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1. ⁄vod

Rostlinn· ¯Ìöe produkuje obrovsk·, a Ëasto ¯·dovÏ odliön·
mnoûstvÌ organick˝ch l·tek, kterÈ se vÏtöinou nezapojujÌ p¯Ì-
mo do procesu r˘stu a v˝voje. Tyto l·tky oznaËujeme jako
sekund·rnÌ metabolity. Z·kladem jejich biosyntetickÈ produk-
ce jsou prim·rnÌ metabolity, p¯iËemû hranice mezi prim·rnÌmi
a sekund·rnÌmi metabolity nejsou zcela jednoznaËnÏ defino-
v·ny. Tyto l·tky jsou Ëasto odstupÚovanÏ rozdÏleny mezi
p¯esnÏ vymezenÈ taxonomickÈ skupiny uvnit¯ rostlinnÈ ¯Ìöe.
MnohÈ jejich funkce z˘st·vajÌ doposud nepoznanÈ.

P¯ÌrodnÌ rostlinnÈ metabolity m˘ûeme rozdÏlit do t¯Ì hlav-
nÌch skupin: terpeny, alkaloidy a fenylpropanoidy a jim p¯Ì-
buznÈ fenolickÈ slouËeniny. Terpeny jsou odvozeny od pre-
kurzoru isopentenyl-difosf·tu (IPP) s pÏti uhlÌkov˝mi atomy
a zahrnujÌ vedle prim·rnÌch metabolit˘ takÈ vÌce neû 25 000
sekund·rnÌch metabolit˘. Alkaloidy, kter˝ch je zn·mo okolo
12 000, obsahujÌ jeden nebo vÌce atom˘ dusÌku a jejich bio-
syntÈza vych·zÌ p¯edevöÌm z aminokyselin.

äikim·tovou nebo malon·t-acet·tovou metabolickou ces-
tou vznik· p¯es osm tisÌc fenolick˝ch slouËenin. P¯ev·ûn·
vÏtöina rostlinn˝ch fenol˘, nikoliv vöak vöechny, je odvo-
zena z fenylpropanoidovÈ a fenylpropanoid-acet·tovÈ cesty
a v rostlinÏ plnÌ celou ¯adu v˝znamn˝ch fyziologick˝ch funk-
cÌ. Centr·lnÌmi enzymy v fenylpropanoidovÈm metabolismu
jsou fenylalaninamoniumlyasa (PAL) a tyrosinamoniumlyasa
(TAL). Tyto enzymy konvertujÌ fenylalanin (PAL) na sko¯i-
covou kyselinu a tyrosin (TAL) na p-kumarovou (4-hydroxy-
-sko¯icovou) kyselinu.

JednotlivÈ skupiny fenolick˝ch l·tek sdÌlejÌ mnoho spo-
leËn˝ch znak˘ vych·zejÌcÌch z jejich biochemick˝ch cest.
K jednÈ z nejv˝znamnÏjöÌch skupin fenolick˝ch slouËenin

pat¯Ì flavonoidy. Tato skupina se skl·d· z rozmanit˝ch skupin
rostlinn˝ch metabolit˘, mezi kterÈ pat¯Ì chalkony, aurony,
flavonony, isoflavonoidy, flavony, flavonoly, leukoanthokya-
nidiny (flavan-3,4-dioly), katechiny a anthokyanidiny. Skupi-
na zahrnuje vÌce neû 4 500 slouËenin. MetabolickÈ dr·hy
jednotliv˝ch skupin jsou znaËnÏ komplikovanÈ, jak ukazuje
schÈma A, kterÈ bylo modifikov·no na z·kladÏ liter·rnÌch
˙daj˘1ñ4 a kterÈ lze nalÈzt v internetovÈm doplÚku k tÈto pr·ci
na adrese http://chemicke-listy.vscht.cz/index_cz1250.html.

Isoflavonoidy tvo¯Ì v˝znamnou podskupinu pat¯ÌcÌ mezi
flavonoidy. Existuje asi 629 zn·m˝ch struktur a z toho je
pops·no okolo 364 aglykon˘. Tyto slouËeniny se odliöujÌ
strukturnÏ od dalöÌch t¯Ìd flavonoid˘ vazbou benzenovÈho
kruhu (kruhu B) v pozici 3 heterocyklickÈho systÈmu. Jejich
struktura (viz schÈma A v internetovÈm doplÚku a tabulka I)
je zaloûena na 3-fenylchromen-4-onu a liöÌ se v mÌ¯e hydro-
xylace, methylace a glykosylace5,6.

Isoflavony jsou polohovÈ izomery ËastÏji se vyskytujÌcÌch
flavon˘. Genistein je nap¯Ìklad biosynteticky odvozen p¯esu-
nem arylu ze stejnÈho chalkonovÈho prekurzoru podobnÏ jako
flavon apigenin. Isoflavony jsou zastoupeny v rostlinnÈ ¯Ìöi
v menöÌ mÌ¯e neû dalöÌ flavonoidy. Tato skuteËnost je potvr-
zena faktem, ûe isoflavony jsou zastoupeny p¯ev·ûnÏ v ome-
zenÈm poËtu ËeledÌ jako jsou Fabaceae a Viciaceae. V menöÌ
mÌ¯e se vyskytujÌ i v ¯adÏ dalöÌch ËeledÌ jako jsou Papiliona-
ceae, Iridaceae, Myristicaceae, Compositae, Amaranthaceae
a Rosaceae.

Isoflavony se vyskytujÌ p¯edevöÌm v chloroplastech nad-
zemnÌch Ë·stÌ org·n˘ rostlin, ve stop·ch i v ko¯enech (u nÏ-
kter˝ch rostlin pouze v ko¯enech, nap¯. Ononis spinnosa).
VyskytujÌ se jako l·tky konstituËnÌ, nebo se objevujÌ jako
n·sledek  p˘sobenÌ stresu Ëi za obou  okolnostÌ. Na obsah
isoflavon˘ m· vliv ¯ada biotick˝ch a abiotick˝ch faktor˘.
Isoflavony plnÌ urËitÈ funkce v obrannÈm systÈmu rostliny
jako p¯irozen· ochrana proti infekci, p¯i klÌËenÌ semen, napa-
denÌ hmyzem a poökozenÌ ök˘dci. Tyto l·tky mohou po urËitou
dobu udrûovat svoji biologickou aktivitu a ovlivÚovat mikro-
bi·lnÌ pomÏry v p˘dÏ.

Mezi nejzn·mÏjöÌ isoflavony pat¯Ì aglykony daidzein, ge-
nistein, formononetin a biochanin A, jakoû i jejich glykosidy
daidzin, genistin, ononin a sissostrin. Isoflavony jsou slab˝mi
estrogeny. VykazujÌ estrogennÌ ˙Ëinky na centr·lnÌ nervovou
soustavu, vyvol·vajÌ faleönou ¯Ìji a stimulujÌ r˘st pohlavnÌch
org·n˘ samic savc˘. Studie v oblasti hum·nnÌ a veterin·rnÌ
medicÌny i pokusy s tk·Úov˝mi kulturami dokl·dajÌ d˘leûitou
roli tÏchto fytoestrogen˘ p¯ijÌman˝ch v potravÏ v prevenci
osteoporosy, menopausy, n·dorov˝ch a srdeËnÌch onemocnÏ-
nÌ7,8.

2. Detekce isoflavon˘

Detekce a identifikace biologicky aktivnÌch l·tek hraje
strategickou roli ve fytochemickÈm v˝zkumu. Mezi rychlÈ
orientaËnÌ techniky pat¯Ì p¯edevöÌm papÌrov· (PC), tenkovr-
stv· (TLC) a p¯ÌpadnÏ i sloupcov· chromatografie (CC). Pro
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Tabulka I
Struktury isoflavon˘

Isoflavony R1 R2 R3 R4 R5 R6

Daidzin H H Glc H H OH
Glycetin-7-O-β-D-glukosid H OCH3 Glc H H OH
Kalykosin-7-O-β-D-glukosid H H Glc H OH OCH3
Genistin OH H Glc H H OH
Daidzein-7-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t H H GlcMal H H OH
3-Methylorobol-7-O-β-D-glukosid OH H Glc H OCH3 OH
Pratensein-7-O-β-D-glukosid OH H Glc H OH OCH3
Kalykosin-7-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t H H GlcMal H OH OCH3
Pseudobaptigenin-7-O-β-D-glukosid H H Glc H OCH2O
Daidzein-7-O-β-D-glukosid-6î-O-acet·t H H GlcAc H H OH
Ononin (formononetin-7-O-β-D-glukosid) H H Glc H H OCH3
Genistein-7-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t OH H GlcMal H H OH
Orobol-7-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t OH H Glc H OH OH
3-Methylorobol-7-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t OH H GlcMal H OCH3 OH
Pratensein-7-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t OH H GlcMal H OH OCH3
Daidzein H H H H H OH
Irilon-4í-O-β-D-glukosid OH O- CH2- H H Glc
Pseudobaptigenin-7-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t H H GlcMal H OCH2O
Glycitein H OCH3 H H H OH
Orobol OH H H H OH OH
Kalykosin H H H H OH OCH3
Formononetin-7-O-β-D-glukoside-6î-O-malon ·t H H GlcMal H H OCH3
Afrormosin-7-O-β-D-glukosid H OCH3 Glc H H OCH3
Sissotrin (biochanin A-7-O-β-D-glukosid) OH H Glc H H OCH3
Irilin B-7-O-β-D-glukosid OH OCH3 Glc OH H H
Irilon-4í-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t OH OCH2 H H GlcMal
Trifosid (prunetin-4í-O-β-D-glukosid) OH H CH3 H H Glc
Afrormosin-7-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t H OCH3 GlcMal H H OCH3
Pseudobaptigenin-7-O-β-D-glukosid-6î-O-acet·t H H GlcAc H OCH2O
Formononetin-7-O-β-D-glukosid-6î-O-acet·t H H GlcAc H H OCH3
Texasin-7-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t H OH GlcMal H H OCH3
Irilin B-7-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t OH OCH3 GlcMal OH H H
3í-Methylorobol OH H H H OCH3 OH
Genistein OH H H H H OH
Biochanin A-7-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t OH H GlcMal H H OCH3
Pratensein OH H OH H OH OCH3
Prunetin-4í-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t OH H CH3 H H GlcMal
Pseudobaptigenin H H H H OCH2O
Irilon-4í-O-β-D-glukosid-6î-O-acet·t OH OCH2 H H GlcAc
Formononetin H H H H H OCH3
Prunetin-4í-O-β-D-glukosid-6î-O-acet·t OH H CH3 H H GlcAc
Texasin H OH H H H OCH3
Biochanin A-7-O-β-D-glukosid-6î-O-acet·t OH H GlcAc H H OCH3
Irilon OH OCH2 H H OH
Prunetin OH H CH3 H H OH
Biochanin A OH H H H H OCH3

stanovenÌ jednotliv˝ch isoflavon˘ v rostlinn˝ch extraktech
a biologick˝ch materi·lech jsou s ˙spÏchem pouûÌv·ny p¯ede-
vöÌm metody chromatografickÈ (kapalinov· a plynov· chro-
matografie ñ HPLC a GC) a elektromigraËnÌ (kapil·rnÌ elek-

troforÈza a micel·rnÌ elektrokinetick· chromatografie ñ CE
a MEKC).

CennÈ informace o chemickÈ struktu¯e studovan˝ch me-
tabolit˘ m˘ûeme zÌskat spektr·lnÌmi technikami. Mezi off-line
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Obr. 1. Srovn·nÌ UV spekter isoflavon˘22; a ñ daidzein, b ñ formononetin, c ñ genistein, d ñ biochanin A, e ñ pseudobaptigenin, f ñ kalykosin,
g ñ afrormosin, h ñ irilon, i ñ pratensein, j ñ prunetin
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Tabulka II
Identifikace pÌk˘ a spektr·lnÌ data extraktu Trifolium pratense22

PÌk tr [M+H]+ Fragment λmax IdentifikovanÈ isoflavony
[min] [m/z] [m/z] [nm]

1 4,83 417 255 250,302 daidzin
2 5,30 447 285 258,286 glycetin-7-O-β-D-glukosid
3 6,20 447 285 250,286 kalykosin-7-O-β-D-glukosid
4 10,10 433 271 260,328 genistin
5 10,22 503 255 250,300 daidzein-7-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t
6 11,15 463 301 264,330 3-methylorobol-7-O-β-D-glukosid
7 11,63 463 301 261,286,337 pratensein-7-O-β-D-glukosid
8 12,80 533 285 259,286 kalykosin-7-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t
9 14,99 445 283 249,292 pseudobaptigenin-7-O-β-D-glukosid

10 16,70 431 269 251,300 ononin (formononetin-7-O-β-D-glukosid)
11 19,50 549 301 264,332 3-methylorobol-7-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t
12 20,49 549 301 261,286,338 pratensein-7-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t
13 22,70 517 269 250,298 isoformononetin-7-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t)
14 23,20 255 250,302 daidzein
15 24,30 461 299 270,339 irilon-4í-O-β-D-glukosid
16 24,60 531 283 249,293 pseudobaptigenin-7-O-β-D-glukosid-6 î-O-malon·t
17 24,75 285 258,288 glycitein
18 26,50 517 269 250,298 formononetin-7-O-β-D-glukosid-6î-OD -malon·t
19 26,80 461 299 afrormosin-7-O-β-D-glukosid
20 29,40 447 285 260,326 sissotrin (biochanin A-7-O-β-D-glukosid)
21 29,60 463 301 262,288,320 irilin B (5,7,2í-trihydroxy-6-methoxyisoflavon-7-O-β-D-

-glukosid)
22 30,10 547 299 271,340 irilon-4í-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t
23 32,85 447 285 260,324 trifosid (prunetin-4í-O-β-D-glukosid)
24 33,02 547 299 270,337 afrormosin-7-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t
25 36,10 533 285 260,326 texasin-7-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t

Obr. 2. Porovn·nÌ UV a MS spekter apigeninu (a) a genisteinu (b) (cit.22)

200

200

200

200

250

250

300

300

600

600

350

350

800

800

400

400

400

400

0

0

0

0

100

100

100

100

200

200

20

20

300

300

80

80

60

60

400

400

40

40

λ, nm

λ, nm

m z/

m z/

mAU

mAU

a

b

271,1

271,1

Chem. Listy 97, 530 ñ 539 (2003) Refer·ty

533



Tabulka II ñ pokraËov·nÌ

PÌk tr [M+H]+ Fragment λmax IdentifikovanÈ isoflavony
[min] [m/z] [m/z] [nm]

26 36,30 549 301 262,287,320 irilin B (5,7,2í-trihydroxy-6-methoxyisoflavon-7-O-β-D-
-glukosid-6î-O-malon·t)

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-β-D-glukosid-6î-O-malon·t
30 40,92 301 262,284,334 pratensein
31 41,20 533 285 260,325 trifosid (prunetin-4í-O-β-D-glukosid-6î-O-malon·t)
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-β-D-glukosid-6î-O-acet·t
36 60,70 285 261,326 biochanin A

techniky pat¯Ì spektrofotometrickÈ metody v ultrafialovÈ a vi-
ditelnÈ (UV/VIS) nebo infraËervenÈ oblasti (IR), hmotnostnÌ
spektrometrie a nukle·rnÌ magnetick· resonance (1H-NMR,
13C-NMR). On-line techniky zahrnujÌ GC, HPLC a CE ve
spojenÌ s detektorem s diodov˝m polem (UV/VIS DAD) nebo
detekcÌ pomocÌ hmotnostnÌ spektrometrie HPLC/MS, HPLC/
MS/MS, GC/MS, CE/MS a v neposlednÌ ¯adÏ i kombinace
kapalinovÈ chromatografie s nukle·rnÌ magnetickou resonancÌ
HPLC/NMR (cit.9ñ13).

Vy¯eöenÌ konstrukce pot¯ebn˝ch rozhranÌ pro spojenÌ tÏch-
to technik a zavedenÌ nov˝ch ionizaËnÌch metod, jako jsou
elektrosprej (ESI) a chemick· ionizace za atmosfÈrickÈho
tlaku (APCI), umoûnilo prov·dÏnÌ rutinnÌch anal˝z biologic-
k˝ch materi·l˘. Jednou z dalöÌch v˝hod je moûnost prov·dÏt
aktivaci iont˘ p¯Ìmo v iontovÈm zdroji. Moûnost interpreta-
ce takto zÌskan˝ch koliznÌch spekter jednotliv˝ch isoflavon˘
umoûÚuje up¯esnit dalöÌ strukturnÌ informace o sledovan˝ch
metabolitech.

3. Extrakce a izolace isoflavon˘

V˝öe uvedenÈ techniky vöak vyûadujÌ dokonalou p¯edbÏû-
nou separaci jednotliv˝ch skupin metabolit˘, neboù klasickÈ
izolaËnÌ postupy jsou znaËnÏ neselektivnÌ. Zvl·ötÏ vysokÈ
n·roky jsou kladeny na zjednoduöenÌ matrice vzork˘ u biolo-
gick˝ch materi·l˘ rostlinnÈho p˘vodu. Postupy pro extrakci
a izolaci isoflavonoid˘ lze rozdÏlit do nÏkolika skupin: 1) ex-
trakce kapalinou, 2) kysel· hydrol˝za, 3) enzymatick· hydro-
l˝za, 4) extrakce na tuhÈ f·zi (SPE) a 5) extrakce kapalinou
(oxidem uhliËit˝m) v nadkritickÈm stavu (SFE).

P¯i extrakci isoflavonoid˘ pol·rnÌ kapalinou z dokonale
homogenizovan˝ch vzork˘ se pouûÌv· methanol, ethanol nebo
acetonitril, pop¯. jejich vodnÈ roztoky. V nÏkter˝ch p¯Ìpadech
se taktÈû pouûÌv· dichlormethan. Doba extrakce se v z·vislosti
na pouûitÈ extrakËnÌ kapalinÏ a druhu vzorku pohybuje od
jednotek hodin aû po nÏkolik dnÌ. Doba a ˙Ëinnost extrakce
z·visÌ p¯edevöÌm na zvolenÈm postupu, teplotÏ a zp˘sobu
a intenzitÏ t¯ep·nÌ. Metody b˝vajÌ m·lo selektivnÌ a vykazujÌ
pomÏrnÏ nÌzkou ˙Ëinnost.

Postupy zaloûenÈ na kyselÈ hydrol˝ze vyuûÌvajÌ pro ex-
trakci vodnÈ roztoky organick˝ch rozpouötÏdel (methanol,
acetonitril a ethanol) s p¯Ìdavkem kyseliny chlorovodÌkovÈ.
⁄Ëinnost je z·visl· p¯edevöÌm na koncentraci kyseliny chlo-
rovodÌkovÈ, dobÏ extrakce a koncentraci rozpouötÏdla14,15.
P¯Ìdavek kyseliny chlorovodÌkovÈ vede ke zv˝öenÌ extrakËnÌ
˙Ëinnosti, p¯iËemû selektivita z˘st·v· zhruba zachov·na.

EnzymatickÈ hydrol˝ze p¯edch·zÌ extrakce homogenizo-
vanÈho vzorku 96% ethanolem. Po dokonalÈm odpa¯enÌ pod
vakuem n·sleduje digesce acet·tov˝m pufrem obsahujÌcÌm
β-glukosidasu a β-glukoronidasu/sulfatasu, inkubace a centri-
fugace. Enzymatick· hydrol˝za je mnohem öetrnÏjöÌ a vyzna-
Ëuje se zlepöenou selektivitou v porovn·nÌ s p¯edchozÌmi
postupy.

P¯i extrakci na tuhÈ f·zi b˝v· v prvnÌm kroku provedena
digesce rozpouötÏdlem. Potom je extrakt vzorku nanesen na
vhodn˝ sorbent. K nejpouûÌvanÏjöÌm sorbent˘m pat¯Ì, vedle
modifikovanÈho silikagelu C18, p¯edevöÌm polymernÌ sorben-
ty na b·zi kopolymeru N-vinylpyrrolidonu a divinylbenzenu
a kopolymeru styren-divinylbenzen (PS-DVB) (cit.16ñ23). Li-
mitujÌcÌm faktorem pro vyuûitÌ sorbent˘ na b·zi alkylovanÈho
silikagelu (nap¯. C18) je jejich nedostateËn· retence pol·rnÌch
analyt˘, coû m˘ûe zp˘sobit nÌzkou n·vratnost analytu. P¯i
aplikaci vzorku na sorbent m˘ûe doch·zet ke ztr·t·m analytu
jeho pr˘nikem do odpadu.

ÿadu tÏchto limitujÌcÌch faktor˘ eliminujÌ sorbenty na b·zi
kopolymeru styren-divinylbenzen (PS-DVB). ZaruËujÌ stabi-
litu sorbentu v öirokÈm rozsahu pH, zvyöujÌ pouûitelnost pro
öirokou ök·lu analyt˘24ñ25 a vykazujÌ vyööÌ retenci pol·rnÌch
analyt˘. Jejich Ë·steËnou nev˝hodou je ponÏkud niûöÌ hydro-
fobnÌ charakter, kter˝ zp˘sobuje horöÌ sm·Ëivost.

Tento nedostatek odstraÚujÌ hydrofilnÏ-lipofilnÌ kopoly-
mery na b·zi N-vinylpyrrolidonu a divinylbenzenu. HydrofilnÌ
charakter N-vinylpyrrolidonu zvyöuje sm·Ëivost kopolymeru
a naopak lipofilnÌ charakter divinylbenzenu zvyöuje retenci
reverznÌ f·ze pot¯ebnou k z·chytu analyt˘. P¯Ìtomnost N-vi-
nylpyrrolidonu umoûÚuje aplikaci vzorku p¯Ìmo na sorbent
bez kondicionaËnÌch krok˘. Tyto vlastnosti zv˝hodÚujÌ poly-
mernÌ sorbenty p¯ed klasick˝mi sorbenty na b·zi silikagelu,
kde kondicionaËnÌ krok m˘ûe b˝t kritick˝m mÌstem extrakce.
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Vöechny v˝öe uvedenÈ postupy jsou vesmÏs vhodn˝m
doplÚkem ke klasick˝m postup˘m izolace, neboù vlivem vy-
sokÈ selektivity separace doch·zÌ k v˝raznÈmu zjednoduöe-
nÌ n·slednÈho separaËnÌho kroku. KomplikovanÏjöÌ p¯Ìprava
vzorku vede vesmÏs ke snÌûenÌ poËtu balastnÌch l·tek, avöak
je prov·zena i urËit˝mi ztr·tami nÏkter˝ch sloûek a vyööÌ
Ëasovou n·roËnostÌ. V˝bÏru sorbentu i rozpouötÏdel je tedy
nutno vÏnovat velkou pÈËi.

V ojedinÏl˝ch p¯Ìpadech byla pouûita extrakce kapalinou
v nadkritickÈm stavu (SFE) s pouûitÌm oxidu uhliËitÈho26.
P¯i extrakci glykosid˘ isoflavon˘ nebyla SFE p¯Ìliö ˙spÏön·,
avöak pro stanovenÌ aglykon˘ isoflavon˘ se uplatnila s po-
mÏrnÏ dobr˝mi v˝sledky. PouûitÌ modifik·tor˘ (methanol,
acetonitril aj.) m˘ûe v ¯adÏ p¯Ìpad˘ zv˝öit ˙Ëinnost i selektivitu
SFE.

4. Detekce a identifikace isoflavon˘

Pro stanovenÌ isoflavon˘ jsou nejËastÏji pouûÌv·ny chro-
matografickÈ a elektromigraËnÌ metody. P¯i HPLC separacÌch
se nejËastÏji pouûÌv· uspo¯·d·nÌ s reverznÌ f·zÌ na alkylova-
n˝ch silikagelech C18 pop¯. C8. Separace se prov·dÌ pomocÌ
izokratickÈ nebo gradientovÈ eluce mobilnÌ f·ze, kterou tvo¯Ì
smÏs methanolu, acetonitrilu, propan-1-olu, tetrahydrofuranu
nebo ethanolu s vhodn˝mi tlumiËi (kyselina octov·, mravenËÌ
nebo trifluoroctov·, octan amonn˝ nebo fosf·tov˝ pufr). Jed-
notlivÈ l·tky se detegujÌ p¯ev·ûnÏ spektrofotometricky v UV
oblasti (254ñ280 nm).

SledovanÈ analyty lze s omezenou pravdÏpodobnostÌ iden-
tifikovat na z·kladÏ jejich  retenËnÌch  Ëas˘  nebo metodou
p¯Ìdavku internÌho standardu. Pro zv˝öenÌ informaËnÌ hodnoty

Obr. 3. RDA fragmentace daidzeinu (a), glyciteinu (b) a irilonu (c)
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v˝sledk˘ se v souËasnosti s v˝hodou  vyuûÌv· kombinace
porovn·nÌ retenËnÌch Ëas˘ se souËasn˝m porovn·nÌm UV/VIS
DAD absorpËnÌch spekter mÏ¯en˝ch l·tek se spektry uloûen˝-
mi v knihovnÏ spekter standardnÌch l·tek s pouûitÌm faktor˘
shody (match factor). Tyto spektr·lnÌ knihovny musÌ b˝t uûi-

vatelem vytvo¯eny za p¯esnÏ definovan˝ch separaËnÌch pod-
mÌnek (stejn· mobilnÌ f·ze, pr˘tok, typ chromatografickÈho
Ëerpadla, kolona a teplota) a nelze vyuûÌvat komerËnÏ nabÌze-
nÈ spektr·lnÌ knihovny.

Faktor shody (match factor, ËÌseln· hodnota od 1 do 1000)

Obr. 4. MS spektra aglykonu, glukosidu a malon·tu glukosidu irilonu (a), formononetinu (b) a prunetinu (c) (cit.22)
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vznikne matematick˝m porovn·nÌm spektr·lnÌ k¯ivky stan-
dardu se spektr·lnÌ k¯ivkou sledovanÈ slouËeniny. U hodnot
vyööÌch neû 996 m˘ûeme hovo¯it s velkou pravdÏpodob-
nostÌ o identitÏ slouËenin. Tento fakt je vöak nutno potvrdit
jeötÏ alespoÚ jednÌm nez·visl˝m ˙dajem (nap¯Ìklad shodou
retenËnÌch Ëas˘), neboù ¯ada isoflavon˘ m· velmi podobn·
spektra (viz nap¯.  spektra pro  daidzein a formononetin,
genistein a biochanin A (cit.22) na obr. 1).

TÈmÏ¯ identick· spektra vykazujÌ navÌc i aglykon, glyko-
sid, acet·tglykosid a malon·tglykosid. Zde pak platÌ pravidlo
po¯adÌ eluce dle retenËnÌch Ëas˘ malon·tglykosid < glykosid
< acet·tglykosid < aglykon, kterÈ lze v ¯adÏ p¯Ìpad˘ pouûÌt
jako pomocnÈ kritÈrium p¯i identifikaci pÌk˘. Spektra isofla-
von˘ jsou zpravidla zcela odliön· od jejich flavonov˝ch ana-
log˘27, jak ukazujÌ nap¯Ìklad spektra22 pro genistein a apigenin
na obr. 2. Spektr·lnÌ charakteristiky v UV/VIS oblasti spektra
(viz tabulka II) jsou velmi uûiteËn˝m prost¯edkem p¯i identi-
fikaci jednotliv˝ch isoflavon˘, ale Ëasto ani ony nejsou jedno-
znaËn˝m kritÈriem.

Ve sporn˝ch p¯Ìpadech je pak velmi ˙Ëinn˝m n·strojem
p¯i identifikaci tandem HPLC-DAD/MS. V˝voj tÏchto technik
byl v minulosti z·visl˝ na vy¯eöenÌ vhodn˝ch rozhranÌ mezi
kapalinov˝m chromatografem a hmotnostnÌm spektrometrem.
Vysoko˙Ëinn· kapalinov· chromatografie pracuje s vysok˝mi
pr˘toky mobilnÌch f·zÌ, vysok˝m tlakem a nÌzkou teplotou
v kontrastu s hmotnostnÌ spektrometriÌ, kter· pouûÌv· nÌzk˝
pr˘tok, vysokÈ vakuum a plynnou f·zi p¯i vysok˝ch teplot·ch.

N·stup nov˝ch ionizaËnÌch technik, jako jsou elektrosprej
(ESI) a chemick· ionizace za atmosfÈrickÈho tlaku (APCI),
umoûnily rutinnÌ propojenÌ HPLC s hmotnostnÌ spektrometriÌ
(HPLC/MS) v öirokÈm rozsahu pr˘tokov˝ch rychlostÌ mobilnÌ
f·ze (od µl.minñ1 aû po ml.minñ1). Moûnost prov·dÏt aktivaci
iont˘ p¯Ìmo v iontovÈm zdroji dovoluje zÌsk·vat koliznÌ spek-
tra, kter· poskytujÌ dalöÌ detailnÌ strukturnÌ informace o jed-
notliv˝ch isoflavonech (cit.22, obr. 3).

Na z·kladÏ retro-Diels-Alderovy fragmentace (RDA) lze
s urËitou p¯esnostÌ urËit substituci fragment˘ u isoflavon˘ na
fragmentu kruhu A a substituci na fragmentu kruhu B (viz
p¯Ìklady22 na obr. 4 a 5). Z tÏchto informacÌ lze potvrdit,
pop¯ÌpadÏ navrhnout, pravdÏpodobnou strukturu p¯ÌsluönÈho
metabolitu. Intenzita fragmentace z·visÌ na intenzitÏ koliznÌho

napÏtÌ (CID), pouûitÈm sloûenÌ mobilnÌ f·ze (kyselina octov·,
kyselina mravenËÌ, acet·t, atd.), koncentraci sloûek mobilnÌ
f·ze, typu organickÈho modifik·toru v iontovÈm zdroji a v ne-
poslednÌ ¯adÏ p¯edevöÌm na chemickÈ struktu¯e sledovanÈho me-
tabolitu. Tandemy HPLC/ESI-MS a HPLC/APCI-MS tak pat¯Ì
k velmi uûiteËn˝m n·stroj˘m k identifikaci a n·slednÏ i ke sta-
novenÌ nov˝ch isoflavon˘ v biologick˝ch materi·lech22,28ñ40.

Pro identifikaci a stanovenÌ isoflavon˘ v rostlinn˝ch ma-
teri·lech (soja, traviny aj.) byla pouûita cel· ¯ada r˘zn˝ch
spojenÌ HPLC/MS, jak v ESI mÛdu, tak i v pozitivnÌm i nega-
tivnÌm APCI mÛdu. P¯ednostÌ spojenÌ HPLC/ESI-MS je öetr-
nÏjöÌ ionizace termolabilnÌch konjug·t˘. Barnes a spol.33 a Rij-
ke a spol.40 pouûili pro stanovenÌ isoflavon˘ a jejich malon·-
t˘ u leguminos chemickÈ ionizace za atmosfÈrickÈho tlaku
(APCI). LimitujÌcÌm faktorem p¯i pouûitÌ APCI mÛdu pro
identifikaci malon·tov˝ch a acet·tov˝ch glykosid˘ je jejich
mal· termick· stabilita. Wang a Sporns38 demonstrovali po-
uûitÌ systÈmu MALDI-TOF MS pro stanovenÌ glykosid˘ dai-
dzinu a genistinu v produktech ze soji. P¯ednosti uplatnÏnÌ
kombinace HPLC/MS p¯i stanovenÌ a identifikaci isoflavon˘
v Trifolium pratense demonstrujÌ i naöe v˝sledky22.

JednotlivÈ analyty (viz tabulka II k obr. 6) byly identifiko-
v·ny na z·kladÏ jejich retenËnÌch Ëas˘ a porovn·nÌ absorpË-
nÌch a hmotnostnÌch spekter se spektry v uûivatelskÈ knihov-
nÏ. U vöech n·mi identifikovan˝ch slouËenin byly faktory
shody vÏtöÌ neû 995, p¯iËemû z celkovÈho poËtu asi 50 identi-
fikovan˝ch slouËenin byla u nÏkolika z nich jejich p¯Ìtomnost
v jetelovin·ch potvrzena v literatu¯e poprvÈ22.

5. Z·vÏr

BiosyntetickÈ dr·hy flavonoid˘ pat¯Ì k jednÏm z nejsledo-
vanÏjöÌch metabolick˝ch systÈm˘ v rostlin·ch. Isoflavonoidy
tvo¯Ì v˝znamnou podskupinu flavonoid˘. VyskytujÌ se jako
l·tky konstituËnÌ nebo se objevujÌ jako n·sledek p˘sobenÌ
stresu Ëi za obou okolnostÌ. Isoflavony plnÌ urËitÈ funkce
v obrannÈm systÈmu rostliny jako p¯irozen· ochrana proti
infekci, p¯i klÌËenÌ semen, napadenÌ hmyzem a poökozenÌ
ök˘dci. Tyto l·tky mohou po urËitou dobu udrûovat svoji
biologickou aktivitu a ovlivÚovat mikrobi·lnÌ pomÏry v p˘dÏ.

Obr. 5. MS spektra acet·tu glukosidu irilonu (a) , formononetinu (b) a prunetinu (c) (cit.22)

200 200 200600 600 600800 800 800400 400 400
0 0 0

100 100 100

80 80 80

20 20 20

60 60 60

40 40 40

299
269 285

503 473 489

ba

m z/ m z/ m z/

c

Chem. Listy 97, 530 ñ 539 (2003) Refer·ty

537



V rostlin·ch se tyto l·tky vyskytujÌ p¯ev·ûnÏ jako malon·-
ty a acet·ty glykosid˘. V menöÌ mÌ¯e jsou p¯Ìtomny ve formÏ
sv˝ch aglykon˘. Isoflavony jsou v rostlinnÈ ¯Ìöi zastoupeny
v omezenÈm poËtu ËeledÌ jako jsou Fabaceae a Viciaceae.
V minoritnÌch form·ch se vyskytujÌ i v ¯adÏ dalöÌch ËeledÌ.
Souvislosti mezi biosyntetick˝mi n·vaznostmi flavon˘ a iso-
flavon˘ potvrzuje p¯Ìtomnost isoflavonsynthasy a minoritnÌch
koncentracÌ p¯Ìsluön˝ch isoflavon˘ i ve zcela netypick˝ch
ËeledÌch. Tyto skuteËnosti dokazujÌ p¯Ìtomnost metabolickÈ
dr·hy, kter· k tÏmto metabolit˘m vede (viz schÈma A).

Diskutov·ny jsou moûnosti pouûitÌ extrakËnÌch a separaË-
nÌch technik pro izolaci a identifikaci isoflavon˘ v biologic-
k˝ch materi·lech a jsou navrûeny zp˘soby identifikace na z·-
kladÏ UV a MS spekter. Kombinace HPLC/ESI/MS a HPLC/
APCI/MS umoûÚujÌ identifikaci s vyööÌ pravdÏpodobnostÌ neû
systÈmy HPLC/UV-DAD.

Na z·kladÏ koliznÌch spekter lze navrhnout pravdÏpodob-

nou strukturu sledovan˝ch analyt˘. Tandemy HPLC-ESI-MS
a HPLC-APCI-MS se tak st·vajÌ nedÌlnou souË·stÌ instrumen-
tace p¯i studiu metabolick˝ch dÏj˘, identifikaci nov˝ch slou-
Ëenin v rostlinnÈ ¯Ìöi, ale i v ¯adÏ dalöÌch vÏdnÌch obor˘ jako
jsou chemie, biochemie, mikrobiologie, ekologie, farmacie
a medicÌna. DalöÌ pokrok p¯i jednoznaËnÈ identifikaci p¯Ìrod-
nÌch l·tek p¯inese s velkou pravdÏpodobnostÌ aplikace dalöÌch
spektr·lnÌch metod (IR, NMR aj.) v kombinaci s chromatogra-
fick˝mi nebo elektromigraËnÌmi technikami.

Tato pr·ce vznikla za finanËnÌ podpory grantu MäMT »R
Ë. 432100001 a grantu GA »R Ë. 521/99/0863.
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B. Klejdus, D. ätÏrbov·, P. Stratil, and V. Kub·Ú (De-
partment of Chemistry and Biochemistry, Mendel University
of Agriculture and Forestry, Brno): Identification and Cha-
racterization of Isoflavones in Plant Material by HPLC-
-DAD-MS Tandem

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.
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