivana v potravinaiském primyslu (potravinaisky olej,
proteinové vyrobky a zelenina) a jako hruby material pro pramysl (barviva, inkousty, lepidla a
pény)[1]. Dnes produkuji v USA, Argentin¢, Paraguaji a Brazilii vétSinu svétové produkce.
Evropa i Cina produkuji asi 10 % této produkce [1,2]. V nasi republice byla séja p&stovana ve
veétsim mnozstvi v roce 1949 na vymeéte 2630 hektarti, coz je plocha témét identicka s plochou
v roce 2001. Dalsi rozvoj této plodiny u nas omezuje predevsim nedostatek vhodnych odrid [3].

Celed’ Fabacea je velmi rozlehlou rodinou s vice nez 700 rody a 17 000 druhy obsahujici
byliny, kefe a stromy rostouci v rozdilnych prostiedich od mok#adi pro pousté. Jednou ze
zakladnich vlastnosti je symbioza hlizkovych bakterii rodu Rhizobium s jejich kofeny.
Rostlinam baktérie pfinasi atmosféricky dusik, ktery je zaclefiovan do organickych sloucenin.
Botanicky je s6ja (Glycine max) jednoleta, kratko-denni bylina, vysoka asi 1 m, husté ochlupena
a dosti rozvétvena s trojcetnymi listy a malymi bilymi az fialovymi kvéty. Plody jsou tobolky s
nékolika vejcovitymi, lesklymi, obycejné zlutymi semeny (Obr.1). Vyjimecné postaveni sdji
mezi luSténinami je dano chemickym slozenim semen. Semena jsou potravinou a jednim z
nejlevnéjSich zdroji bilkovin ve svété a obsahuji 15 az 25 % oleje, ktery je slozen zejména z
esterd kyseliny linolové (50%), olejové (25-30%) a linoleové (2—10%). Mensi mnozstvi
kyseliny stearové, palmitové a arachidové. Ze sacharidd soja obsahuje sacharosu a nestravitelné
oligosacharidy rafinosu a stachyosu. Z vitaminll jsou v s6ji ve vyznamném mnozstvi vitaminy
skupiny B a E, z mineralnich latek pak vapnik, hoi¢ik a Zelezo. [4]. Dale so6ja obsahuje
vyznamné sekundarni metabolity (flavony, isoflavony, coumestrany a lignany). Isoflavonoidy
jsou skupinou flavonoidnich latek vykazujicich rizné biologické cinky. Je znamo asi 200
isoflavonoidl a jejich vyskyt se prakticky omezuje na lusténiny (Celed’ bobovitych Fabaceae).

V men$im mnoZzstvi se isoflavony vyskytuji také v celedich laskavcovitych (Admaranthaceae),



kosatcovitych (Iridaceae), morusovnikovitych (Moraceae) a razovitych (Rosaceae) [5].
Isoflavony byly nalezeny pfedevsim v chloroplastech nadzemnich ¢asti organid rostlin, ve
stopovém mnozstvi i v kofenech. Vyskytuji se jako latky konstituéni nebo se objevuji jako
vysledek plsobeni stresu ¢i za obou okolnosti. Isoflavony plni uréité funkce v obranném
systému rostliny jako pfirozena ochrana proti infekci, pfi kliCeni semen, napadeni hmyzem a
poskozeni skudci [6].

Utinek isoflavonti na zdravi zvitat a lidi neni doposud uspokojivé vysvétlen, aviak bylo
prokazano, ze jsou slabymi estrogeny. Z fady randomizovanych studii vyplyva, Ze isoflavony
prijimané v potravé mohou ptlisobit preventivné u nékterych druhti rakoviny ¢i osteoporozy.
Také u zen v menopouze pomahaji mirné zvySovat nizkou hladinu estrogenu [7-10].

Vysoko-uc¢inna kapalinovd chromatografie je metoda velmi vhodna pro separaci latek.
Separované latky se od sebe oddéluji podle rozdilnych sil, kterymi reaguji s dvéma fazemi
(stacionarni a mobilni). Pro separaci isoflavond byla vypracovana cela tada analytickych
postupli pomoci HPLC s riiznymi zpiisoby detekce [11-13].

V nasi praci jsme se zaméfili na stanoveni koncentrace isoflavonl v rGznych castech
rostliny s6je pomoci HPLC-UV. Nezbytnou podminkou byla vhodna piiprava biologického

vzorku pro analyzu a zplsob extrakce.

MATERIAL A METODY
Chemikalie

Isoflavony byly zakoupeny od Karlsroth GmbH (Karlsruhe, Germany). Acetonitril pro
HPLC byl pouzit od firmy Merck (Darmstadt, Germany). Ostatni analyticka ¢inidla ACS cistoty
byla zakoupena od firmy Sigma Aldrich Chemical Corp. (St. Louis, USA). Standardni roztoky
byly pfipraveny o koncentraci 10 pg/ml ACS methanolu (Sigma Aldrich, USA) a uchovavany
ve tmé pii 4 °C. VSechny roztoky byly filtrovany pies 0,45 [Im teflonové membranové filtry
(MetaChem, Torrance, CA, USA) pted zapocetim HPLC analyzy.
HPLC-UV

HP 1100 chromatograficky systém (Hewlett-Packard, Waldbronn, Germany) byl vybaven
vakuovym degaserem (G1322A), kvartérni pumpou (G1311A), autosamplerem (G13113A),
kolonovym termostatem (G1313A) a detektorem diodového pole (model G1315B).
ChemStation software (Rev A07.01) tidi cely kapalinovy chromatograficky systém. Isoflavony
byly separovany na chromatografické koloné¢ reversni-faze Zorbax CI18-AAA
(150 mm x 4,6 mm, velikosti ¢astic 3,5 um, Agilent Technologies USA) gradientovou eluci.
Mobilni fazi A byl acetonitril a mobilni fazi B 0,3 % kyselina mravenci. Pritok byl 0.8 ml min
'. Teplota na koloné byla nastavena na 40 °C. Gradient je uveden na insetu obrazku 3. Spektra

byla snimana v rozmezi 190—400 nm.



Rostlinny material

Odruda s6ja (Glycine max) Rita byla vyslechténa ve Slechtitelské stanici Horni Mosténice.
Vyska jedné rostliny byla 70 — 85 cm, hmotnost v suchém stavu: luskt 25 — 35 g, sojovych
bobtl 50 — 60 g, kotenti 5 — 10 g, stonkd 15 — 25 g, listi 5 — 10 g. Rostliny byly péstovany
v sezoné 2003 na pokusnych pozemcich MZLU — Zabgice (primérna teplota 8,2 °C a uhrn
srazek 520 mm). Pii seti byl aplikovan rhizobiélni piipravek HISTICK (B.O.R. CR). Po sklizni
(zafi 2003) byly rostliny ocistény od zbytkli zeminy a suseny za pokojové teploty.
Extrakce isoflavonii z rostliny

Jednotlivé casti rostliny byly nahrubo drceny v tieci misce a najemno homogenizovany
pomoci mlynku Ika All basic. 0,5 g biologického vzorku bylo pfeneseno do 30 ml 80%
methanolu,, a sonikovano pii 38 kHz, 150 W (K5, Kraintek) za laboratorni teploty 30 minut.
Rostlinny extrakt byl ptefiltrovan ptes filtracni papir (modra paska, 390) a doplnén na objem
50 ml. Z n&j odebrana ¢ast (10 ml) byla odpatena na vakuové odparce (Ika RV05-ST). Odparek
byl rozpuStén v 1 ml 50% methanolu ., a piefiltrovan pies teflonovy membranovy filtr
(0,45 pm).
Extrakce na SPE kolonach

Methanolové extrakty ze stonku, listu a celé rostliny byly ptecistény od flavonoidnich latek
SPE extrakei (extrakce na pevné fazi) na pocitac¢em fizeném robotu Aspec XL, Gilson. Pouzita
kolona byla HLB OASIS Waters. Kolona pfed pouzitim byla kondicionovana nejprve 1 ml
100% methanolu, poté 1 ml destilované vody. 5 ml extraktu ziskaného sonikaci bylo odpateno.
Odparek byl rozpustén v 1 ml 80% ethanolu a byly pfidiny 3 ml destilované vody. SPE
procedura byla sloZzena ze ¢tyi krokd. V prvnim kroku byly na kolonu naneseny 3 ml vzorku;
v druhém kroku — kolona promyta 1 ml 5% methanolu okyselenym 2% kyselinou octovou; ve
tieti kroku — nanesen 1 ml smési 20% methanolu a 2% hydroxidu amonného (eluce flavonoidii);
ctvrtém kroku — postupné pfidavany 1 ml 60%, 80% a 100% methanolu s 2% hydroxidem
amonnym. Ziskana smésna frakce obsahujici isoflavony byla odpafena. Odparek byl rozpustén

v 0,5 ml 50% methanolu, ptefiltrovan ptes teflonovy membranovy filtr (0,45 um).

VYSLEDKY A DISKUSE

Celed’ Fabacae zahrnuje rostlinné druhy velmi vyznamné ve vyzivé lidi a zvifat. Spojené
Narody a FAO hledaji rostlinné druhy, které budou vysoce produkéni a velmi rezistentni k
patogentim a dal§im Skidctim pro zajisténi dostate¢né vyzivy lidi a zvifat [2]. S6ja (Glycine
max) patti k n¢kolika malo rostlinnym druhtim, ktery spliiuje tuto podminku. Vliv isoflavond na
zdravi zvifat a lidi neni doposud uspokojivé vysvétlen. O vlastni distribuci isoflavont
v rostlinaich toho také neni mnoho znamo. Je zajimavé, ze rhizobialni baktérie zvySuji
koncentraci isoflavonti, podobné jak tomu je v piipadé napadeni rostliny patogenem nebo jinym

Sktidcem (Obr. 1) [14-16]. A proto je vliv samotného prostiedi velmi dilezitym faktorem pro



studium koncentrace isoflavond v rostlinach (Obr.1). VSechny tyto latky vyprodukované

rostlinami vstupuji do potravinaiského primyslu (Obr.1).

Obr. 1: Schéma zvyseni koncentrace isoflavoni v rostlin€ s6ja béhem plsobeni pathogeni a
rhizobialnich bakterii a jejich zmény v prib&hu potravinaiského primyslu
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Proto, abychom mohli studovat sekundarni metabolity u rostlin, je nezbytné vyuzivat
selektivni a velmi citlivé analytické metody. Do téchto metod patii vysoko-ucinna kapalinova
chromatografie (HPLC). Separované latky se od sebe odd¢€luji podle rozdilnych sil, kterymi
reaguji sdvéma fazemi (stacionarni a mobilni). Stacionarni faze je umisténa Vv
chromatografické kolon¢ a separovana latka je pfes ni unasena mobilni fazi. Mezi separovanymi
latkami a staciondrni fazi kolony dochazi k interakci. Latky se na koloné zachytavaji a pfi
zmeén€ koncentrace, pH, iontové sily mobilni faze jsou z kolony uvolnény, coz je ukazano na
obrazku 2. Pfi nastfiku latek do chromatografické kolony se nejprve vytvoii elucni pas
obsahujici smés latek (a). Ty jsou potom unaSeny mobilni fazi a na naplni kolony dochazi
k jejich separaci (b, c). Po vystupu prvni latky z kolony indikuje detektor jeji piitomnost
v eluatu a zaznamena elu¢ni pik (d). Jakmile rozdélené latky vyjdou z kolony, jsou pocitatem

zaznamenany jako elucni piky (e, f).



Obr. 2: Schéma chromatografického déleni latek. Po nastiiku se vytvori eluéni pas (a); interakci
se sorbentem dochazi k separaci (b, ¢, d); detektor zaznamena elucni pik (e, f).
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pouzili vysoko-u¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) s detekci diodovym polem (DAD
detekor). Rostlinné isoflavony byly separovany na chromatografické koloné reversni-faze
Zorbax CI8-AAA (150 mm x 4,6 mm, velikosti ¢astic 3,5 pm, Agilent Technologies USA)
pomoci gradientové eluce (prﬁbéh gradientu je uveden na insetu obr. 3). Vlastni podminky
13,17]. Abychom mohli identifikovat jednotlivé isoflavony, bylo nezbytné ziskat Jejlch
chromatografické spektrum. Na kolonu jsme nanesli 20 pl sedmi isoflavonovych standardi
(daidzin, genistin, ononin, daidzein, genistein, formononetin, biochanin A) pfi koncentraci 1
[Cg/ml. Na obr. 3 je ukazan typicky HPLC-UV chromatogram pfi tfech vlnovych délkach (254
nm, 280 nm a 320 nm). Nejlepsi odezvy na detektoru byly pozorovany pii vinové délce 254 nm,
ta také byla dale pouzivana pii dalsi praci. Odezvy jednotlivych separovanych isoflavonti na
DAD detektoru jsme pozorovali v reten¢nich Casech: daidzin RT:9,67; genistin RT:15,40;
ononin RT:23,78; daidzein RT:24,61; genistein RT:26,86; formononetin RT:28,25 a biochanin
A RT:30,77.



Obr. 3: HPLC-UV chromatogramy isoflavonového standardu (10 pg/mL) pfi 254, 280 a 320 nm; na
insetu zména slozeni mobilni faze chromatografie isoflavonii. HPLC/UV parametry: priitokova rychlost
0,8 ml min"; kolona Zorbax AAA (150 mm x 4,6 mm, 3,5 um velikost &astic, Agilent Technologies
USA); teplota na koloné 40 °C; mobilni faze 0,3% kyselina mravenci (v/v) a acetonitril
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Abychom ziskali extrakty s isoflavony, museli jsme jednotlivé Casti rostliny soje nejdiive
peclivé homogenizovat. Ziskany jemny prasek byl preveden do 80% vodného roztoku
methanolu a extrahovan ultrazvukem. Ultrazvukové viny o frekvenci 38 kHz a vykonu 150 W
rozrusuji rostlinna pletiva a bunétnou sténu a tak usnadnuji pfechod isoflavonti i dalSich
nezadoucich sekundarnich metabolitt do rozpoustédla. Pouzijeme-li takto ziskany extrakt pfimo
k chromatografické analyze mtizeme pozorovat fadu interferujich sloucenin ovliviiyjicich nase
stanoveni (Obr. 4A). Nezadouci interferujici latky miizeme odstranit pouzitim pied-piipravy
vzorku na kolonach SPE (solid phase extraciton). Cela operace je fizena pocitaCem a po
predchozi ekvilibraci kolony je na ni nanesen vzorek. V dalSim kroku je kolona promyta 5%
methanolem okyselenym 2% kyselinou octovou. 20% methanolem s 2% hydroxidem amonnym
jsou vymyty flavony navazané na kolon¢. Isoflavony jsou z kolony eluovany pomoci 60, 80 a
100% methanolu s 2% hydroxidem amonnym. Pfi takto pfipraveném vzorku jsme ziskali velmi

dobr¢ a reprodukovatelné odezvy isoflavonti na DAD detektoru po prob&hlé HPLC (Obr. 4B).



Obr. 4: HPLC-UV chromatogramy methanolovych extrakti pfipravenych pomoci ultrazvuku v 30 %
methanolu (v/v), 30 min., 38 kHz, 150 W; (A) pouze ultrazvuk, (B) ultrazvuk a ptecisténi na SPE kokoné
(1 — 5% methanolem okyselenym 2% kyselinou octovou, 2 — 20% methanolem s 2% hydroxidem
amonnym, 3 — 60, 80 a 100% methanolu s 2% hydroxidem amonnym). Ostatni podrobnosti jsou uvedeny
na Obr. 3.
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Rostlinné ¢asti koien, stonek, listy, lusk a semena, pfipadné cela rostlina byly pfipraveny
podle vyse uvedeného postupu. Zjistili jsme, ze nejvyssi koncentrace isoflavoni byly
v kotenech a plodech soji. Je zajimavé, Ze v kofenech byly navic pfitomny vSechny studované
isoflavony v pomérné vysoké koncentraci (Obr.5). Je znamo, Ze bakterie rodu Rhizobium
stimuluji rostlinu k tvorbé téchto sekundarnich metaboliti [14]. Je pravdépodobné, Ze tato
zvysSena koncentrace isoflavoni umoznuje rostliné kontrolovat riist téchto mikroorganismd.
Obecné plati, ze ve vSech studovanych castech rostliny je nejvyssi koncentrace daidzinu a
genistinu, sloucenin s cukernym zbytkem, umoznujicim pravdépodobné interakci s rostlinnou
bunécnou sténou.V ostatnich ¢astech jako jsou listy, stonek a lusk je koncentrace isoflavont
v priméru o 40 — 80 % niz§i (Obr.5). Mnozstvi isoflavonli v sojovych bobech bylo velmi
vysoké, predevsim glykosilovaného daidzinu a genistinu. Ononin a formononetin nebyl v téchto
castech detekovan vibec. Je znamo, ze v sdjovych bobech se vyskytuji nejcastéji isoflavony
daidzein, glycitein a genistein a jejich 7 —f — D — glukosidy: daidzin, glycitin a genistin [12].
Tyto vysoké koncentrace mohou také pravdépodobné souviset s ochranou semene pied
napadenim bakteriemi a plisnémi. MnoZzstvi jednotlivych isoflavonid v riznych castech rostliny

je uveden v tabulce 1.



Obr. 5: Mnozstvi isoflavontl v riznych ¢astech rostliny soji (Glycine max). Ostatni podrobnosti jsou
uvedeny na Obr. 4.
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ZAVER

Séja je v soucasné dobé velmi perspektivni plodinou pro vyzivu lidi a zvifat. Mnozstvi
isoflavonti v produktech ze s6ji je velice variabilni, a pravdépodobné velmi zalezi nejen na
odrudé, ale také na povétrnostnich podminkach béhem vegetace, napadeni patogeny a Skadci.
Zkoumana odrida byla specialné vyslechténa pro nasSe podminky. Zjistili jsme, Ze koncentrace
isoflavont v riznych castech rostliny s6ji odrudy Rita (Glycine max) znacné kolisa. Nejvyssi
koncentrace isoflavonti byly pozorovany v séjovych bobech a kofenech v ostatnich ¢astech
rostliny jsou koncentrace velmi nizké. Ziskané poznatky jsou velmi dulezité pro pochopeni

presunu isoflavonti do potravinového fetézce.
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Tab. 1:
Zastoupeni isoflavonii v ng/g
| soflavony Rostlina | Kofen | Stonek List | Tobolka| Semeno
Daidzin 7,71 9,53 4,75 7,05 2,12 11,52
Genistin 9,29 3,79 2,94 457 1,28 12,18
Ononin 1,96 4,14 1,43 2,22 - -
Daidzein 1,47 7,38 0,91 - 1,18 0,98
Genistein 0,88 1,34 0,80 1,01 0,74 0,89
Formononetin 0,83 1,46 - 0,80 0,89 -
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