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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim glukosinolatd v rostlinném materialu
pomoci kapilarni elektroforézy a vysokoucinné kapalinové chromatografie. V praci je
popsana chemicka struktura glukosinolatii, biosyntéza a degradace glukosinolatt a také
jsou popsany jejich biologické tginky. Cast této prace se zabyva i metodami, kterymi
byly glukosinolaty v rostlinnych materidlech stanoveny. V experimentalni ¢asti je pak
popsana samotnd separace intaktnich glukosinolati pomoci kapilarni elektroforézy a
vysokoucinné kapalinové chromatografie. Pro stanoveni glukosinolat byly k dispozici
dva rostlinné materidly, a to lyofilizované listy fepky a §t'ava z brokolice. Pfi stanoveni
intaktnich glukosinolati metodou kapilarni elektroforézy se vyuzila miceldrni
elektrokineticka chromatografie za pouziti kationtového povrchové aktivniho ¢inidla.
Po nalezeni optimdlnich podminek pro separaci intaktnich glukosinolétii bylo zjisténo,
ze v rostlinnych vzorcich je nemozné tyto latky stanovit. Divodem byly interference
z matrice, které toto stanoveni ruSily. Zatimco za pouziti vysokoucinné kapalinové
chromatografie se za optimalnich podminek, podafilo nékteré¢ z intaktnich glukosinolatti
identifikovat v rostlinném vzorku fepky. Déle byly ziskdny kalibracni zavislosti

jednotlivych glukosinolatii a vypoctena vytéznost a opakovatelnost metody.

KLICOVA SLOVA

Glukosinolaty, micelarni elektrokinetickd chromatografie, vysokoucinna kapalinova
chromatografie



ABSTRACT

This diploma thesis deals with the determination of glucosinolates in plant
material by capillary electrophoresis and high performance liquid chromatography. The
chemical structure, biosynthesis, degradation, and also biological effects of
glucosinolates are described. One part of this work also deals with the methods, which
glucosinolates in plant materials were determined by. The experimental part describes
the separation of intact glucosinolates by capillary electrophoresis and high
performance liquid chromatography. Two plant materials were available for the
determination of glucosinolates, namely lyophilized rapeseed leaves and broccoli juice.
Micellar electrokinetic chromatography using a cationic surfactant was used to
determine intact glucosinolates by capillary electrophoresis. After finding the optimal
conditions for the separation of intact glucosinolates, it was found that it is impossible
to determine these substances in plant samples. The reason was interference from the
matrix, which interfered with this determination. While using high performance liquid
chromatography under optimal conditions, some of the intact glucosinolates were
identified in a rapeseed plant sample. Furthermore, the calibration dependencies of
individual glucosinolates were obtained and the recovery and repeatability of the

method were calculated.

KEYWORDS

Glucosinolates, micellar electrokinetic chromatography, high performance liquid

chromatography
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SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

GC
FID
FPD
HPLC

CE
MECC

SDS
CTAB
EOF
GA
ANDSA
LIF

MS

ESI
APCI

TOF
MS/MS
NMR
RSD
ACN
MeOH
NaOH
BGE
LOD
LOQ

plynova chromatografie (gas chromatography)

plamenoioniza¢ni detektor

plamenovy fotometricky detektor

vysokoucinna kapalinova chromatografie (high performance
liquid chromatography)

kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis)

micelarni elektrokinetickd kapilarni chromatografie (micellar
electrokinetic capillary chromatography)

dodecylsulfat sodny (sodium dodecyl sulfate)
cetyltrimethylamonium bromid

elektroosmoticky tok (electroosmotic flow)

glukonova kyselina (gluconic acid)
7-aminonaftalen-1,3-disulfonova kyselina

fluorescence indukovana laserem (laser induced fluorescence)
hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

elektrosprej

chemicka ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure
chemical ionization)

analyzator doby letu (time-of-flight)

tandemova hmotnostni spektrometrie (tandem mass spectrometry)
nukledrni magneticka rezonance (nuklear magnetic resonance)
smérodatnd odchylka (relative standard deviation)

acetonitril (acetonitrile)

methanol

hydroxid sodny (sodium hydroxide)

zakladni elektrolyt (background electrolyte)

mez detekce (limit of detection)

mez stanovitelnosti (limit of quantification)

koeficient determinace (coefficient of determination)



uvoD

Glukosinolaty jsou sekundarni metabolity rostlin. Nachazi se pfedevSim
ve dvoudéloznych rostlinach rodu brukvovitych, jako je napiiklad fepa, brokolice, zeli,
fedkvicky a dalsi. Tyto latky funguji jako pfirodni pesticidy, a proto chrani rostlinu pied
riznymi Skadci. Glukosinolaty se vyskytuji v celé rostlin€, avSak jejich koncentrace se
muze v jednotlivych tkanich li§it. V dneSni dobé rozeznavame vice nez 120 druht
glukosinolatt.

Tato diplomova prace vznikla na zadklad¢ projektu biologickd ochrana rostlin.
Pokud by se vypéstovala rostlina, kterd by obsahovala vétsi mnozstvi téchto
glukosinolatl, tak poté by se zjistovalo, zda by se tato rostlina dokézala ochranit i bez
ruznych postiikll proti Skiidcim. V ramci projektu je nutné ovéfit, zda vypéstované
rostliny skute¢né obsahuji vétsi mnozstvi glukosinolatu. K tomu je zapotiebi vhodna
analyticka metoda.

Pro stanoveni jednotlivych glukosinolati v rostlindich je =zapotifebi zvolit
spolehlivou, rychlou a pokud mozno malo nakladnou analytickou metodu. JelikoZ jsou
glukosinolaty zaporné¢ nabité latky, tak pro jejich stanoveni lze wvolit nékolik
analytickych metod. Jako prvni popisovana metoda pro stanoveni glukosinolatii byla
plynovéa chromatografie. Od této metody se ale v dnesni dob¢ ustoupilo. Ne vSechny
glukosinolaty byly dostatecné t€kavé pro tuto analyzu. Hlavnim diivodem ovSem bylo,
Zze touto metodou se nestanovily vSechny jednotlivé glukosinolaty. Jako vhodna
alternativa této metody byla vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie. I tato metoda
vSak trpi nékolika nevyhodami, napt. analyzy jsou zdlouhavé, chemikalie jsou relativné
drah¢ a dalsi. AvSak tato metoda se neustale vyviji a zdokonaluje. Pro zajisténi lepSiho
rozliSeni, rychlosti a jednoduchosti analyzy je jako dal§i vhodna metoda pro stanoveni
jednotlivych glukosinolati kapilarni elektroforéza. Tato metoda je oproti vysokoucinné
kapalinové chromatografii méné finan¢né naro¢na. Dal$i pozitivem této metody je, Ze
umoznuje oddéleni glukosinolati ve vzorku ziskaném rychlym a jednoduchym

postupem extrakce.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Glukosinolaty

Glukosinolaty jsou B-D-thioglukosid-N-hydroxysulfaty [1]. Tvoti velkou skupinu
dalezitych ptirodnich produktii obsahujici siru a dusik a ptirozené se vyskytuji jako
Oznacuji se jako biologicky aktivni sekundarni metabolity a nachazi se u rostlin celedi
brukvovité (Brassicaceae) [2]. Do této Celedi patii bézné druhy zeleniny, jako je
napiiklad brokolice, zeli, fedkvicka, rdzickova kapusta a dalsi [3]. Mnozstvi
glukosinolatl v této zelenin€ se pohybuje v rozmezi od 0,1 do 2,5 g/kg. Tento obsah se
meéni v zévislosti na regionu a kultivacnich podminkach, genetickych faktorech a
faktorech prostfedi [4]. Glukosinolaty najdeme ve vSech Castech rostliny, a to jak
v kotenech, tak ve stoncich, ale i v listech nebo semenech [3]. Nejmladsi tkan¢ obsahuji
jejich nejvétsi mnozstvi [4]. V dnesni dobé€ je identifikovano a charakterizovano vice

nez 120 riznych druht glukosinolati [5].

1.1.1 Chemicka struktura glukosinolatu
Vsechny glukosinolaty maji spole¢nou zakladni chemickou strukturu sloZzenou ze
skupiny B-D-thioglukdzy, sulfonové oximové skupiny a variabilniho postranniho

fetézce odvozeného od aminokyselin (viz obr. 1) [4, 6].
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Obrazek 1: Zakladni vzorec glukosinolatli (pfevzato a upraveno z [2])
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Tyto latky jsou chemicky stabilni, zaporn¢ nabité a rozpustné ve vodé [6, 7].
Podle aminokyselin, ze kterych se glukosinolaty syntetizuji, mohou byt rozd€leny do
nékolika skupin [8]:

- alifatické — odvozené od aminokyselin alanin, leucin, izoleucin, valin,

- sirné (obsahuji v postrannim fetézci methylthioskupinu) — odvozené od
aminokyselin methionin, cystein,

- aromatické (s nesubstituovanym nebo substituovanym benzenovym jadrem) —
odvozené od aminokyselin fenylalanin, tyrosin,

- indolové (se substituovanym indolem) — odvozené od aminokyseliny tryptofan.

[4]

1.1.2 Biosyntéza

Tvorbu glukosinolati mizeme rozdélit do tfi samostatnych tsekti — prodlouzeni
fetézce aminokyselin, glukonova biosyntéza a sekundarni transformace [9].

V prvnim kroku dochazi k prodlouzeni fetézce. Priméarni aminokyselina nejprve
podléha deaminaci a poté nasleduje tfikrokovy cyklus. Béhem tohoto cyklu se ptipoji do
postranniho fetézce aminokyseliny methylenovd skupina a tim dojde kjejimu
prodlouzeni [9, 10, 11].

Ve druhém kroku dochazi k pfeméné prodlouZzené aminokyseliny na aldoxim,
ktery v dalSich krocich podléha katalytickym reakcim. Tato konverze vede ke tvorbé
desulfoglukosinolati podléhajicich enzymatické sulfataci. Vznika zdkladni struktura
glukosinolatt [10, 12].

V poslednim kroku podléhaji vzniklé glukosinolaty celé fad¢ dalSich modifikaci.
Tyto reakce maji biologicky 1 biochemicky vyznam, jelikoZz ovliviiuji smér hydrolyzy

glukosinolatl a vyslednou aktivitu produktii hydrolyzy [12].

1.1.3 Degradace
Glukosinolaty se rozkladaji, pokud se rostliny mechanicky poskodi - naptiklad
fezanim ¢i zvykanim. Nasledné dochdzi k uvolnéni enzymu myrosindza, ktery je

zodpovédny za intenzivni hydrolyzu [11, 12].
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1.1.3.1 Myrosinaza

Myrosinaza je enzym vyskytujici se v rostliné oddélen¢ od glukosinolati [10].
Nachéazi se ve vSech rostlinach rodu brukvovitych [13]. Pokud je tkan rostliny
poskozena, tak se setkd enzym myrosindza s glukosinolaty, které se nachazi ve vakuole
v parenchymatickém pletivu. To ma za nasledek rozstépeni thio-glukozové vazby a
vytvoieni §tépnych produktti [10]. U mnoha rostlin byla prokazana existence vice forem
myrosinazy [13]. Enzymy s myrosinazovou aktivitou jsou lokalizovany v myrosinovych

buikach. Tyto buiiky jsou idioblasty bohaté na bilkoviny [11].

1.1.3.2 Reakce enzymového rozkladu glukosinolatu

Hydrolyza  glukosinolati  katalyzovand  enzymem se také nazyva
glukosinolatomyrosindzovy systém. Po prasknuti buniky mize myrosindza pfijit do
styku s glukosinolaty a tim je zahajena enzymatickd degradace [14]. Dochazi k tvorbé
glukézy a nestabilniho aglykonu. V zavislosti na struktufe postranniho fetézce,
pritomnosti dalSich proteinti a kofaktori, chemickych podminkach, jako je pH ¢i
dostupnost zelezitych iontl, se aglykon ptreuspoidda za vzniku bioaktivnich sloucenin,
jako je isothiokyanat, oxalozidin-2-thion, nitrily, epithionitril a thiokyanat (viz obr. 2)

[2,11].

S—-Glu SH
CHy_ 7 A/
R'/ H'ﬁ myrosindza R [ﬁ .
N M + Glukoza
i |
O~s0, “~s0;
Glukosinolat nestabilni aghon

VAN

C=S§

H,—C=—=N
|zothickyanat Niril

R

— '

CH
0. _NH 5 2;lrc =N
VAN
5 C==N E pithionitril

Oxalodizin-2-thicn Thickyanatan

Obrazek 2: Degradace glukosinolattli (pfevzato a upraveno z [11])
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1.1.3.3 Produkty rozkladu

Mnoho produktii degradace glukosinolati je zajimavych kvili jejich biologickym
aktivitdm. Nékteré z téchto produktt hydrolyzy maji biocidni aktivitu proti celé fadé
organismd, jako jsou hmyz, rostliny, houby a bakterie. Jiné maji pfinosy pro lidské
zdravi [15].

Aglykon, ktery vznikne pii hydrolyze, se spontanné pteskupuje v takzvaném
Lossenové presmyku na isothiokyanat. Pokud isothiokyanat obsahuje dvojnou vazbu a
je pfitomen epithiospecificky protein, mize se isothiokyanat preskupit na epithionitril.
Pti kyselém pH se inhibuje Lossenliv pfesmyk, vznikaji nitrily a odstépi se sira. Tato
konverze je podpofena, pokud jsou pfitomny ionty Fe** [2,10].

NejcastéjSim produktem hydrolyzy jsou isothiokyanaty majici obrannou funkeci.
Tyto slouceniny jsou zodpovédné za charakteristicky velmi intenzivni a ostry zapach a
Stiplavou az palivou chut. Z pfirozené¢ se vyskytujicich glukosinolath pouze tfi
podléhaji enzymatické degradaci na thiokyanat. Jednd se o allyl-, benzyl- a 4-
(methylthio) butylglukosinolat [15].

1.2 Biologické ucinky glukosinolatu

Hlavni funkei glukosinolatl v rostlinach je obrana proti Sklidclim. Rostliny reaguji
na poskozeni hmyzem systematickou akumulaci vySSich hladin glukosinolatt, coz
pravdépodobné zvysSuje jejich odolnost vii¢i naslednym tutokdm patogenti, jako jsou
houby, bakterie, hmyz a sktdci [9, 16].

Rozsah biologickych aktivit glukosinolatii je Siroky. Neékteré jsou prospésné,
zatimco jiné jsou Skodlivé pro lidi a zvifata. Jejich biologické ucinky jsou ovlivnény
fadou exogennich a endogennich parametrt. Siln€ zalezi na:

- druhu rostliny,

- koncentraci glukosinolat a jejich degradacnich produktech,

- koncentraci a stabilité enzymu myrosinaza,

- hydrolyze béhem skladovani a zpracovani rostlinného materialu,

- rozsahu naruseni bun¢k béhem mechanického poskozenti,

- stabilit¢ a fyzikalné-chemickych vlastnostech jednotlivych glukosinolati

[17].
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Jakmile cloveék pozie glukosinolat, dochazi k malé absorpci intaktnich
glukosinolath pfimo v zaludku. Diky piisobeni stfevni mikroflory se produkuji
bioaktivni isothiokyanaty. Ty jsou absorbovany ztenkého a tlustého stfeva a jejich
metabolity jsou detekovatelné v lidské moci 2-3 hodiny po konzumaci brukvovité
zeleniny [18].

Produkty hydrolyzy glukosinolati maji biocidni uc¢inky. Bylo objeveno, ze maji
mimo jiné antifungalni, antimikrobidlni, herbicidni a insekticidni ucinky [16].
Glukosinolaty a jejich metabolické produkty byly identifikovany jako uc¢inné latky
zabranujici rakoviné kvili schopnosti inhibovat mnoho karcinogennich latek [16].
Glukosinolaty se mohou chovat také jako modulatory zanétu, protoze jsou schopny
redukovat ¢i dokonce inhibovat aktivitu f-bunék [18].

Bylo prokazano, ze glukosinoldty maji také toxické ucinky. Nadmérna
konzumace zeleniny z rodu brukvovitych miize zpusobit zvétSeni Stitné zlazy, snizeni
hladiny hormonu §titné zl4dzy, abnormality orgént (jatra, ledviny), sniZeni rlistu, snizeni
reprodukéni vykonnosti, umrtnost. ZvétSeni §titné Zlazy je spojeno s dlouhodobym
pozivanim zeleniny rodu brukvovitych obsahujici hlavné isothiokyanat. Ten blokuje
vychytavani jodidu Stitnou zlazou, coz zpisobuje vycerpani jodu a inhibici tyroxinu.

[17].

1.3 Stanoveni glukosinolatt

Existuji metody pro stanoveni celkového obsahu glukosinolatii v rostlinném
materialu, pro stanoveni hladiny jednotlivych glukosinolati a pro méteni produkti
rozkladu zpisobeného enzymem myrosindza. V idedlnim piipadé by metoda méla byt
rychld, jednoducha, citliva a piesnd. Zfidka mé jedna metoda vSechny tyto vlastnosti, a
proto se pii vybéru vhodné metody vétSinou musi upustit od nékterych téchto
pozadavkd, a to s ohledem na specifické potieby dané aplikace [19].

Kvantitativni metody pro stanoveni glukosinolatii lze rozdélit do dvou skupin.
Metody, které poskytuji odhad celkového mnozstvi glukosinolati v rostlinném
materidlu, a metody, které umoziiuji stanovit jednotlivé glukosinolaty. Ackoliv extrakce
glukosinolatl a ¢iSténi extraktu jsou kritickym tusekem ve vétSin€ postuptli, nejsou

v Zzadném ptipad€ podminkou pro vSechny metody stanoveni [19].
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1.3.1 Metody méfici celkovy obsah

Bylo popsano nékolik metod pro méfeni celkového obsahu glukosinolati. Jeden
z nejjednodussich postupil je zaloZen na tvorbé komplexu glukosinolatl s palladiem za
vzniku chromoforu. Ten je snadno méfitelny kolorimetricky [19]. Tento zptsob
stanoveni v dnesni dob¢ nahradila metoda zaloZzena na méfeni enzymaticky uvolnéné
glukozy. Enzymaticka hydrolyza glukosinolati uvolnuje stechiometrické mnozstvi
glukoézy. Pro stanoveni glukézy v roztoku jsou k dispozici riizné postupy napt. papirky
impregnované enzymy a chromogenem, specifické elektrody pro glukézu a dalsi [5,
20]. Pokud se jako enzym zvoli myrosinaza, vnika bisulfat, ktery muzeme stanovit
naptiklad pomoci gravimetrie [21]. Dal§i moZnosti je pouziti enzymu sulfataza, ktery
dokaze také uvolnit bisulfat, jenz je nasledné vysrazen chloridem barnatym a zbylé

baryum lze zmé&fit pomoci rentgenové emisni spektroskopie [22, 23, 24].

1.3.2 Metody stanovujici jednotlivé glukosinolaty

Jelikoz biologicka aktivita glukosinolatii je ovlivnéna také povahou postranniho
fetézce, jsou vyse popsané metody stanoveni nevhodné pro ziskani informaci o obsahu
jednotlivych glukosinolati. Mezi metody stanovujici jednotlivé glukosinolaty patii
plynovd a kapalinovd chromatografie, kapilarni elektroforéza, hmotnostni

spektrometrie, nuklearni magnetické rezonance a ELISA [19].

1.3.2.1 Plynova chromatografie (GC)

GC byla prvni metoda, ktera byla pouzita jak pro separaci produkt vznikajicich
Stépenim intaktnich glukosinolati, tak i ke stanoveni desulfoglukosinolata [25]. Jestlize
se stanovuji produkty Stépeni intaktnich glukosinoldti, musi této analyze predchazet
uprava vzorku. Pokud se vzorek k analyze ziskaval z rostlinnych tkani, pouZila se jako
extrakéni ¢inidla hexan, hexan/ether (1:1 v/v), ether, ether/aceton (94:6 v/v), ethanol,
chloroform. Pfed extrakci se rostlinna tkan zvlhéila vodou a ptidaval se chlorid
vapenaty. Vzorek k analyze mize byt ziskan 1 z pidy, do které mohou $tépné produkty
glukosinolath prechazet. Ziskdvaji se tak plynné isothiokyanaty (nejCastéji vznika
methyl isothiokyanat). V tomto ptipad¢ se pouZzije jako extrakcni ¢inidlo dichlormethan.
K analyze bylo pouzito jako nosny plyn hélium. K detekci se pouzil plamenoioniza¢ni
(FID) a plamenovy fotometricky detektor (FPD). Kolona pouzita k separaci méla délku

30 m a vnitini pramér 0,32 mm a jako stacionarni faze byla pouZzita DB-5 (5% fenylem
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substituovany methylpolysiloxan, 0,25 um film). Identifikace byla zaloZzena na
retencnim Case a pritomnosti siry méfené pomoci FPD. Za téchto podminek se stanovilo
pfiblizné 11 Stépnych produktl, kterymi jsou: allylkyanid, allylisothiokyanat, benzyl-
isothiokyanat, 3-butenyl-isothiokyanat, 5-vinyl-2-oxazolidinethion, indol-3-acetonitril,
methyl-isothiokyanat,  4-pentenyl-isothiokyanat,  fenethyl-isothiokyanat,  fenyl-
isothiokyanat, propyl-isothiokyanat [26].

V ptipad¢ desulfoglukosinolatii, které maji neiontovou povahu a nelze je ptimo
stanovit pomoci GC, je nutné znich nejdiive vytvofit tékavé slouceniny pomoci
derivatizace [25]. Intaktni glukosinolaty v rostlinném extraktu byly nejprve pfes noc
desulfatovany enzymem sulfatazou na anexové kolon¢ DEAE Sephadex A-25,
desulfoglukosinolaty byly nésledné eluovany a derivatizovany N-trimethylsilyl-N-
methyltrifluoroacetamidem a trimethylchlorosilanem. Derivatizované
desulfoglukosinolaty se separovaly v plynovém chromatografu s FID. Byla pouzita
sklenéna kolona o rozmérech 1,2 m x 2 mm naplnéna 2% OV-7, Chromosorb W, AW-
DMCS. Jako nosny plyn se pouzil argon. [25, 27, 28, 29].

Nevyhoda této metody spocivala v tom, Ze nedokazala stanovit vSechny jednotlivé
glukosinolaty, a to predevsim indolylglukosinolaty, kviili jejich nedostate¢né té¢kavosti a

tepelné nestalosti [25, 30].

1.3.2.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vyvoj této metody pro stanoveni jednotlivych glukosinolatli zacal ponckud
pozdéji nez v ptipadé GC. Pouziti HPLC na zkoumani jednotlivych produktt rozkladu
glukosinolatl bylo omezeno kvuli jejich tékavosti a skutecnosti, ze nékteré produkty,
predevs§im thiokyanaty a nitrily, nejsou detekovatelné¢ spektrometricky. HPLC vSak
nachazi nejvetsi vyuziti v analyze intaktnich glukosinolatii a desulfoglukosinolatt [19].

Jsou popsany metody HPLC sreverzni fazi, se kterymi lze analyzovat jak
neiontoveé desulfoglukosinolaty, tak 1 neporuSené intaktni glukosinolaty [31]. Jednd se o
dvé rizna stanoveni, ktera se lisi hlavné v extrakci a ve sloZeni mobilni faze. Na rozdil
od stanoveni desulfoglukosinolatli se pfi stanoveni intaktnich glukosinolatl pouziva
vodna mobilni faze obsahujici iontové péarové cCinidlo nebo specificka sil [30,32].
Dulezitym krokem pted analyzou redlného vzorku glukosinolati je 1 samotna extrakce.
Pro ziskani desulfoglukosinolatli je nutnd enzymatickd desulfatace, ktera je sice velmi

casove narocnd, ale ziské se smés témét Cistych desulfoglukosinolatt [30, 33].
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K ziskéni desulfoglukosinolati se pro extrakci pouzivd smés methanolu a vody
70:30 (v/v) [34] nebo ethanolu a vody v poméru 70:30 (v/v) [35]. Po extrakci nasleduje
enzymatickd desulfatace. Extrakce se miize provadet ale i ze semen rostlin, kde je
nejdiive potfeba inhibovat aktivitu enzymu myrosindza zahfatim semen ve vodni lazni
piiblizn¢ na 3 minuty. Semena podléhaji dalsi Gprave, kdy jsou zbavena tuku [33].
Ziskané extrakty byly podrobeny enzymatické desulfataci. Tento krok je pro ziskané
extrakty stejny. Extrakt je nanesen na aniontoméni¢ovou kolonu DEAE Sephadex A-25.
Do kolony se vnese arylsulfatdza (0,2%) a nechd se stat pfes noc. Diky aktivité enzymu
sulfatdza se odstrani sulfatova skupina z molekuly intaktnich glukosinolatti. Vzniklé
desulfoglukosinolaty jsou z kolony eluovany vodou a muzou se nadavkovat na HPLC
kolonu [33, 34, 36]. K separaci je pouzita kolona s reverzni fazi HPLC-C18 (250 x
4,6 mm, 5 pm). Pro zaznamenani chromatogramii byla nastavena vlnova délka na 225-
229 nm. Mobilni faze byla slozena z acetonitrilu a vody nejcastéji v poméru 20:80 (v/v).
Je popséano nékolik separaci s pouzitim riznych gradientt [33, 34, 35].

Pti stanoveni intaktnich glukosinolati je extrakce jednodussi. Je mozné pouzit
smés methanol/voda v poméru 70:30. [37]. V jiném piipadé bylo pouzito stejné
extrakéni €inidlo za horka [38]. Extrakce se miize provést i vrouci vodou [30]. Pro
chromatografickou separaci se pouziva kolona sreverzni fazi HPLC-C18 (250 x
4,6 mm, 5 ym). Piky byly monitorovany pii 230 - 237 nm. SloZeni mobilni fdze mize
byt rtizné. Jedna z moznosti je pouzit iontové parové Cinidlo ve vodé s methanolem
(napt. 0,005 M tetrabutylamonium bisulfat a methanol v poméru 60:40 nebo 0,005 M
tetrabutylamonium sulfat a methanol v poméru 88:12). Jako dalS$i moZnost je pouzit
acetonitril a vodny roztok soli (napf. 0,2 M siran amonny s acetonitrilem v poméru
70:30, 0,1 M octan amonny s acetonitrilem v poméru 95:5). U vSech analyz je pouZzity

ruzny gradient [30, 37, 38, 39].

1.3.2.3 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) je vhodnou metodou pro stanoveni jednotlivych
intaktnich glukosinolat a desulfoglukosinolat, kde se nejcastéji vyuziva micelarni
elektrokinetické kapilarni chromatografie (MECC). Pomoci kapilarni elektroforézy lze
stanovit také celkové mnoZstvi glukosinolati a jejich produktii rozkladu, stanoveni je

zaloZené na enzymaticky uvolnéné glukoze [40].
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Micelarni elektrokinetickd kapildrni chromatografie je zaloZzena na pouziti
povrchové aktivniho  ¢inidla, napfiklad dodecylsulfat sodny (SDS) ¢i
cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) [40, 41]. Pii separaci glukosinolati c¢i
desulfoglukosinolati je nejbéznéji vybiran CTAB jako kationtovd povrchové aktivni
latka. Tato latka tvofi micely, které jsou na povrchu kladné nabité a uvniti hydrofobni.
CTAB se siln¢ adsorbuje na zaporné nabité silanolové skupiny, které poryvaji vnitini
sténu kapilary. Tim se vnitini sténa kapilary zméni na pozitivné nabitou. Vysledkem
adsorpce CTAB je obraceni sméru elektroosmotického toku (EOF). Pokud se tedy
aplikuje vysoké napéti, EOF se pohybuje smérem k anodé a CTAB micely migruji proti
EOF ke katod¢ [42, 43]. Glukosinolaty jsou diky pfitomnosti negativné nabité sulfatové
skupiny ve své struktute ¢astecné zaclenény do CTAB micel, se kterymi vytvoii iontovy
par a dochézi k silnym interakcim analyt-micela [43]. Za neutrdlnich a bazickych
podminek je EOF dostate¢né silny na to, aby micely unasel k detektoru. Cim vice
glukosinolat interaguje s CTAB micelou, tim delsi je jeho migra¢ni ¢as [40].

Jako vhodna metoda, kterd umoziiuje G€inné oddéleni intaktnich glukosinolati a
desulfoglukosinolati, je nejcastéji zvolena MECC. Co se tyce piipravy readlného vzorku
je tento postup identicky s postupem uvedenym u stanoveni intaktnich glukosinolati
pomoci HPLC. K separaci glukosinolatii pomoci MECC se pouzivala kapilara o celkové
délce 72 cm a délce k detektoru 50 cm o primeéru 50 um, teplota kapilary byla 25 °C,
davkovani vzorku bylo hydrodynamické tlakem 5 kPa po dobu 3 s a bylo vkladano
napéti — 19 kV. Vinova délka UV detektoru byla nastavena na 225 nm. Pufr byl
pfipraven z 18 mM tetraboritanu sodného, 30 mM kyseliny fosforecné a 50 mM CTAB.
pH pufru bylo upraveno na 7,0 pomoci NaOH. Pfed zacatkem kazdé analyzy byla
kapiléra proplachovédna pufrem nejméné 10 minut, ale je 1 popisovano promyti kapilary
pomoci hydroxidu sodného. Existuji kritické parametry ovlivilujici oddéleni
glukosinolatl (koncentrace micel CTAB, pH, aplikované napéti atd.), které jsou nadale
podrobné studovany [40, 42, 44, 45, 46]. Podle ziskanych informaci o CTAB ma
pridavek této kationtové povrchovée aktivni latky zlepsit separaci a selektivitu. Nejvetsi
problém pii pouziti téchto podminek je v nereprodukovatelnosti [47]. Byla popsana
alternativni metoda, kterd vyuZila aniontovou povrchové aktivni latku, diky které se
zlepSilo rozliSeni a selektivita metody. Pii analyze se pouzila kiemennd kapildra o

praméru 50 pum a o celkové délce 64,5 cm a délce k detektoru 56 cm, vzorek byl
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davkovan z anodického konce kapilary pomoci vakua 4 kPa a to 1 s, vlnova délka byla
nastavena na 230 nm. Teplota kapilary se udrzovala na 30 °C a vkladalo se napéti 17
kV. Po kazdé analyze byla kapilara proplachnuta 1,0 M hydroxidem sodnym, vodou a
pufrem pfiblizn€ 2-5 minut. Pufr byl slozen z35 mM choldtu sodného, 100 mM
hydrogenfosfore¢nanu disodného, 50 mM taurinu, a 2% 1-propanolu [41].

Pro stanoveni intaktnich glukosinolatl je popsana i metoda bez pouziti povrchové
aktivni latky. Jako pufr byl zvolen tetraboritan sodny, kdy hodnota pH byla kolem 9. Po
optimalizaci podminek bylo zji§téno, Ze lepsi rozliSeni piki je pii vysSich koncentracich
pufru, a proto se zvolil 100 mM tetraboritan sodny. Pfi analyze extraktu z brokolice tato
metoda vyzadovala modifikaci pro zvySeni selektivity, jelikoz nékteré piky
glukosinolatl nebyly dobie oddélené od slozek matrice vzorku. K tomuto pufru byl
pfidan B-cyklodextrin, ktery se sice v CE pouziva jako chiralni selektor, ale v nékterych
piipadech muze byt vhodny pro nechirdlni separaci. P¥itomnost B-cyklodextrinu

pozitivné ovlivnila separaci slozek matrice od glukosinolati. Pfi separaci se pouzila
kifemenna kapilara o celkové délce 70 cm, délce k detektoru 60 cm a o vnitinim
priméru 50 pym, teplota kapilary byla udrzovéana na 20 °C, napéti vkladané na elektrody
bylo 30 kV a proud 80 pA. Vzorky se dédvkovaly hydrodynamicky po dobu 20 s pii
tlaku 3,4 kPa a detekce byla pii vlnové délce 225 nm. Jako pufr byl pouzit 100 mM
tetraboritan sodny o pH 8,8 a 1% B-cyklodextrin. Pfed zacatkem analyzy se kapilara
promyla hydroxidem sodnym a pufrem pfiblizné 2 minuty [47].

Pro ziskani informaci o celkovém obsahu glukosinolati se voli metoda zalozena
na enzymatickém uvolnéni glukézy z glukosinolatti plisobenim myrosindzy. Uvolnéna
glukéza muze byt po oSetfeni glukosaoxiddzou snadno pievedena na glukonovou
kyselinu (GA). Vyslednd glukonova kyselina (GA) miize byt fluorescenéné znacena 7-
aminonaftalen-1,3-disulfonovou kyselinou (ANDSA). Derivat GA-ANDSA ma kratkou
dobu migrace a pokud se kapilarni elektroforéza spoji s detekci pomoci fluorescence
indukované laserem (LIF) ziska se elektroferogram GA-ANDSA, ktery je jednoznacny
a neobsahuje necistoty. Celkové mnozstvi glukosinolatii bylo vypocteno z mnoZzstvi
glukonové kyseliny vznikajici z glukosinolatl a volné glukdézy v extraktu po odecteni

mnozstvi glukonové kyseliny ziskané z volné ptfitomné glukozy [4, 40].
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1.3.2.4 DalSi metody

V dnesni dobé se pro analyzu glukosinolati vyuzivd hmotnostni spektrometrie
(MS), ktera ma oproti jinym metodam nékolik vyhod, at’ uz jako samotna technika nebo
v kombinaci se separa¢nimi metodami. Jako iontovy zdroj se vyuziva elektrosprej (ESI)
nebo chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI). Jako hmotnostni analyzator se
nejéastdji pouziva kvadrupolovy filtr nebo analyzator doby letu (TOF). Uprava vzorku
se nijak neliSi od jiz zminované extrakce. Vzorek se extrahuje organickym
rozpoustédlem, nejcastéji ethanol/voda (50:50) nebo methanol/voda (70:30) [48]. Tato
metoda ma skvélou selektivitu a vysokou citlivost. Spektrum zobrazuje monoisotopické
hmotnosti ionizované molekuly vypoctené pomoci soucti hmot atomii slozek. Kazdy
monoisotopicky iont, ktery se pouziva pro presné stanoveni, je vzdy doprovazen dalSimi
isotopologickymi ionty. Soubor téchto signali se nazyva isotopovy vzor [48].
Desulfoglukosinolaty jsou identifikovany v pozitivnim iontovém rezimu, protoze jejich
deprotonace je relativné obtiznd bez sulfonatového zbytku. Naopak diky ptfitomnosti
sulfonatového zbytku jsou intaktni glukosinolaty klasifikovany jako hydrofilni
slouCeniny, které se vyskytuji v aniontové formé a jsou snadno identifikovatelné
v negativnim iontovém rezimu [48, 49].

V poslednich desetiletich byla pro zvySeni selektivity analyzy MS uspéSné pouzita
tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS). N¢ekteré glukosinolaty jsou strukturni
izomery, kdy maji stejné molekularni vzorce ale rizné polohy OH skupin. Za téchto
okolnosti je MS/MS nejvhodngj§i metodou pro charakterizaci a identifikaci
glukosinolatt, protoze fragmentacni obrazec poméha rozliSovat izomery glukosinolatt
[50, 51].

Analyza glukosinolati metodou LC/MS nahrazuje metodu HPLC-UV. Pokud
srovname ESI-MS a APCI-MS, tak ESI-MS je vhodna pro identifikaci vysoce polarnich
a tepeln¢ labilnich sloucenin, jako jsou glukosinolaty. Zatimco APCI-MS je mnohem
citlivejsi na alifatické, aromatické a indolové desulfoglukosinolaty [52].

Dale byla popsana i metoda kapilarni elektroforézy v kombinaci s ESI-TOF-MS.
Glukosinolaty byly separovany jako anionty, coZ vedlo k velmi dobré selektivité.
Rostlinné extrakty pak mohly byt analyzovany bez jakéhokoli ruSeni matrice [43].

Uzitecné informace poskytuje i nukledarni magnetickd rezonance (NMR) ve

spojeni s dalSimi spektry naptiklad z UV, IR, MS. Diky témto informacim Ilze
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identifikovat dané glukosinolaty ale i jejich produkty rozkladu. Jsou zndmé jejich

chemické posuny 'H ale i *C [20, 53].
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2 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo vyvinout separatni metodu stanoveni vybranych

glukosinolatl v rostlinnych materialech.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie a zarizeni

3.1.1 Rostlinné vzorky

Realné vzorky obsahujici glukosinolaty poskytla doc. RNDr. Helena Ryslava,

CSc. z Katedry biochemie, PfF UK. Jednalo se o vzorek lyofilizovanych listi fepky a

Stavy z brokolice.

3.1.2 Standardy

Standardy, které byly pro ziskéani dat k dispozici, jsou od firmy Sigma Aldrich o

Cistoté > 95%. Jejich strukturni vzorce a systematické ndzvy jsou na obrazku 3.

3.1.3 Ostatni pouzité chemikalie

acetonitril, pro HPLC gradient grade, Honeywell, Francie

methanol, pro HPLC gradient grade, Honeywell, Francie

octan amonny, p. a. > 98 %, Sigma-Aldrich, USA

deionizovana voda pfipravena systémem Milli-Q, Millipore, USA
tetrabutylamonium chlorid hydrat 98%, Sigma-Aldrich, USA
cetyltrimetylamonium bromid, > 97 %, Merck, Némecko

tetraboritan sodny dekahydrat, p. a., Lach-Ner, Ceska republika

kyselina fosfore¢na, 85 %, p. a., Lach-Ner, Ceska republika

hydroxid sodny p. a., Penta, Ceska republika

kyselina chlorovodikovd 37 % p. a., VWR Chemicals International,

Francie
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3.1.4 Pouzita zarizeni

e analytické vahy 262 SMA-FR, Precisa, Svycarsko

e pH metr, 3540 pH/conductivity meter, Jenway, UK

e ultrazvukova lazen S15 Elmasonic, Elma, Némecko

e odstfedivka MiniSpin, Eppendorf, USA

e vakuovy koncentrator miVac, Genevac, UK

e vortex Vibramax 100, Heidolph, Némecko

e kapilarni elektroforéza Agilent Technologies CE 7100 s UV-VIS
spektrometrickym a bezkontaktnim vodivostnim detektorem, Némecko

e vysokoucinny kapalinovy chromatograf Agilent Technologies HPLC 1200
s UV detektorem, Némecko

e kiemennd kapildra pokrytd polyimidem s vnitinim primérem 50 pm,
celkovou délkou 50 cm a efektivni délkou 41,5 cm, Polymicro
Technologies, USA

e kolona poroshell HPH-C18 3,0x100 mm, 2,7 ym, Agilent Technologies,
USA

3.2 Priprava roztoku
3.2.1 Pf¥iprava roztoku standard

Zasobni roztoky jednotlivych glukosinolath byly pfipraveny rozpusténim
vypocteného mnozstvi standardu v deionizované vodé. Tento roztok tak m¢él

koncentraci 1 mg/ml.

3.2.2 Pfriprava realného vzorku pro CZE

K danému mnoZzstvi vzorku fepky, ktery byl rozetfen, bylo pifidano 400 pl
8,2 mM kyseliny chlorovodikové. Poté se nechal tento vzorek 10 minut v ultrazvuku
extrahovat. Poté byl vzorek centrifugovan 6 minut pfi otackach 7000 za minutu.
Odebrany supernatant byl pfed naddvkovanim zfiltrovan.

Vzorek brokolice byl odstavnén a vznikla Stdva byla dale zfiltrovéana.
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3.2.3 Priprava realného vzorku pro HPLC

K rozetfenému vzorku lyofilizovanych listi fepky bylo pfidano urcité mnoZzstvi
extrakéniho ¢inidla, jehoz slozeni bylo methanol:voda v poméru 70:30. Vzorek byl
extrahovan 15 minut v ultrazvukové lazni. Poté byl centrifugovan 10 minut pti 10 000
otaCkach za minutu. Supernatant byl odebran a nechédn odpafit ve vakuovém
koncentratoru. Po odpateni se pfidalo 100 pl smési methanol:voda v poméru 1:1 a vSe

bylo zamichano a opét centrifugovano. Pied nadavkovanim byl vzorek zfiltrovan.

3.2.4 Priprava zakladniho elektrolytu pro CZE

Zakladni elektrolyt byl pfipraven rozpusténim Cistych pevnych nebo kapalnych
slozek ve vod¢ tak, aby vysledny roztok obsahoval 40 mM cetyltrimethylamonium
bromid, 18 mM tetraboritan sodny a 30 mM kyselinu fosfore¢nou. Po dikladném

promichéni bylo upraveno pH tohoto roztoku na 7,0 pomoci 10 M hydroxidu sodného.

3.2.5 PFiprava mobilni faze pro HPLC

Eluent A byl pfipraven navaZzenim potiebného mnozZstvi tetrabutylamonium
chloridu a rozpusténim ve vodé¢ tak, aby vysledny roztok mél koncentraci 0,005 mol/l.
Tento roztok byl nasledné zfiltrovan ptes nylonovy filtr o velikosti port 0,2 pm. Eluent

B pak byl nejprve methanol a poté acetonitril.

3.3 Charakteristika experimentu
3.3.1 Experimentalni podminky pro CZE

Pii separaci byl vzorek davkovan hydrodynamicky pod tlakem 5 kPa po dobu 5 s.
Vkladané napéti bylo -20 kV. Celkova délka kapilary byla 50,0 cm, pfi¢emz délka
k detektoru byla 41,5 cm. Vnitini primér kapilary byl 50 ym. Teplota kapilary byla pfi
méfeni udrzovana na 25 °C. Elektroferogram byl ziskén pti vinové délce 225 nm.

Pti méfeni metodou CZE byla na zacatku méficiho dne kapilara promyta nejprve
vodou, poté hydroxidem sodnym a pufrem do odpadni vialky, a to 5 minut. Dalsi
3 minuty byla kapilara promyta zakladnim elektrolytem do vystupni vialky, kterd
obsahovala také zakladni elektrolyt. Vstupni a vystupni vialky obsahujici zakladni

26



elektrolyt byly po kazdém tietim méfeni vyménény. Mezi kazdou analyzou byla

kapilara promyvana ptiblizn¢ 2 minuty.

3.3.2 Experimentalni podminky pro HPLC
Teplota kolony byla udrzovdna na 30 °C. Mobilni faze protékala kolonou
rychlosti 0,6 ml za minutu. Objem davkovaného vzorku byl 5 pl. Detektor zaznamenal

piky pii vinové délce 235 nm. Délka analyzy byla nastavena na 14 minut, kdy se kolona
stihla dostatecn¢ promyt mezi jednotlivymi analyzami.

Pocatecni slozeni mobilni faze bylo 89 % eluentu A a 11 % eluentu B. Béhem
analyzy byla pouzita gradientova eluce, kde se ménilo slozeni mobilni faze v case. V

tabulce 1 je uveden priibéh gradientové eluce béhem analyzy.

Tabulka 1: Gradientova eluce

Cas analyzy [min] Eluent A [obj. %] Eluent B [obj. %]
1 89 11
6 60 40
8 60 40
9 89 11
14 89 11
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Stanoveni glukosinolati metodou kapilarni zoénové
elektroforézy

4.1.1 Volba detekéni techniky

V prvni fad€ bylo nezbytné zjistit, jaka je vhodna detek¢ni technika pro stanoveni
glukosinolatt. Pro separaci byl zvolen jako zakladni elektrolyt tetraboritan sodny, a to o
koncentraci 10 mmol/l a 20 mmol/l. Do vzorku smési glukosinolat byla navic pfidana
thiomocCovina, ktera fungovala jako znackova¢ EOF. Pokud byla zvolena UV detekce,
tak se v elektroferogramu ukazal pik nerozdélenych glukosinolati, na rozdil od
elektroferogramti ziskanych pomoci vodivostni detekce, kde se zadny pik glukosinoléatt
neukazal. Pfi porovnani elektroferogramti ziskanych pti raznych koncentracich
zakladniho elektrolytu se u UV detekce Sum zékladni linie zmensil pfi pouziti vyssi
koncentrace zdkladniho elektrolytu. Zatimco u vodivostni detekce se Sum zakladni linie
pti vyssi koncentraci zdkladniho elektrolytu zvétsil. Z téchto ziskanych informaci byl
vyvozen zavér, ze vhodna detekce pro stanoveni glukosinolati bude UV detekce. Na
obrazku ¢. 4 mizeme pozorovat, ze s koncentraci zakladniho elektrolytu se ménily jak
migracni Casy pikd, tak 1 jejich tvary. VIlnova délka u UV detekce byla zvolena na

zaklad¢ ziskanych informaci z odborné literatury [40, 42, 47].

4.1.2 Volba vhodného zakladniho elektrolytu

Na zékladé prostudovanych informaci z odbornych ¢lankt [44] byly zaznamenany
elektroferogramy pii razném sloZeni zdkladniho elektrolytu. Pfi této analyze bylo
pouzito mensi napéti nez v piedchozi separaci. Napéti bylo nastaveno na 20 kV. Toto
napéti bylo zvoleno na zdklad¢ studii zabyvajicich se stanovenim glukosinolatd.
K 18 mM tetraboritanu sodnému byla nejdiive pifidana kyselina fosfore¢nd o
koncentraci 30 mmol/l. Tento ptidavek zpusobil, Ze pik nerozdélenych glukosinolatl se
1épe separoval a rozd¢lil se na vice pikli nez jeden (viz obr. 5). Toto odd¢leni pikt
ovsem bylo stale neuspokojivé.

Dale se k tomuto zdkladnimu elektrolytu ptidala povrchové aktivni latka CTAB.
Pti zachovani podminek danych odbornym c¢lankem [44] se v elektroferogramu
nezaznamenal zadny pik. V okamziku, kdy na elektrody bylo vlozeno zaporné napéti, se

micely CTAB zacaly pohybovat k anodé a obraceny EOF, smétfujici ke katodé, tyto
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micely unasel stejnym smérem k detektoru. V elektroferogramu se poté zobrazilo Sest
pikl, které bylo mozné nadale identifikovat a zjistit tak, migracni Casy jednotlivych

glukosinolatt (viz obr. 6).

4.1.3 Optimalizace metody

Nekteré separacni podminky, které byly ptevzaté z odbornych c¢lankt, byly
pozménény. Nasledné byl sledovan jejich vliv na separaci glukosinolatii. Jedna z Gprav
separa¢nich podminek byla separace glukosinolatti na kratkém konci kapildry. Pii této
zméné ale dosSlo k nedostate¢nému oddéleni prvnich dvou pikl. Ostatni piky nebyly

ostré (viz obr. 7). Z toho divodu se zachovala separace na dlouhém konci kapilary.
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Obrazek 4: Elektroferogram zobrazujici separaci smési glukosinolati a thiomocoviny jako
znackovace EOF za poutziti UV detekce. Zakladni elektrolyt byl 10 mM a 20 mM tetraboritan
sodny. Separace probihala na dlouhém konci kapilary. Celkova délka kapilary byla 50,0 cm a
délka k detektoru byla 41,5 cm. Na elektrody bylo vkladano kladné napéti o velikosti 30 kV.
Vinova délka byla 225 nm. Pik 1 patfi thiomocoviné, pik 2 patfi nerozdélenym
glukosinolatiim. Koncentrace analyta byla 0,067 mg/ml.
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Obrazek 5: Elektroferogram zobrazujici separaci smési glukosinolati po zméné sloZeni
zakladniho elektrolytu. Zakladni elektrolyt byl 18 mM tetraboritan sodny a 30 mM kyselina
fosforec¢nd, pH 7,0. Separace probihala na dlouhém konci kapilary. Celkova délka kapilary
byla 50,0 cm a délka k detektoru byla 41,5 cm. Na elektrody bylo vkladano napéti o velikosti
20 kV. Vinova délka byla 225 nm. Pik 1 patfi thiomocoviné, piky 2 patfi ¢astecné rozdélenym
glukosinolatim. Koncentrace analytt byla 0,067 mg/ml.
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Obrazek 6: Eletroferogram zobrazujici separaci jednotlivych glukosinolati ziskany za
optimalnich podminek. Zakladni elektrolyt byl 18 mM tetraboritan sodny a 30 mM kyselina
fosforecna a 40 mM CTAB, pH 7,0. Separace probihala na dlouhém konci kapilary. Celkova
délka kapilary byla 50,0 cm a délka k detektoru byla 41,5 cm. Na elektrody bylo vkladano
napéti o velikosti -20 kV. Vinova délka byla 225 nm. 1: glucoiberin, 2: glucoraphanin, 3:
progoitrin, 4: gluconapin, 5: glucobrassicanapin, 6: glucobrassicin. Koncentrace analytt byla
0,4 mg/ml.
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Obrazek 7: Elektroferogram zobrazujici separaci jednotlivych glukosinolatti na kratkém konci
kapilary. Zakladni elektrolyt byl 18 mM tetraboritan sodny, 30 mM kyselina fosforecna a
40 mM CTAB. Celkova délka kapilary byla 50,0 cm a délka k detektoru byla 8,5 cm. Na
elektrody bylo vkladano napéti o velikosti 20 kV. Vinova délka byla 225 nm. 1: glucoiberin, 2:
glucoraphanin, 3: progoitrin, 4: gluconapin, 5: glucobrassicanapin, 6: glucobrassicin.
Koncentrace analytt byla 0,1 mg/ml.

Dale se postupné upravovala koncentrace povrchové aktivni latky v zdkladnim
elektrolytu. Pfi zméné¢ koncentrace CTAB bylo pozorovéno, jaky ma tato Gprava vliv na
separaci jednotlivych pikli glukosinolath. Byly ziskany elektroferogramy pfi
koncentracich CTAB v zékladnim elektrolytu 50 mmol/l, 40 mmol/l, 30 mmol/l a
20 mmol/l. Tato zména koncentrace v zdkladnim elektrolytu méla nejvétsi vliv na
rozliSeni prvnich dvou pikli zaznamenanych v elektroferogramu. Plocha a rozliSeni
ostatnich pikii klesaly se snizovanim koncentrace CTAB. Cim niz§i byla koncentrace
CTAB, tim nizsi bylo rozliSeni prvnich dvou pikd. Hodnoty rozliSeni prvnich dvou pikt
v elektroferogramu jsou uvedeny v tabulce €. 2. Zména koncentrace CTAB méla také
vliv na migracni ¢asy jednotlivych glukosinolatii. Se sniZovanim koncentrace CTAB se
migracni Casy glukosinolati zkracovaly, coZz bylo zplsobeno niz§i koncentraci micel,

které unaseji analyty smérem od detektoru.
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Tabulka 2: Hodnoty rozliSeni glucoiberinu a glucoraphaninu v zavislosti na zméné
koncentrace CTAB v zakladnim elektrolytu.

Koncentrace CTAB [mmol/I] Rozliseni R,
50 1,84
40 1,60
30 1,23
20 1,02

Jako vhodna koncentrace CTAB v zékladnim elektrolytu byla zvolena 40 mM
koncentrace. Sice hodnota rozliSeni u 50 mM CTAB byla vys§i nez u 40 mM
koncentrace, ale po del§im stani pfi pokojové teploté se 50 mM CTAB zacal srazet, coz
by mohlo vést k zaneseni kapilary. Dalsim divodem pro pouziti 40 mM CTAB byla
plocha prvniho piku, ktera byla vyrazné vétsi nez pii pouziti 50 mM CTAB. Optimalni
podminky pro separaci glukosinoldti metodou CZE jsou popsané v experimentdlni

¢asti, viz vyse.

4.1.4 Extrakce realného vzorku

Po ziskani extraktu fepky nasledovala identifikace jednotlivych glukosinolati. Ke
vzorku fepky byly nejdiive ptidany tfi standardy glukosinolatii, a to glucoiberin,
glucoraphanin a progoitrin. Ziskané elektroferogramy z méfeni se porovnaly
s elektroferogramem vzorku fepky bez ptidavku. Po vyhodnoceni bylo ziejmé, Ze Zadny
z ptidanych glukosinolati vzorek ftepky neobsahoval v detekovatelné koncentraci,
jelikoz se objevily tfi nové piky, které predtim v elektroferogramu fepky nebyly. Dale
byly ke stejnému vzorku fepky ptfidané posledni tfi standardy glukosinolatl, a to
gluconapin, glucobrassicanapin a  glucobrassicin.  Opét byly  porovnany
elektroferogramy mezi sebou. Zjistilo se, Ze ani dalsi dva glukosinolaty ve vzorku fepky
nejsou, jelikoz se objevily dva nové piky. Co se tyCe posledniho piidaného
glukosinolatu, tedy glucobrassicinu, nebylo prokazano, ze by jeden z poslednich pika

v elektroferogramu fepky mohl patfit jemu (viz obr. 8, 9, 10).
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Obrazek 8: Elektroferogram zobrazujici separaci realného vzorku repky. Zakladni elektrolyt
byl 18 mM tetraboritan sodny, 30 mM kyselina fosforecna a 40 mM CTAB, pH 7,0. Separace
probihala na dlouhém konci kapilary. Celkova délka kapilary byla 50,0 cm a délka k
detektoru byla 41,5 cm. Na elektrody bylo vkladano napéti o velikosti -20 kV. VInova délka
byla 225 nm.
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Obrazek 9: Elektroferogram zobrazujici separaci redlného vzorku fepky po standardnim
pridavku glucoiberinu, glucoraphaninu a progoitrinu. Zakladni elektrolyt byl 18 mM
tetraboritan sodny, 30 mM kyselina fosfore€na a 40 mM CTAB, pH 7,0. Separace probihala na
dlouhém konci kapilary. Celkova délka kapilary byla 50,0 cm a délka k detektoru byla
41,5 cm. Na elektrody bylo vkladano napéti o velikosti -20 kV. Vinova délka byla 225 nm. 1:
glucoiberin, 2: glucoraphanin, 3: progoitrin. Koncentrace standardniho pfidavku byla
0,1 mg/ml.
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Obrazek 10: Elektroferogram zobrazujici separaci redlného vzorku fepky po standardnim
pridavku glucoiberinu, glucoraphaninu, progoitrinu, gluconapinu, glucobrassicanapinu a
glucobrassicinu. Zakladni elektrolyt byl 18 mM tetraboritan sodny, 30 mM kyselina
fosforecna a 40 mM CTAB, pH 7,0. Separace probihala na dlouhém konci kapilary. Celkova
délka kapilary byla 50,0 cm a délka k detektoru byla 41,5 cm. Na elektrody bylo vkladano
napéti o velikosti -20 kV. Vinova délka byla 225 nm. 1: glucoiberin, 2: glucoraphanin, 3:
progoitrin, 4: gluconapin, 5: glucobrassicanapin. Koncentrace standardniho ptridavku byla
0,1 mg/ml.

Tato problematika by byla feSena dale, pokud by se neobjevil jiny zasadni
problém. Z opakovanych separaci bylo jasné vidét, ze s kazdou dalSi analyzou se
migracni Casy jednotlivych piku zpoZd'ovaly a nastavend délka separace pak nebyla
dostacujici. Toto zpoZzd'ovani méla za nésledek nejspiSe adsorpce matrice vzorku fepky
na stény kapilary, jelikoZ pii opakovaném meéieni standardi glukosinolatl k posouvani
migracnich Casti nedochéazelo. Migraéni Casy piku se opozd’ovaly jen tehdy, pokud byl
nadavkovan redlny vzorek. Proto cilem nasledujiciho kroku bylo stabilizovat migracni
¢asy pomoci promyti kapilary pfed kaZzdou separaci. Postup byl pro promyti kapilary
riznymi roztoky stejny. Nejdiive se naddvkovala smés vSech standardii glukosinolatd,
po této separaci byla promyta kapildra pouze zdkladnim elektrolytem a naddvkovan
realny vzorek. Nasledné probéhla znova analyza smési standardti glukosinolat, a to po
promyti kapilary zédkladnim elektrolytem. Pak se kapilara promyla zvolenym roztokem
a zékladnim elektrolytem a opdt se zméfila smés standardi glukosinolatd. Uginek
promyti kapilary zvolenym roztokem na opozdéni migracnich ¢asu ukazuje obrazek ¢.

11.
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Obrazek 11: Vliv rGzného promyti kapilary po nadavkovani realného vzorku na migracni ¢asy
glukosinolata

Stabilizace kapilary — promyti kyselinou chlorovodikovou:

Po analyze realného vzorku brokolice se kapilara promyla kyselinou
chlorovodikovou o koncentraci 1 mol/l po dobu 180 s a néasledn¢ zakladnim
elektrolytem po dobu 90 s. Ve srovnani s métenim, kdy se promyvalo pouze zakladnim
elektrolytem se migracni ¢asy piklt po promyti kyselinou chlorovodikovou zkratily
v priméru o 22,5 %. Nicméné oproti migracnim castim smési standardu glukosinolatti
ziskanym pfed nadavkovanim realného vzorku byly piky porad opozdéné v pruméru o
2,7 %.

Stabilizace kapilary — promyti acetonitrilem:

Po separaci realného vzorku bylo sledovano, jaky vliv ma promyti kapilary
acetonitrilem po dobu 180 s a zdkladnim elektrolytem po dobu 90 s na migracni Casy.
Toto promyti ovS§em nemélo pozitivni vliv. Migraéni ¢asy piki se jesté vice prodlouzily,
a to v primeéru o 30,7 %.

Stabilizace kapilary — promyti methanolem:

Pokud byla kapilara promyta 180 s methanolem a 90 s zakladnim elektrolytem po
analyze realného vzorku, vysledny elektroferogram se ponc¢kud odlisil od
elektroferogramu ziskaného pted nadavkovanim redlného vzorku. V elektroferogramu

byly pouze prvni dva piky, které¢ mély stejné migracni Casy jako migracni Casy piku
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v elektroferogramu ziskaném po separaci realného vzorku a promyti kapilary pouze
zakladnim elektrolytem. Migraéni €asy téchto dvou pikl byly opoZzdény v priméru o
31,3 % oproti migracnim ¢astim prvnich dvou pikl v elektroferogramu ziskaném pied
nadavkovanim realného vzorku.

Stabilizace kapildary — promyti hydroxidem sodnym:

Jako posledni moZznost byl zvolen 1 M hydroxid sodny. Kapilara byla po separaci
realného vzorku promyta 180 s hydroxidem sodnym a 90 s zdkladnim elektrolytem.
Migracni ¢asy jednotlivych piku se neopozdovaly, ale také se jest¢ zkratily v praiméru

na 97,5 % ptivodni hodnoty. Proto bylo toto promyti kapilary zvoleno za optimalni.

V dalsim kroku byly testovany rizné moznosti promyti kapildry pied analyzou
hydroxidem sodnym v kombinaci se zakladnim elektrolytem a vodou. M¢nily se Casy
promyti a sledovaly se pouze prvni dva piky. Ziskané elektroferogramy byly mezi sebou
porovnany. Zjistilo se, Ze nejlepsi promyti kapilary, pii kterém se migracni ¢asy pred a

po davkovani redlného vzorku nejméné lisily, je 240 s NaOH a 60 s BGE (viz obr. 12).
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Obrazek 12: Vliv riznych moZnosti promyti kapilary NaOH/H,0/zakladni elektrolyt pied a po
nadavkovani realného vzorku na glucoiberin a glucoraphanin. 1: 180s/60s/90s, 2:
180s/180s/180s, 3: 300s/-/90s, 4: 180s/180s/60s, 5: 240s/30s/30s, 6: 240s/60s/60s, 7:
240s/180s/60s, 8: 240s/30s/60s, 9: 240s/-/60s
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Toto promyti kapilary pak bylo ovétreno, jak na smési standarda glukosinolati, tak
1 na realném vzorku. Pozitivni vliv na migracni ¢asy byl potvrzen. Pomér migracniho
Casu po a pred nadavkovanim realného vzorku se pro jednotlivé glukosinolaty

pohyboval od 0,998 do 1,017.

4.1.5 Identifikace jednotlivych glukosinolatd v realném vzorku

Za téchto separacnich podminek s promyvanim, které zajistilo stabilni migra¢ni
¢asy, se mohla znovu zjistit pfitomnost jednotlivych glukosinolati v realném vzorku
brokolice. Tento postup byl identicky s postupem, ktery byl uz popsan vyse v kap. 4.1.4
extrakce realného vzorku. Po ptidavku glucoiberinu, glucoraphaninu a progoitrinu se
v elektroferogramu ukazaly dva nové piky (viz obr. 13, 14). Zda se, ze pik 1 na obr. 14
patii glucoiberinu a prokazuje jeho pfitomnost ve vzorku brokolice. Po bliz§im
zkoumdani bylo vSak zjiSténo, ze pik 1 z obr. 14 patii interferenci z matrice, ktera
ptekryva pik glucoiberinu. Zavérem tedy je, ze ve vzorku brokolice nebyl nalezen
zadny ze jmenovanych tfi glukosinolatu.

Jako druhy redlny vzorek byly k dispozici lyofilizované listy fepky. Ziskany
extrakt byl nasledn€¢ odpaten, aby byl zakoncentrovan a znova rozpustén v extrakénim
¢inidle. Pro identifikaci glukosinolatl byl nutny ptidavek standardii. Pokud se porovnal
elektroferogram vzorku fepky bez pfidavku a s ptidavkem, je u piku 1, 2 a 5 jasné vidét,
ze v tomto vzorku fepky nejsou pfitomny v detekovatelném mnozstvi. OvSem u piku 3 a
4 je to nejasné a jejich pfitomnost ve vzorku by se musela jeste ovéfit. Nicméné
z elektroferogramu je vidét, Ze je zde mnoho interferenci z matrice. Z tohoto divodu

nebyl nadale tento problém fesen (viz obr. 15).
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Obrazek 13: Elektroferogram zobrazujici separaci vzorku brokolice po promyti 240 s NaOH a
60 s zakladnim elektrolytem kapilary pred separaci. Zakladni elektrolyt byl 18 mM
tetraboritan sodny, 30 mM kyselina fosforecna a 40 mM CTAB, pH 7,0. Separace probihala na
dlouhém konci kapilary. Celkovd délka kapilary byla 50,0 cm a délka k detektoru byla
41,5 cm. Na elektrody bylo vkladano napéti o velikosti -20 kV. VInova délka byla 225 nm.
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Obrazek 14: Elektroferogram zobrazujici separaci vzorku brokolice s pridavkem glucoiberinu,
glucoraphaninu a progoitrinu po promyti 240 s NaOH a 60 s zakladnim elektrolytem kapilary
pred separaci. Zakladni elektrolyt byl 18 mM tetraboritan sodny, 30 mM kyselina fosforecna
a 40 mM CTAB, pH 7,0. Separace probihala na dlouhém konci kapilary. Celkova délka
kapilary byla 50,0 cm a délka k detektoru byla 41,5 cm. Na elektrody bylo vkladano napéti o
velikosti -20 kV. Vinova délka byla 225 nm. 1: interference z matrice, 2: glucoraphanin, 3:
progoitrin. Koncentrace pfidavku byla 0,1 mg/ml.
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Obrazek 15: Elektroferogram zobrazujici separaci realného vzorku fepky po promyti kapilary
pred separaci. Zakladni elektrolyt byl 18 mM tetraboritan sodny, 30 mM kyselina fosforecna
a 40 mM CTAB, pH 7,0. Separace probihala na dlouhém konci kapilary. Celkova délka
kapilary byla 50,0 cm a délka k detektoru byla 41,5 cm. Na elektrody bylo vkladano napéti o
velikosti -20 kV. Vinova délka byla 225 nm. 1: glucoiberin, 2: glucoraphanin, 3: progoitrin, 4:
gluconapin, 5: glucobrassicanapin. Koncentrace pfidavku byla 0,06 mg/ml.

4.2 Stanoveni glukosinolatu metodou vysokouéinné
kapalinové chromatografie

4.2.1 Volba vhodnych chromatografickych podminek

Chromatografické podminky, a to UV detekce (235 nm) a slozeni mobilni faze
(40 % methanolu a 60 % 0,005 M TBA) se stacionarni fazi (RP-C18), byly zvoleny na
zaklad¢ odborného ¢lanku [37]. Nejdiive bylo ovéteno, Ze za zvolenych podminek pro
analyzu se jednotlivé glukosinolaty na koloné zadrzuji. Elu¢ni pofadi jednotlivych
glukosinolath se shodovalo s migra¢nim potfadim u CZE. Po nadavkovéani smési
standardd glukosinolatti bylo z chromatogramu vidét, Ze glucoiberin a glucoraphanin se
ve stacionarni fazi zadrzovaly stejnou dobu a jejich reten¢ni Casy se tak shodovaly (viz

obr. 16). Glukosinolaty ale celkové vykazovaly pomérné slabou retenci.
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Obrazek 16: Chromatogram zobrazujici separaci standardu glukosinolatti. Mobilni faze byla
sloZzena z vodného 0,005 M TBA a methanolu v poméru 60:40. Kolona se pouzila 3x100 mm
HPLC-C18, pratok byl 0,4 ml/min, teplota kolony se udrzovala na 30°C. Davkovalo se 1 pl
vzorku a vinova délka byla 235 nm. 1: glucoiberin, 2: glucoraphanin, 3: progoitrin, 4:
gluconapin, 5: glucobrassicanapin, 6: glucobrassicin. Koncentrace progoitrinu a
glucoraphaninu byla 0,125 mg/ml a koncentrace ostatnich glukosinolatt byla 0,5 mg/ml.

4.2.2 Volba vhodné mobilni faze

Za ucelem zvyseni retence glukosinolati ve stacionarni fazi se ménil pomeér
slozek mobilni faze. Jestlize se pomér obratil, tedy slozeni mobilni faze bylo 40 % TBA
a 60 % MeOH, tak se v chromatogramu objevil pouze jeden velky pik s velmi kratkym
retenénim ¢asem. Timto se potvrdilo, Ze ¢im méné je vodné slozky mobilni faze, tedy
parového ¢inidla, tim méné se glukosinolaty zadrzuji ve stacionarni fazi a eluuji tak
vSechny s mrtvym ¢asem. Poté byl pomér slozek mobilni faze zménén na 80 % TBA a
20 % MeOH. Pfi této zméné se v chromatogramu zaznamenaly tfi piky. Zékladni linie
byla nestabilni. Nejlépe se glukosinolaty separovaly, pokud byl pomér mobilni faze
70 % TBA a 30 % MeOH. V chromatogramu bylo 5 piki, kdy posledni z nich eluoval
pred 8. minutou. OvSem glucoiberin a glucoraphanin i tak nadale koeluovaly, a proto
byla zvolena gradientova eluce. Jestlize se MeOH nahradil ACN, tak jednotlivé
glukosinolaty byly eluovany rychleji nez pii pouziti MeOH. Na obrazku ¢. 17 a 18 jsou
chromatogramy ziskané za stejnych podminek liici se pouze organickou ¢asti mobilni
faze. DalSim rozdilem byl tlak kolony, kdy pti pouziti ACN se vyrazné snizil. Pro dalsi

meéfeni byl proto vybran acetonitril.

40



210 4
180 4

150 4

oo

60 4

Absorbance x 10°

-30 T T T T T T T T T

Cas [min]

Obrazek 17: Chromatogram zobrazujici separaci standardu glukosinolati pfi pouZiti
methanolu jako organické ¢asti mobilni faze. Byla pouZita gradientova eluce: 0-2 min. 80 %
TBA a 20 % MeOH, 5-7 min. 60 % TBA a 40 % MeOH, 8-12 min. 80 % TBA a 20 % MeOH.
Kolona se pouzila 3x100 mm HPLC-C18, prutok byl 0,4 ml/min, teplota kolony se udrZovala
na 30°C. Davkovalo se 5 pl vzorku a vinova délka byla 235 nm. 1: glucoiberin, 2:
glucoraphanin, 3: progoitrin, 4: gluconapin, 5: glucobrassicanapin, 6: glucobrassicin.
Koncentrace progoitrinu a glucoraphaninu byla 0,125 mg/ml a koncentrace ostatnich
glukosinolata byla 0,5 mg/ml.
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Obrazek 18: Chromatogram zobrazujici separaci standardu glukosinolati pfi pouZiti
acetonitrilu jako organické ¢asti mobilni faze. Byla pouzita gradientova eluce: 0-2 min. 80 %
TBA a 20 % ACN, 5-7 min. 60 % TBA a 40 % ACN, 8-12 min. 80 % TBA a 20 % ACN. Kolona se
pouzila 3x100 mm HPLC-C18, prutok byl 0,4 ml/min, teplota kolony se udrzovala na 30 °C.
Davkovalo se 5 pl vzorku a vinova délka byla 235 nm. 1: glucoiberin, 2: glucoraphanin, 3:
progoitrin, 4: gluconapin, 5: glucobrassicanapin, 6: glucobrassicin. Koncentrace progoitrinu a

glucoraphaninu byla 0,125 mg/ml a koncentrace ostatnich glukosinolatt byla 0,5 mg/ml.
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4.2.3 Uprava gradientové eluce

Zménou gradientu se zlepSovalo oddé€leni glucoiberinu a glucoraphaninu. Pokud
se nastavil gradient od 15 % ACN, doslo k nedokonalému oddéleni glucoiberinu a
glucoraphaninu. Jestlize se ale nastavil gradient od 2. minuty a od 12 % ACN jednotlivé
piky byly dostatecné od sebe oddéleny. Dale bylo zjisténo, ze pokud se gradient nastavi
od 1 minuty a od 11 % ACN, oddéleni glukosinolati od sebe je pak nejlepsi (viz obr.
19, 20). Optimalni podminky této metody pro separaci glukosinolati metodou HPLC

jsou popsané v experimentalni ¢asti, viz kap. 3.3.2.
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Obrazek 19: Chromatogram zobrazujici separaci standardu glukosinolatl. Gradientova eluce:
0-2 min. 88 % TBA a 12 % ACN, 5-7 min. 60 % TBA a 40 % ACN, 8-14 min. 88 % TBA a 12 %
ACN. Kolona se pouzila 3x100 mm HPLC-C18, prutok byl 0,6 ml/min, teplota kolony se
udrZovala na 30 °C. Davkovalo se 5 pl vzorku a vinova délka byla 235 nm. 1: glucoiberin, 2:
glucoraphanin, 3: progoitrin, 4: gluconapin, 5: glucobrassicanapin, 6: glucobrassicin.
Koncentrace progoitrinu a glucoraphaninu byla 0,125 mg/ml a koncentrace ostatnich
glukosinolata byla 0,5 mg/ml.
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Obrazek 20: Chromatogram zobrazujici separaci standardu glukosinolatt. Gradientova eluce:
0-1 min. 89 % TBA a 11 % ACN, 5-7 min. 60 % TBA a 40 % ACN, 8-14 min. 89 % TBA a 11 %
ACN. Kolona se pouzila 3x100 mm HPLC-C18, pritok byl 0,6 ml/min, teplota kolony se
udrZovala na 30 °C. Davkovalo se 5 pl vzorku a vinova délka byla 235 nm. 1: glucoiberin, 2:
glucoraphanin, 3: progoitrin, 4: gluconapin, 5: glucobrassicanapin, 6: glucobrassicin.
Koncentrace progoitrinu a glucoraphaninu byla 0,125 mg/ml a koncentrace ostatnich
glukosinolata byla 0,5 mg/ml.

4.2.4 Kalibracni zavislost jednotlivych glukosinolatt

Ke kazdému glukosinolatu byla zméfena kalibraéni zavislost. Rozmezi
koncentrace bylo od 0,001 mg/ml do 0,05 mg/ml. Ze ziskanych hodnot ploch pika byly
sestaveny kalibra¢ni pfimky (viz obr. 21-26). Mezi dal§i parametry, které byly
vypocteny, patii LOD, jejiz hodnota u jednotlivych glukosinolati se pohybovala
v rozmezi od 0,0015 mg/ml do 0,0032 mg/ml a LOQ, ktera se pohybovala v rozmezi od
0,0049 mg/ml do 0,0106 mg/ml. Oba tyto parametry jsou pro stanoveni glukosinolatou
metodou HPLC vyuZitelné. Koeficient determinace byl u glucoraphaninu nejmensi, a to
0,9954, a u ostatnich glukosinolati se pohyboval v rozmezi 0,9985-0,9987. Déle byl
také zjistén linedrni dynamicky rozsah. Vysledky zminénych parametri pro jednotlivé
glukosinolaty jsou uvedeny v tabulce €. 3.

Tabulka 3: Pfehled parametrd pro zhodnoceni kalibracnich pfimek jednotlivych glukosinolatt

. KOEFICIENT LINEARNI DYNAMICKY LOD LOQ

GLUKOSINOLAT DETERMINACE R? ROZSAH [mg/ml] [mg/ml] [mg/ml]
Glucoiberin 0,9985 0,0064-0,05 0,0019 0,0064
Glucoraphanin 0,9954 0,0061-0,05 0,0018 0,0061
Progoitrin 0,9985 0,0060-0,05 0,0018 0,0060
Gluconapin 0,9987 0,0106-0,05 0,0032 0,0106
Glucobrassicanapin 0,9987 0,0086-0,05 0,0026 0,0086
Glucobrassicin 0,9985 0,0049-0,05 0,0015 0,0049
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4.2.5 Zjisténi pfitomnosti glukosinolatl v rostlinném vzorku

Prvni extrakt byl ziskan extrakci lyofilizovanych listi fepky. Po 15 minutach ve
vodni lazni a nésledném zfiltrovani byl vzorek analyzovan. Po srovnani chromatogramu
extraktu a standardu glukosinolatii bylo mozné pouze odhadnout, zda se né&jaky
glukosinolat v rostlinném vzorku nachazi. Piky, které by mohly pattit glukosinolatim,

byly pomérné malé na to, aby se pfitomnost glukosinolatii mohla potvrdit (viz obr. 27).
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Obrazek 27: Chromatogram zobrazujici separaci standardu glukosinolatli a realného vzorku
fepky za pouiziti gradientové eluce. Kolona se pouzila 3x100 mm HPLC-C18, prutok byl
0,6 ml/min, teplota kolony se udrzovala na 30 °C. Davkovalo se 5 ul vzorku a vinova délka
byla 235 nm. 1: glucoiberin, 2: glucoraphanin, 3: progoitrin, 4: gluconapin, 5:
glucobrassicanapin, 6: glucobrassicin. Koncentrace progoitrinu a glucoraphaninu byla
0,125 mg/ml a koncentrace ostatnich glukosinolatd byla 0,5 mg/ml.

Proto se pii dalSi extrakci ziskany extrakt desetindsobné zakoncentroval
odpafenim a pak nasledné natedil a zméfil. Do takto pfipraveného realného vzorku byly
pfidany standardy glukosinolatii pro ovéfeni jejich pfitomnosti ve vzorku. Na obrazku €.
28 je vidét, ze tento piidavek glukosinolati potvrdil pfitomnost nékterych glukosinolata

ve vzorku fepky.
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Zakoncentrovany extrakt fepky bez pfidavku standardu

Zakoncentrovany extrakt fepky s pfidavkem standardu
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Obrazek 28: Chromatogram zobrazujici separaci zakoncentrovaného extraktu fepky za
pouziti gradientové eluce. Kolona se pouZila 3x100 mm HPLC-C18, prutok byl 0,6 ml/min,
teplota kolony se udrzovala na 30 °C. Davkovalo se 5 pl vzorku a vinova délka byla 235 nm. 1:
glucoiberin, 2: glucoraphanin, 3: progoitrin, 4: gluconapin, 5: glucobrassicanapin, 6:
glucobrassicin. Koncentrace ptidavku progoitrinu a glucoraphaninu byla 0,033 mg/ml a
koncentrace ptidavku ostatnich glukosinolata byla 0,066 mg/ml.

Po ziskani chromatogramt bez piidavku a s ptidavkem standardu glukosinolatu se

zjistila, z 5 opakovanych méfeni po sobé, vytéznost metody a opakovatelnost.

Koncentrace piidavku glucoraphaninu a progoitrinu byla 0,033 mg/ml. Koncentrace

pfidavku glucoiberinu, gluconapinu, glukobrassicanapinu a glucobrassicinu byla

0,066 mg/ml. Vysledky vytéZznosti jsou uvedeny v tabulce €. 4.

Tabulka 4: Hodnoty vytéZnosti metody pro jednotlivé glukosinolaty

) KON'::/IEFI'?II:; BEZ KON“éIIIEEIB'II'I-I\;:CI' s RO\ vresnosT
GLUKOSINOLAT PRIDAVKU PRIDAVKEM “EI:::/?::]U [%]
[mg/mi] [mg/ml]
Glucoiberin 0,018 0,087 0,069 104,8
Glucoraphanin <LOD 0,024 0,024 72,0
Progoitrin 0,044 0,072 0,028 84,3
Gluconapin 0,132 0,206 0,074 112,1
Glucobrassicanapin 0,044 0,161 0,117 177,1
Glucobrassicin 0,044 0,097 0,053 79,7
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Vytéznost u glucoraphaninu byla nizka a vzhledem k tomu, Ze v realném vzorku
nebyl prokazan, neni divod zjistovat pii¢inu. Naopak u glucobrassicanapinu vysla
vytéznost vyrazné vyssi nez 100 %. To mize mit za nasledek netplné oddéleni
glucobrassicanapinu od matrice v redlném vzorku fepky. U ostatnich glukosinolétti byla
vytéznost uspokojiva, pohybovala se od 79,7 do 112,1 %.

Opakovatelnost byla vyhodnocena znaméfenych ploch pikt, vysSky pika a
retencnich cast pikti jednotlivych glukosinolati pii opakovaném méteni vzorkd.
Z téchto hodnot byla vypoctena smérodatna odchylka a relativni smérodatna odchylka

RSD (viz tabulka €. 5).

Tabulka 5: Opakovatelnost metody pro jednotlivé glukosinolaty

GLUKOSINOLAT RSD pI;/f)Ty piku RSD V\[/;k]y piku  RSD retencF;]o casu piku
Bez pridavku standardu
Glucoiberin 3,70 3,30 0,88
Glucoraphanin / / /
Progoitrin 1,92 1,30 0,24
Gluconapin 0,69 1,33 0,23
Glucobrassicanapin 2,48 0,43 0,10
Glucobrassicin 1,08 1,06 0,08
S pfidavkem standardu
Glucoiberin 2,79 4,63 0,48
Glucoraphanin 2,63 3,01 0,22
Progoitrin 2,55 4,43 0,22
Gluconapin 0,81 2,08 0,12
Glucobrassicanapin 0,34 0,44 0,11
Glucobrassicin 0,33 1,15 0,06

Nejlepsi opakovatelnost mély retencni Casy jednotlivych glukosinolatt, u kterych

R4

vykazovaly vysky pikli, u nichz se hodnoty RSD pohybovaly od 0,43 do 4,63 %.
Hodnoty RSD plochy pikli se pohybovaly v rozmezi 0,33 do 3,70 %. Posledni tfi

glukosinolaty, tedy gluconapin, glucobrassicanapin a glucobrassicin, mély nejlépe
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stabilni vSechny tfi parametry, a to jak bez pfidavku standardu, tak i s ptfidavkem

standardu. Relativni smérodatné odchylka u téchto tii glukosinolati byla nejvyse 2,5 %.

5 ZAVER

V této praci byly hledany vhodné podminky pro stanoveni glukosinolati
v rostlinném materidlu, a to pomoci kapilarni elektroforézy a vysokotc¢inné kapalinové
chromatografie. Tyto latky se nachdzi v rostlinach rodu brukvovitych. Jsou to
sekundarni metabolity, jejichz funkce spociva v ochrané proti Skiidctim.

Byl ucinén pokus o identifikaci intaktnich glukosinolatl v lyofilizovanych listech
fepky a S$tavy zbrokolice pomoci kapilarni elektroforézy. Jelikoz glukosinolaty
obsahuji negativné nabitou sulfatovou skupinu, vyuzila se micelarni elektrokineticka
chromatografie. Pii této metod¢ se pouzilo CTAB, jako kationtové povrchové aktivni
¢inidlo. CTAB tvofi micely, do kterych se glukosinolaty ¢astecné zaclenily. Pokud se
vyvijena metoda aplikovala na rostlinny material, dochazelo pii opakovaném méteni
k prodlouzeni migracnich ¢asii jednotlivych glukosinolatii. Tento problém byl fesen
promyvanim kapildry pfed analyzou rostlinného materialu. Nejlep$i promyvani kapilary
pfed analyzou vzorku bylo 240 s NaOH a 60 s BGE. Ve vzorku brokolice nebyl
prokézan zadny intaktni glukosinolat. Zatimco ve vzorku fepky bylo stanoveni ruseno
interferencemi z matrice, které prave toto stanoveni znemoznovaly.
této metody bylo pouzito iontové parové ¢inidlo TBA. Po zjisténi podminek, za kterych
se jednotlivé glukosinolaty od sebe dostatecné oddélily, byly tyto podminky pouzity i
pro stanoveni glukosinolatli ve vzorku lyofilizovanych listt fepky. Nékteré intaktni
glukosinolaty byly ve vzorku potvrzeny pomoci metody standardniho piidavku. Pii
optimalizaci metody byly glukosinolaty stanoveny v koncentratnim rozsahu od
0,001 mg/ml do 0,05 mg/ml, kdy hodnota LOD se pohybovala v rozmezi od 0,0015
mg/ml do 0,0032 mg/ml a LOQ, kterd se pohybovala v rozmezi od 0,0049 mg/ml do
0,0106 mg/ml. Vytéznost metody u prokdzanych glukosinolatl se pohybovala od 79,7
do 112,1 %.

Zéavérem lze povazovat metodu HPLC pro stanoveni nékterych intaktnich

glukosinolat ve vzorku fepky za vhodnou a pouzitelnou.
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