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STANOVENI OBSAHU GLUKOSINOLATU METODOU HPLC

1 Rozsah a ucel

Metoda je uréena pro stanoveni glukosinolatid v semenech fepky a v jejich produktech jako
jsou fepkové pokrutiny, fepkovy Srot apod.

2 Princip

Obsah glukosinolatli se stanovi po jejich extrakci methanolem nebo vrouci vodou, nasledném
¢iSténi, enzymatickou desulfataci na SPE kolonkéach s iontoméni¢ovou néplni metodou HPLC
na reverzni fazi s pouzitim gradientové eluce s UV detekei.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Acetonitril ¢istoty pro HPLC.

2 Methanol ¢istoty pro HPLC.

3 Voda cista (deionizovand, demineralizovana nebo destilovana).

4 Sinigrin kalium monohydrat (allylglukosinolat draselny, Mr = 415,49 g/mol).
5 Sinigrin - vnitini standard.

Jako vnitfni standard se pouZivd monohydrat sinigrinu (4). V pfipad€¢ analyzy
brukvovitych druhti, které v pfirozené formé sinigrin obsahuji, se pouZije jako vnitini
standard glukotropaeolin (benzylglukosinolat draselny, Mr = 447,52 g/mol).

6 Monohydrat sinigrinu, roztok ¢ = 5 mmol/l.
Piiprava: Do 25ml odmérné banky se navazi 0,0519 g monohydratu sinigrinu (4),
rozpusti a doplni po znacku vodou (3).

7 Monohydrat sinigrinu, roztok ¢ =20 mmol/l.
Ptiprava: Do 25ml odmérné banky se navazi 0,2078 g monohydratu sinigrinu (4),
rozpusti a doplni po znacku vodou (3).

8 Glukotropaeolin, roztok ¢ =5 mmol/I.
Ptiprava: Ve 100ml odmérné baiice se ve vode rozpusti 233,8 mg glukotropaeolinu (5)
a doplni po znacku vodou (3).

9 Glukotropaeolin, roztok ¢ = 20 mmol/Il.
Ptiprava: Ve 100ml odmérné batice se ve vodé rozpusti 895,0 mg glukotropaeolinu (5)
a doplni po znacku vodou (3).
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10 Iontoménic¢ové pryskytice, napf.

11

12

13

— DEAE Sephadex A - 25 — suspenze.

Ptiprava: 10 g pryskyfice DEAE Sephadex A25 (poznamka 3) se promicha
v piebytku roztoku kyseliny octové (17). Smés se necha usadit a pak se ptida takovy
objem roztoku kyseliny octové(17), az je objem kapalné faze dvojnasobny nez objem
sedimentu.

— Suspenze DEAE Sepharose CL-6B (poznamka 3), iontoméni¢ova pryskyfice,
komer¢né dostupna a ptipravena k pfimému pouziti.

— Nebo se pouziji SPE kolonky siontoménicovou pryskyiici (Discovery SAX,
Supelco), 500 mg. Je mozné pouziti i jinych ekvivalentnich SPE kolonek.

Ptiprava iontoménicovych kolon: Ufizne se 5 ks Pasteurovych pipet (7) 7 cm
nad krckem a do hrdla se vlozi zatka ze skelné vaty (6). Pipety se umisti svisle
do stojanu a do kazdé se pfida takové mnozZstvi suspenze iontoméni¢ové pryskytice
(10), aby v ni po odtoku kapalné faze ztstalo 500 ul této pryskytice. Do kazdé pipety
se pfida 1 ml roztoku imidazolformiétu (19) a 2 x proplachne 1 ml vody (3).

Sulfataza, typ H-1, ktera ma vétsi aktivitu nez 0,5 jednotek aktivity na 1 ml
vycisténého roztoku sulfatazy.

Cisténi sulfatazy.

Navazi se 25 mg sulfatazy (11) s pfesnosti na 0,1 mg a rozpusti ve 2,5 ml vody (3).
500 pl tohoto roztoku se pienese na kazdou z péti ptipravenych Pasteurovych pipet
ptipravenych podle (10). Kazda kolona se promyje 1,5 ml vody (3) a to, co vytece,
se vylije do odpadu. Pak se pfidd 1,5 ml roztoku octanu sodného (18) a eluaty se sliji
ze vSech péti kolon do jedné zkumavky.

Eluaty se pak koncentruji a Cisti pomoci centrifugacnich filtrti. NiZze uvedeny postup
plati pro mikrocentrifugac¢ni filtr Ultrafree — CL (8). V pfipadé pouziti jiného typu je
tteba dodrZovat navod k pouZiti.

Spojené eluaty z péti kolon se rozliji do tfi filtracnich jednotek, v kazdé se roztok
zkoncentruje pii centrifugacnim zrychleni 2000 g na objem 1 ml. Poté se sulfatdza
natfedi vodou (3) v objemovém poméru (1 : 1,5). Tento roztok se rozdéli do malych
mnozstvi a skladuje v mraznicce pii —18 °C.

Zkouska aktivity sulfatazy.

Ptiprava roztoku sinigrinu, ¢ = 0,15 mmol/l, pH =5,8.

Ptipravi se postupné tfi roztoky:

a) Do 500ml odmérné bainiky se pipetuje 1 ml kyseliny octové (17) a doplni po znacku
vodou (3).

b) Do 500ml odmérné banky se pipetuje 1 ml ethylenamidu a doplni po zna¢ku vodou

3).
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¢) 73 ml roztoku, ktery byl ziskan v kroku a), se smicha se 40 ml roztoku, ktery byl
ziskan v kroku b). DalS§im ptidavkem roztoku a) nebo b) se nastavi pH této smési
na5,8.

Do 100ml odmérné banky se pipetuji 3 ml roztoku sinigrinu (6) a doplni roztokem c)
po znacku.

Test aktivity.

Postup: 2 ml tlumivého roztoku sinigrinu (13) se pipetuje do referenéni mérné kyvety
spektrofotometru nastaveného na vlnovou délku 229 nm a teplotu kyvet 30 °C. V Case
t = 0 se prida 50 pl roztoku sulfatazy (11) a zapne se zapisovac. Chod zapisovace
se zastavi, kdyz se absorbance jiz dale neméni. Sestroji se tecna prochazejici bodem
t =0 a zm¢éfi se jeji smérnice AA/At.

Jednotka aktivity odpovida vzniku 1 pmolu desulfosinigrinu za minutu pti 30 °C
a pH = 5,8. Aktivita sulfatazy, vyjadiena v jednotkach aktivity na mililitr roztoku
sulfatazy, je vyjadiena vztahem:

AA/At x V/AE x 1000/50 x 108, kde:

AA/At je smérnice tangenty prochdzejici bodem t = 0 v jednotkdch absorbance
za minutu,

V je reakéni objem v litrech (tzn. 2,05 x 103 1),

AE je rozdil mezi molarnimi extinkénimi koeficienty sinigrinu a desulfosinigrinu
pii 229 nm, tj.: AE = AAo/ (1 x ¢), ptiblizné 1500 I/mol/cm, kde

AAo je rozdil mezi absorbanci desulfosinigrinu v rovnovazném stavu a absorbanci
sinigrinu v ¢ase t = 0, 1 je tloustka vrstvy méteného roztoku v cm, ¢ je koncentrace
desulfosinigrinu v rovnovaze v mol /I:

c=2x0,15x10%x 0,95/2,05 = 1,39 x 10™*mol/l, pficemz se predpoklada, ze vytézek
desulfosinigrinu v rovnovazném stavu je roven 0,95.

Zjisténa aktivita precisténé sulfatazy by méla byt vyssi nez 0,5 pmol/min/ml. Muze byt
alternativné vypoctena pomoci nasledujiciho zjednoduseného vztahu:

5,7 X AA / (At X AAo).
Imidazol, C3H4No>.
Kyselina mraven¢i, HCOOH, min. 99%.

Kyselina octova, CH3COOH, roztok ¢(CH3COOH) = 2 mol/l.
Piiprava: Do 1000ml odmérné baiky se odpipetuje 115 ml kyseliny octové (23)
a doplni po znacku vodou (3).

Octan sodny, CH3COONga, roztok c(CH3COONa ) = 0,2 mol/I.
Ptiprava: Do 500ml odmérné baiiky se navazi 13,608 g trihydratu octanu sodného
(22), rozpusti ve vodé (3) a promichad, pak se doplni vodou po znacku a opét promicha.
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19 Octan sodny, CH3COONa, roztok c(CH3COONa ) = 0,02 mol/l.

Ptiprava: Do 500ml odmérné baiiky se odpipetuje 50 ml roztoku octanu sodného (18),
doplni vodou (3) po znacku. pH se upravi pomoci roztoku kyseliny octové (17)
na hodnotu 4.

20 Imidazol formiat, roztok ¢ = 6 mol/Il.

Ptiprava: Do 100ml odmémé banky se odpipetuje 22,7 ml kyseliny mraven¢i (16),
ve které se rozpusti 40,8 g imidazolu (15) a doplni vodou (3) po znacku.

21 Mobilni faze.

Eluent A: acetonotril ¢istoty HPLC, roztok 20% (v/v) ve vod¢ Cistoty HPLC.
Eluent B: voda ¢istoty HPLC.

22 Trihydrat octanu sodného, CH3COONa . 3 H20.

23 Kyselina octova, CH3COOH, min. 99%,

Poznamky

1 Cistota vnitiniho standardu se zkontroluje analyzou s vyuzitim HPLC podle této
metodiky. Vysledny chromatogram by mél obsahovat pouze jeden hlavni pik, ktery
tvori nejméné 98 % z celkové plochy vsech pikui.

2 Pro test aktivity sulfatazy je nezbytné mit k dispozici spektrofotometr s temperaci
uzavrenych kyvet. V pripade, Ze timto zarizenim laborator nedisponuje, lze aktivitu
pripravené sulfatazy hodnotit promérenim CRM nebo IRM zarazeného do kazdé série.

3 Suspenze DEAE Sepharose a DEAE Sephadex jsou pouze priklady vhodnych
komercnich vyrobkii. Lze pouZit i jiné ekvivalentni pryskyrice.

4 Piistroje a pomiicky
Kapalinovy chromatograf vhodny pro gradientovou eluci a nastaveni teploty v koloné
na 30 °C s UV detektorem, ktery je schopen méfit pii vinové délce 229 nm.

2 Chromatograficka kolona typu C18 nebo C8 s velikosti ¢astic 5 um nebo mensi, napt.:

Lichrosorb RP18, <5 um (150 mm % 4,6 mm),

Spherisorb ODS 2, <5 um (250 mm % 4 mm nebo 250 mm % 5 mm),
Novapak C18, <4 um (150 mm x 4 mm),

Lichrospher RP8, <5 pm (125 mm x 4 mm),

Nucleosil C18, <5 pm (200 mm x 4 mm),

Supelcosil LC-18-DB, <5 um (250 mm % 4,6 mm).
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Uginnost kolony se pravidelné kontroluje nejlépe za pouziti vhodného matricového
CRM s deklarovanym obsahem GSL. Kolona zvlast¢ nesmi snizovat obsah
4-hydroxyglukobrassicinu.

Z hlediska zvySeni zivotnosti kolony a sniZzeni poctu interferujicich pikti je vhodné
pouziti predkolony, napi. pro Supelcosil LC-18-DB — Supelcoguard LC-18-DB, 5 um
(20 mm % 4 mm).

Mlynek na tpravu krmiv nebo mikrodrtic.

SN

Odstredivka stolni s odstfedivym zrychlenim min. 5000 g (napi. SIGMA, typ 2-16K,
Hettich, typ Rotofix 32 nebo jina vyhovujici stanovenym kritériim).

Vodni lazeni s moznosti nastaveni teploty az na 95 °C.
Skeln4 vata.
Pasteurovy pipety o délce alespon 13 cm, na konci zuzené.

Mikrocentrifugacni filtry, celulosova membrana, 5000 kDa.

© 00 N o o

Susarna s nucenou cirkulaci vzduchu.

5 Postup
5.1  Uprava vzorku

Z ¢istého, zhomogenizovaného a neupraveného zkuSebniho vzorku semene fepky se vydéli
potiebné mnozstvi. 'V piipadé, ze semena byla chemicky oSetfena, promyji
se v dichlormethanu. Stanovi se obsah vlhkosti a tékavych latek. Pokud je tento obsah vyssi
nez 10 % (m/m), susi se semena v proudu vzduchu pfi teploté piiblizné 45 °C.

Semena fepky se bezprostfedné pied vlastni analyzou rozmélni v mlynku nebo mikrodrtici (3)
po dobu 30 s. Takto jemné pomlety vzorek se promichd a pak se podrti jesté po dobu
10 s. Z takto upraveného vzorku se odvazuji navazky pro jednotliva stanoveni.

5.2  Extrakce glukosinolati

Do sklenénych zkumavek s oznacenim A a B se duplicitné navazi 200 mg pomletého vzorku
s presnosti 0,1 mg. Zkumavky se umisti do vodni 14zné& (5) nastavené na teplotu 95 °C.

Po 1 min se do kazdé zkumavky pfidaji 2 ml vafici vody (3). Poté se do zkumavky A ihned
piida 200 pl roztoku sinigrinu (6) a do zkumavky B se ptfida 200 pl roztoku sinigrinu (7).
Zkumavky se ohfivaji dalsich 10 min, pfi¢emz se s nimi v pravidelnych intervalech tiepe.
Jejich obsah se protiepe 1 po vyjmuti z lazné a pak se odstfedi na odstiedivce pii zrychleni
5000 g po dobu 3 min. Supernatanty z jednotlivych zkumavek se pfevedou do dalSich dvou
zkumavek s oznacenim A" a B’. Ke zbylému sedimentu po prvni extrakci se znovu piidaji
2 ml vafici vody (3). Zkumavky se znovu zahfivaji ve vodni lazni pfi 95 °C po dobu 10 min
za pravidelného michéni. Po jejich vyjmuti se opét jejich obsah protiepe a odstiedi
pii zrychleni 5000 g po dobu 3 min. Supernatanty ztéto druhé extrakce se spoji
se supernatanty z prvni extrakce ve zkumavkach A’a B’. Spojené supernatanty se doplni
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vodou (3) na objem 5 ml a promichaji se. Takto pfipravené extrakty mohou byt skladovany
Vv temnu pii — 18 °C po dobu 2 tydnii.

53 CiSténi a desulfatace

Cisténi a desulfatace probiha na SPE kolonkéach s iontoméni¢ovou pryskyfici (10). Do téchto
kolon se pfevede 1 ml ze spojenych extraktl . Pfida se 2 X 1 ml roztoku octanu sodného (18)
a poté se aplikuje 75 pl roztoku ziedéné a precisténé sulfatazy (12), ktera se nechéa na kolon¢
pusobit pfes noc pii laboratorni teploté. Sbérna nadoba urcena pro jimani odpadnich eluentd
ze vSech kolon se nahradi drzakem s otevienymi lékovkami k jimani eluentli z jednotlivych
kolonek oddé¢lené. Pro eluci desulfoglukosinolatii se pouzije voda (3). Aplikace 1 ml tohoto
elu¢niho ¢inidla probihd ve dvou naslednych krocich. Eluaty se jimaji do stejnych 1ékovek.
Po tadném promichani se bezprostfedné pouziji k vlastnimu chromatografickému méteni
nebo se mohou skladovat v temnu pii — 18 °C po dobu 1 tydne.

Pokud se analyzuje matrice, ktera obsahuje sinigrin, paraleln¢ s realnym vzorkem se provadi
slepy pokus. PouZzije se stejny postup vcetné upravy vzorku podle 5.1., ovSem bez ptidani
vnitiniho standardu, aby byl kvantitativné ur€en sinigrin pfitomny ve zkuSebnim vzorku.

5.4  Chromatografické stanoveni

ZkuSebni vzorky se méii za nasledujicich separa¢nich podminek chromatografického
syst¢tmu. Uvedené podminky jsou doporu¢ené, mohou byt pouzity i1 jiné podminky
za predpokladu, Ze poskytnou rovnocenné vysledky.

Tabulka 1. Pfiklad podminek chromatografického stanoveni.

Kolona Supelcosil LC — 18 DB (25 cm x 4,6 mm, 5um)
Predkolona Supelguard LC-18-DB (2cm x 4mm, Sum)
Mobilni faze A (21)
B (21)
Pritok (0,8 —-1) ml/min
Teplota kolony 30°C
Objem nastiiku (20 —40) wl
Detekce 229 nm
Doba analyzy cca 40 min
Doba promyti pied nastiikem 10 min
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Tabulka 2. Pfiklad ¢asového pribéhu gradientu
Cas A B Priitok
(min) (%) (%) (ml/min)
0 20 80 0,8
5 20 80 0,8
10 40 60 0,8
22 50 50 1
35 80 20 1
40 80 20 1

Po ukonceni analyzy se kolona promyva 10 min 20% acetonitrilem (eluent A) pro ustanoveni
rovnovahy a promyti kolony.

6 Vyjadreni vysledkii

Poradi eluce pikt jednotlivych glukosinolati na koloné typu Cig pii vhodném eluc¢nim
gradientu je znazornéno na obrazku ¢. 1. V tabulce €. 4 je prehled jednotlivych GSL.

Obsah kazdého glukosinolatu, vyjadfeny v umol na 1 g suSiny vyrobku se vypocita ze vztahu

A, n 100
xK_ x
A m £ 100-w

Ag je plocha piku odpovidajici desulfoglukosinolatu v jednotkach integratoru,

As je plocha piku odpovidajici desulfosinigrinu v jednotkach integratoru,

Ky  je faktor reakce desulfoglukosinolatu uvedeny pro jednotlivé GSL (tab. 3),

m je hmotnost zkuSebniho vzorku (g),

n je mnozstvi vnitiniho standardu ptidaného do zkumavky (mmol),

w je obsah vlhkosti a te¢kavych latek v analytickém vzorku vyjadieny v % vlhkosti.
(podle CSN EN ISO 665 Olejnata semena — Stanoveni obsahu tékavych latek)
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Koeficienty odezvy pro jednotlivé GSL

Pouziji se nasledujici koeficienty odezvy, které byly stanoveny experimentalné a byly pfijaty
na zakladé¢ dohody mezi laboratofemi, které se zucastnily zkouSek stanoveni GSL

pro zpracovani normy CSN EN ISO 9167-1.

Tabulka 3.

Jednotlivé glukosinolaty Koeficienty odezvy (Kq)
Desulfoglukoiberin 1,07
Desulsoprogoitrin 1,09
Desulfoepi-progoitrin 1,09
Desulfosinigrin 1,00
Desulfoglukoraphanin 1,07
Desulfoglukonapoleiferin 1,00
Desulfoglukoalyssin 1,07
Desulfoglukonapin 1,11
Desulfo 4-OH glukobrassicin 0,28
Desulfoglukobrassicanapin 1,15
Desulfoglukotropeaolin 0,95
Desulfoglukobrassicin 0,29
Desulfoglukonasturiin 0,95
Desulfo-4-CHjs glukobrassicin 0,25
Desulfoneoglukobrassicin 0,20
Jiné desulfoglukosinolaty 1,00

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
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Poznamky
4 Vysledek se wuvadi jako aritmeticky primeér sumy dvou paralelnich stanoveni

za predpokladu splnéni hodnot opakovatelnosti. Pokud tomu tak neni, stanoveni
se opakuje opet paralelné. Pokud i v tomto pripadé rozdil paralelnich stanoveni
presahne hodnotu opakovatelnosti vztazenou na obsah sumy GSL ve vzorku, bere
se za vysledek aritmeticky priumeér 4 uskutecnenych stanoveni.

5 Obsah tékavych latek v semeni fepky se stanovi dle CSN EN ISO 665. Do vysusené
a prevazené kovové laboratorni misky s vicky (vazenky) se navazi 5 g celych semen
repky. Vazenky se vzorkem se umisti do susarny. Vzorek se susi 4 h pri (103 £ 2) °C.
Potom se vazenky umisti do exsikatoru a po zchladnuti na laboratorni teplotu se zvazi
s presnosti 0,001 g. Vlhkost a obsah tekavych latek vyjadiené v procentech hmotnosti

vzorku se vypocita podle vztahu

kde je
Mo hmotnost vazenky (Q),
mz hmotnost vazenky se vzorkem repky pred susenim (Q),

m2 hmotnost vazenky se vzorkem repky po suseni (Q).

7 Literatura

1 CSN EN ISO 9167-1 — Semeno fepky — Stanoveni obsahu glukosinolati — Cast 1:
Metoda vysokovykonné kapalinové chromatografie
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Obrazek 1. Priklad typického chromatogramu — analyza glukosinolatii.
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Tabulka 4. Piehled GSL u iepky olejky.

Alk(en)yl glukosinolaty

R-

Hlavni
1) Progoitirin
2) Glukonapin
3) Glukobrassicanapin

CH»=CH-CHOH-CH>-
CH2=CH-CH>-CH>-
CH2=CH-CH,-CH»-CH>-

Ve stopovém mnoZstvi
4) Sinigrin
5) Napoleiferin
6) Sinalbin
7) Glukoerucin
8) Glukoibervirin
9) Glukoiberin
10) Glukoraphanin
11) Glukoalyssin
12) Glukonasturiin

CH2=CH-CH>-
CH2=CH-CH2-CHOH-CHz>-
p-HO-CsH4-CH>-
CH3-S-CH2-CH2-CH2-CH»-
CH3-S-CH2-CH2-CHo2-
CH3-SO-CH2-CH2-CH>-
CH3-SO-CH2-CH2-CH2-CH:-
CH3-SO-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-
CsHs-CH2-CHo-

Indolyl glukosinolaty

Hlavni
13) 4-hydroxybrassicin

4-hydroxy-3-indolylmethyl

Ve stopovém mnozstvi
14) Glukobrassicin
15) Neoglukobrassicin

3-indolylmethyl-
N-methoxy-3-indolylmethyl-

16) 4-methoxyglukobrassicin 4-methoxy-3-indolylmethyl-

Hlavni alkenyl glukosinolat - progoitrin piedstavuje (30 — 80) % celkového obsahu GSL

Vv fepkovém semeni.
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