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SOUHRN

Moderni instrumentalni metody studia isoflavoni

Isoflavony jsou pfirodni latky s fadou fyziologickych u¢inkd na Zivé organismy a piedstavuji
vyznamny doplnék ve vyzivé ¢loveéka. V predkladaném piehledu jsou popsdny moderni instrumen-
talni piistupy ke studiu isoflavonil v rostlinnych materidlech a potravinafskych produktech, jakoz
i vhodné techniky chemické analyzy isoflavonti v lidskych téInich tekutinach. Clanek je zaméfen
na chromatografickou analyzu isoflavond. Jsou rovnéz diskutovany efektivni techniky izolace, jako
je extrakce pevnou fazi, extrakce kapalinou v nadkritickém stavu nebo Soxhletova extrakce. Jsou
zde zminény i aplikace nékterych dalSich analytickych technik, jako je imunochemickd analyza,
spektrometrické (pfedeviim hmotnostni spektrometrie) a elektrochemické metody. Cast textu je
vénovana studiu interakci isoflavonii s celou fadou biologicky aktivnich latek, jako je DNA a pro-
teiny. Cilem price neni podat uceleny piehled dané problematiky, spiSe poukdzat na moderni pfi-
stupy ve studiu isoflavond.

Klicova slova: chromatografie — hmotnostni spektrometrie — izolace — fytoestrogeny — zdravi
¢lovéka
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SUMMARY

Modern instrumentation for the studies of isoflavones

Isoflavones belong to the natural substances exhibiting a number of physiological effects in living
organisms. The substances are synthesized in plant tissues as protective agents against biotic stress
(i.e. bacterial infection). Isoflavones are also an important dietary constituent in human nutrition.
The review discusses modern trends in the studies of isoflavones in plant materials and foodstuffs
and procedures for chemical analyses of isoflavones in human body fluids and plant tissues. Highly
effective extraction and purification techniques, i.e. solid—phase extraction (SFE),
accelerated—solvent extraction (ASE), and Soxhlet extraction, are presented. Latest procedures in
chromatographic separation of isoflavones that apply different types of stationary phases are
described. Immunochemical analysis, electrochemical sensing of isoflavones, spectrometric and
other analytical techniques and their applications are also mentioned. Special attention is focused
on a highly selective and sensitive technique of mass spectrometry and its application for
identification of isoflavones and their glucosides in plants. Studies of interactions of isoflavones
with cell receptors and a number of biologically active substances such as DNA and proteins are
described. The reason for the presentation of the review was not to give a full overview of the
presented topics but mainly to show modern and the most recent methods in the studies of
isoflavones.
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Isoflavony patii spole¢né s flavanony, flavonoly, fla-
vony, katechiny a anthokyanidiny do rozsahlé skupiny
pfirodnich latek oznaCovanych jako flavonoidy. Vzorce
tfi vybranych isoflavoni (ve formé aglykont) jsou
zobrazeny na obrazku 1. Rostliny syntetizuji isoflavony,
ale i celou fadu dalSich polyfenolickych latek jako
wobranné slouceniny* pifi napadeni rostlinnych pletiv
bakteridlnim, nebo jinym infekénim agens. V rostlinnych
pletivech se isoflavony Casto vyskytuji ve formé B-gly-
kosidu, popiipadé jejich derivata (strukturni vzorec daid-
zinu je na obrazku 2).

HO

Obr. 1. Strukturni vzorce aglykoni
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Obr. 2. 3-D-glykosid daidzeinu: daidzin

Jedna se o sekundérni rostlinné metabolity (polyfeno-
ly) vykazujici celou fadu fyziologickych ucinka v téle
¢lovéka a dalSich savci. Isoflavony nasly své uplatnéni
pfi 16¢be rakoviny a kardiovaskularnich poruch ! 2. Kro-
mé pozitivniho vlivu isoflavonii na lidské zdravi byly
zvefejnény publikace o jejich toxickych ucincich, které
souvisi s podanou davkou a celou fadou dalSich fakto-
ra Y. Ne&které isoflavony vykazuji estrogenni aktivitu
(podobné ucinky jako estradioly), cehoZ je vyuZivano pii
potlaceni nékterych symptomi menopauzy a v 1é¢bé dal-
Sich hormondlné podminénych poruch. Kromé isoflavo-
nd fadime do této skupiny i nékteré dalsi flavonoidy, jako
jsou lignany *.

Potfebny piijem isoflavonil lidskym organismem lze
zajistit konzumaci potravinarskych produktt a pripadné
i léCiv pfipravenych z lusténin a dalSich zdroji bohatych
na tyto latky. Mezi nejrozsifenéj$i zdroje isoflavont pat-
1i s6ja, hrach, vojtéSka nebo jetel a dalsi zastupci Celedi
Fabaceae.

—o—

Vzhledem ke svému Sirokému uplatnéni v humanni
i veterinarni mediciné je studium isoflavoni a vyvoj
novych analytickych postupti pro jejich identifikaci a sta-
noveni v rostlindch pfedmétem z4jmu mnoha védecko-
vyzkumnych tymu. O tom svédci i skutecnost, Ze v roce
2006 bylo publikovano kolem 500 praci obsahujicich kli-
¢ové slovo ,,isoflavones* a pres 1700 praci zaméfenych
na problematiku  flavonoidnich latek  (zdroj:
www.wos.cz). V souCasné dobé je pozorovan vyrazny
pokrok v instrumentaci pro izolaci, separaci a identifika-
ci isoflavond. Tato instrumentace nalézd uplatnéni pro
analyzu polyfenolickych litek nejen v lusténindch, ale
pfedevSim v jinych rostlinnych celedich, u kterych se
isoflavony vyskytuji ve vyrazné niz§ich koncentracich.
Problematice stanoveni flavonoidd, resp. fytoestrogend,
nebo konkrétné isoflavonii, bylo vénovano v nedavné
dobé hned nékolik souhrnnych praci 3%,

V této praci je popsana problematika izolace isoflavo-
nd z rostlinnych materiald a potravinarskych produktt
pomoci modernich extrakénich metod a jejich separace,
kvantifikace a identifikace pomoci vybranych separac-
nich chromatografickych a elektromigracnich technik.
Cast textu je vénovéna nejnovéjsim pokrokiim v detekci
isoflavont a jejich identifikaci UV-Vis spektrofotometrii,
hmotnostni spektrometrii, imunoanalytickymi a elektro-
chemickymi metodami a dal$imi technikami. Cilem pra-
ce neni podat uceleny piehled dané problematiky, spiSe
poukdzat na moderni metody, které je mozZné vyuZit pro
studium isoflavonil.

Vyskyt isoflavonii v rostlinnych zdrojich

Zakladni chemickou strukturou isoflavonti je rtzné
substituovany 3-fenyl-chromen-4-on. Mezi nejjedno-
dussi isoflavony patifi aglykony jako daidzein (7,4-
-dihydroxyisoflavon), genistein (5,7,4-trihydroxyisofla-
von) a glycitein (7,4-dihydroxy-6-methoxyisoflavon).
V rostlinnych pletivech vSak pfevladaji jejich cukerné
konjugaty (obr 2.), zatimco aglykony se v nich vyskytu-
ji v pomérné nizkych koncentracich . Napiiklad v s6ji
prevladaji konjugaty genisteinu a daidzeinu, jako je
genistin (genistein-7-0O-B-D-glukosid), 6-O-malonyl-
-genistin, daidzin (daidzein-7-O-8-D-glukosid) a 6-O-
-malonyl-daidzin a konjugéty glyciteinu. Dal$i vyznam-
ny zdroj isoflavonll — jetel lu¢ni — obsahuje prevazné
formononetin a biochanin A (methylderivity daidzeinu
a genisteinu), jejichZz vyskyt je vyznamné ovliviiovan
kultivaénimi a klimatickymi podminkami, za kterych
jsou rostliny péstovany.

Isoflavony byly také identifikovany v celedich Con-
volvulaceae, Cyperaceae, Brassicaceae a v mnoha dal-
§ich ', S rozvojem vysoce efektivnich izolaénich
postuplt a velmi citlivych detekénich technik jsou
v soucasnosti identifikovany dal$i isoflavony v riznych
taxonomickych skupinach. Mezi nejnovéjsi objevy pat-
fi napfiklad identifikace glaziovianinu A v pleti-
vech Ateleia glazioviana, u kterého byla prokdzana
cytotoxicka aktivita k lidskym HL-60 leukemickym
buitkdm 'D. Nové isoflavony byly také nalezeny
v oddencich Belamcanda chinensis ' a nové derivity
byly objeveny v kofenech Hedysarum scoparium 3.
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linnou fi$i a jejich vyuziti v chemotaxonomii lze najit
v publikacich %19,

Stabilita isoflavonii

Stabilita rostlinnych pfirodnich liatek je limitovana
celou tadou fyzikalnich (svétlo, teplota) a chemickych
faktorti (pH, iontova sila atd.), coZ musi byt zohlednéno
pri pfipravé a manipulaci se vzorky pro analyzu. Poznat-
ky o stabilité¢ isoflavoni maji neoddiskutovatelny
vyznam pro piipravu a skladovani potravin a stabilizaci
1é¢iv, které je obsahuji.

Flavonoidni latky podléhaji fotodegradaci. U roztoku
daidzeinu a formononetinu v rdznych organickych roz-
poustédlech (acetonitril, methanol, etanol, hexanol) byla
z poklesu absorbance v absopénim maximu kolem
250 nm po jejich rozpusténi pozorovana na svétle jejich
degradace 9. Z téchto divoda je vhodné skladovat stan-
dardy, vzorky i preparaty obsahujici isoflavony ve tmé.
Podobné bylo prokdzano, Ze také teplota ma vliv na sta-
bilitu isoflavonti. Mathias et al. '© studovali stabilitu
malonyl- a acetyl- cukernych konjugatd daidzinu
a genisteinu pfi 25, 80 a 100 °C a pfi riznych hodnotich
pH. Z vysledkt vyplyva, Ze uvedené B-glukosidy a jejich
derivaty podléhaji degradaci (alkalické hydrolyze) az pri
vysokych hodnotach pH (konkrétné pH 10), pfi¢emz pifi
bézné teploté 25 °C k degradaci vzorku isoflavonti nedo-
chézi.

Stabilita B-glukosid-malonati formononetinu a bio-
chaninu A byla také studovéna '” v extraktech jetele Iuc-
niho (T. pratense) technikou RP-HPLC ve spojeni
s hmotnostnim, UV-Vis a fluorescenénim detektorem,
pri¢emz pii zvySené teploté (83 °C) dochazelo k hydro-
lyze konjugéth az na aglykony. Stabilita cukernych kon-
jugétd v extraktech je primarné ovlivnéna teplotou skla-
dovani vzorkd, jelikoZ dochazi k jejich hydrolyze na
aglykony, cemuZ lze z velké C4sti zabranit jejich zmraze-
nim.

Teplota je vyznamnym faktorem i pifi zpracovani
potravin obsahujicich isoflavony, kdy napfiklad u tepel-
ného zpracovani sojového mléka byl pozorovan vyrazny
pokles obsahu genistinu '®. VySe popsané poznatky,
tykajici se hydrolyzy isoflavoni ', maji proto znacny
vyznam pfi pfipravé vzorkd pro analyzu a technologii
zpracovani potravin a léciv.

Izolace isoflavonii

Utinna a selektivni isolace cilovych analytil ze slo%i-
na cesté od pivodniho vzorku k analytickému stanoveni.
Cilem je ziskat analyty ze vzorku a koncentrovat je
v malém mnozZstvi kapaliny vhodné pro naslednou ana-
lytickou metodu. Dobra extrakéni metoda by neméla byt
prilis ¢asové narocna (nejvyse desitky minut). Z hlediska
selektivity extrakce je tfeba, aby latky extrahované zaro-
veil s analyty s nimi neinterferovaly, a nezkreslovaly tak
vysledky. Zcela zdsadni je pro dobrou extrakéni metodu
vysoka vytéznost.

Dfive bézné pouzivana kapalinova extrakce je v sou-

—o—

¢asné dobé pro extrakce z rostlinnych materialt nahrazo-
vana dvoufdazovou kapalinovou extrakci 2. Pro prepara-
tivni Gcely je vyuZivan také refluxni kapalinovy sys-
tém >V methanol/H,O (80 : 20 v/v) a kapalinové extrakce
smésnym rozpoustédlem (10% n—butanolu s 90% octanu
ethylnatého) s vyt€Zky cca 70 %. U nékterych typud
matrice se dosud vyuzivaji i metody s nizSimi vytézky
(napft. 60 % u extrakci z krysich tkani), pokud maji dob-
rou reprodukovatelnost 22

Kapalinova extrakce v ultrazvukové 14zni znac¢né sni-
zila ¢asovou naro¢nost metod, napf. z dvaceti na Sest
hodin u $alv&je ?¥. Ultrazvuk o vysoké intenzité se pou-
7iva pro extrakci isoflavoni a oleji ze sojovych bobil do
hexanu, isopropanolu nebo do smési hexan/isopropanol
3.2 2, Nejlepsiho vytézku bylo dosazeno u tfihodinové
extrakce (62,3 %). Ze sojovych bobti, pomletych v teku-
tém dusiku, lze v ultrazvuku témér kvantitativné (vyté-
zek 80-90 %) vyextrahovat isoflavony: daidzin, glycitin,
genistin a malonylgenistin za pouhych 20 min do 50%
ethanolu pti 60 °C . Delsi doba extrakce v tomto pfi-
padé vedla k poklesu vytézku. Metoda se pouZiva i pro
rutinni analyzu .

Ucinnost pies 90 % vykazuje extrakce daidzeinu,
genisteinu, formononetinu a biochaninu A na pevnou
fazi (SPE) na patronach Speed ABN 27. Metoda se pou-
Ziva pro rychlé stanoveni isoflavonti v rostlinach, potra-
vinédch a dalSich biologickych matricich a byla dale roz-
pracovana na dvoudimenzionalni extrakci na pevnou fazi
(2D-SPE), ktera umoZiiuje soucasné extrahovat dvacet
isoflavonti: ¢trnact glykosidmalonatd a Sest acetylglyko-
sida z jetele 2. Zvlastni pozornost byla vénovéana speci-
fickym pfipadim koeluce dvou nebo vice analytli, coZ
zpuisobovalo potiZe pfi stanoveni sekundarnich metaboli-
td v rostlinné matrici. I pro tento pfipad bylo nalezeno
vhodné feseni 2.

Sedm zékladnich isoflavonid bylo kvantitativné vyex-
trahovano z riznych potravin na bazi sojovych bobu
extrakci kapalinou za zvySené teploty a tlaku (accelera-
ted solvent extraction, ASE). Podle srovnavaci studie
uvedené v této praci je kazda extrakéni metoda vhodna
pro jinou skupinu latek. ASE v kombinaci s ultrazvukem
a SPE pred¢isténim byla pouZzita *" pro extrakci a izola-
ci aglykont a glykosidd isoflavont z rtiznych ¢asti s6ji
s vytézkem 96-106 %.

Dalsi rychlou a spolehlivou metodou pro extrakci iso-
flavonu ze séje je mikrovinna extrakce (MAE) 2. Vytéz-
ku 97-103 % pfi extrakci malonyl- a acetylderivatd daid-
zinu, glycitinu a genistinu a daidzinu, glycitinu,
genistinu, daidzeinu, glyciteinu a genisteinu do 50%
ethanolu bylo dosazeno pfi 50 °C jiz za 20 min. Srovna-
vaci studie extrakénich metod 3¥ prokézala, Ze nejvhod-
néjSimi metodami pro stanoveni celkového obsahu iso-
flavont v buriacich jsou MAE a Soxtec, zatimco
ultrazvuk a kapalinova extrakce se nejlépe hodi pro sta-
noveni spektra a relativniho zastoupeni isoflavonii
v matrici (aglykonovych a glykosidovych konjugati).

Extrakce kapalinou v nadkritickém stavu (supercriti-
cal fluid extraction — SFE) se pouZiva pro analytické tce-
ly i k pfipravé funkénich potravin 3, napf. k izolaci séjo-
vého proteinu (SPI). Takto pfipraveny sojovy extrakt (pfi
35 MPa a 45 °C, ¢as 120 min) obsahuje 640 mg isofla-
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vontl na 100 g, pficemz 83,7 % isoflavoni tvofi glycitin,
daidzin a genistin. SFE s kontinualnim (on-line) dodava-
nim modifikdtoru do proudu extrakéniho média *> byla
pouZita pro extrakci daidzinu, glycitinu, genisteinu, ono-
ninu, daidzeinu, glyciteinu, sissotrinu, formononetinu
a biochaninu A z jetele. Podle srovnavaci studie vytéz-
nosti daidzinu a genisteinu je SFE mirné ucinnéjsi nez
ASE, avsak efektivnéj$i nez IKA Soxhlet nebo ultra-
zvuk.

V této oblasti v zasadé prevladaji dva zékladni pristu-
py: 1. kombinace nékolika metod ptindSejici vysoky
vytéZzek a selektivitu pfi malém objemu extraktu
a 2. vybér jedné ne zcela kvantitativni, ale reprodukova-
telné a nepfili§ pracné metody, kterou je mozné z veétsi
¢asti automatizovat. V prvnim piipadé€ se jako optimalni
jevi spojeni ultrazvuku nebo nékteré z metod schopnych
uvolnit analyty z matrice a ndsledné precisténi SPE.
Predzpracovani vzorku v ultrazvukové lazni priznivé
ovliviiuje matrici a urychluje nasledny pfenos hmoty
z matrice do extrakéniho média. Po aplikaci ultrazvuku
je tfeba pouzit rozpoustédlo s dobrymi solvatacnimi
schopnostmi a dostate¢nou difuzivitou (schopnosti
difundovat dovnitf matrice), které uvolni analyt z aktiv-
nich center matrice — zejména metody, jako jsou SFE,
MAE, ASE, nebo rtizné modifikované Soxhletovy
extrakce. Surovy extrakt pak zpracujeme SPE, ktera
v koloné zadrzi pfipadné nezddouci ko-extraktanty
a zdrovei sniZi objem extraktu na potfebnou troveii (cca
3 ml). Tento zpisob je pomérné pracny a ndkladny, ale
poskytuje potifebny vytézek, selektivitu a presnost.

Béhem posledniho desetileti byla v oblasti extrakce
isoflavontl vyvinuta fada novych metod. Soucasnou uro-
veil védeckych poznatki (do jara 2006) prehledné shrnu-
je souhrnny referdt od de Rijke . Koncentrovangjsi
a Cist$i extrakty nasledné umozZnily stanoveni téchto ana-
lytd i v rostlinném materialu s velmi nizkym obsahem
isoflavontl, jakoZ i prozkoumdni SirSi skupiny téchto
latek.

Kapalinovd chromatografie

Pro studium isoflavont se ptivodné vyuzivaly planarni
techniky, jako jsou separace na vrstvé polyamidu a dal-
Sich sorbentech. Nyni je k separaci isoflavonti pouzivana
moderni kolonova instrumentace HPLC a cela fada jejich
modifikaci. Separace isoflavoni pomoci chromatografie
byla nedédvno shrnuta polskymi autory 3¢ a fadu dalSich
informaci maze ¢tenaf nalézt v souhrnech >.

Mezi nejrozsifenéjSi patfi separace na nepolar-
nich reverznich fazich (C,,). Separace isoflavont je zalo-
Zena na hydrofobni interakci jednotlivych isoflavoni se
staciondrni fazi kolony. Retencni ¢as separovanych latek
je primarné zavisly na jejich rozpustnosti ve vodé. Bylo
prokédzano, Ze se zvySujici se hydrofobicitou latek roste
na RP kolonéch jejich reten¢ni cas. Ten 1ze obecné ovliv-
novat obsahem organického podilu v mobilni fazi. V pfi-
padé jednotlivych isoflavonti jsou nejméné hydrofobni
3-D-glykosidy, nasleduji malonyl a acetyl derivaty a nej-
hydrofobné&jsi jsou samotné aglykony -39,

Retencni ¢asy separovanych isoflavont jsou fizeny
celou fadou dalSich faktord, jako je jejich samotnd afini-

—o—

ta k stacionarni fazi, kterd mtze byt modifikovana raz-
nymi dal§imi funkénimi skupinami, volbou sloZeni
mobilni faze a volbou profilu gradientové eluce, teplotou
kolony atd. HPLC separace flavonoidi na reverznich
fazich v potravinarskych vzorcich byla shrnuta v pfe-
hledném ¢lanku 3.

Ve vétsiné pripadd jsou v jednom chromatografickém
zaznamu na RP separovany aglykony i glykosidy spolec-
n¢ a jejich derivaty zaroven. K tomuto ucelu ve vétsiné
pripadt nepostacuje izokraticka eluce, ale je nutné vhod-
né zvolit profil pro eluci gradientovou. Separace je obvy-
kle zah4jena pfi nizkém obsahu organického modifikato-
ru (nejCast€ji acetonitril nebo methanol) v mobilni
fazi ¥, jehoZ zastoupeni se postupné zvySuje. Se zvySu-
jicim se podilem organického modifikdtoru dochazi
k rozdéleni glykosidi. Aglykony jsou uvolnény ze sta-
cionarni faze a7 pfi vys§im zastoupeni organického
modifikatoru. Pomoci optimalizované linearni gradiento-
vé eluce acetonitrilu a 0,2% kyseliny mraven¢i bylo
mozné rozdélit daidzin, glycitin, genistin, ononin, daid-
zein, glycitein, sissotrin, genistein, formononetin a bio-
chanin A do 6 9 a pozdg&ji s mobilni fazi slozené z 0,3%
kyseliny octové a acetonitrilu do 4 minut 3.

Chromatografickd separace isoflavoni dnes sméfuje
k aplikaci kolon s menSim vnitfnim primérem a ke
zmensovani velikosti ¢astic sorbentu. Kolony plnéné sor-
bentem s RP o zrnitosti men$i jak 2 wm se vyrazné
osvédCily pfi separaci isoflavoni. Zaroven umozZnily
redukci reten¢nich ¢asti soucasné separovanych aglyko-
nl a B-glykosidd pod 60 s a analyzu redlnych vzorki séji
a rostlin Trifolium pratense, Iresine herbstii a Ononis
spinosa do 2 minut V. Podobnd moderni instrumentace
(tzv. U-HPLC) ve spojeni s MS detektorem (QTOF) byla
pouzita pro analyzu hormont a isoflavonti: genistein,
daidzein a biochanin A (s reten¢nimi casy 2,39; 2,05
a 3,25 min *. Vyvoj novych U-HPLC technik a jejich
kombinace s MS detekci je uveden v praci 4.

Své uplatnéni v separaci isoflavonl nasly také kolony
s monolitickou stacionarni fazi. Monolity jsou separacni
média, kterd nemaji interpartikularni prostory. Stacionar-
ni fazi monolitické kolony si tedy Ize predstavit jako jed-
nu separacni Castici tvofenou polymernim materia-
lem #49, Pomoci monolitické kolony byly separovéany
isoflavony v extraktech ze s6ji 2 a jako mobilni faze byl
pouZit acetonitril s kyselinou octovou. Mobilni faze slo-
Zend z kyseliny octové a methanolu byla pouZita pfi sepa-
raci daidzinu, genistinu, glyciteinu a jejich glykosida
a acetyl- a malonyl- derivatd na C,; monolitické stacio-
narni fazi v potravinafskych vzorcich s6ji po predchozi
extrakci. Separace 12 isoflavonti travala cca 10 min a bylo
dosaZzeno velmi dobrého rozliSeni chromatografickych
pika 29. Mezi nejnovéjsi vysledky také patii aplikace
monolitické reverzni faze pro separaci 11 flavonoidd
s celkovou dobou separace kratsi neZ 15 minut ¢

Komplikace pfi separaci fenolickych latek miiZze byt
feSena také dvojrozmérnou (2-D) kapalinovou chromato-
grafii, kterd je zaloZena na vyuziti dvou separacnich
systému. Tato strategie nachazi uplatnéni pro separaci
fenolickych antioxidantd *” a v analyzach sloZitych
matric. HPLC s neporézni stacionarni fazi byla taktéz
aplikovana pro separaci flavonoidli ve vzorcich z Fili-
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pendula ulmaria *®. V poslednich letech nachazi uplat-
néni v separaci fenolickych latek protiprouda chromato-
grafie (resp. urychlend protiproudd chromatografie,
HSCCC) v kombinaci s klasickou HPLC. Ta byla pouZi-
ta pro analyzy fenoll v rostlinach, které jsou vyuZivany
v tradi¢ni ¢inské medicing *.

Dalsi separacni techniky

V poslednich letech byl pozorovan vyrazny nartst
poctu praci zaméfenych na elektromigra¢ni metody
separace piirodnich latek. Tyto metody jsou ve velké
mife vyuZivany pro studium flavonoidi ¢i isoflavoni #.
Vyhodou elektromigracnich technik je moznost jejich
spojeni se senzitivnimi elektrochemickymi detektory
(ED). To je mozné predevsim diky tomu, Ze se jako
zakladni elektrolyty (BGE) pouzivaji pufrované roztoky
(Casto boratovy pufr v mM koncentraci). Aplikace elek-
trochemickych detektort je u chromatografickych tech-
nik limitovana diky obsahu organickych modifikatorti
v jejich mobilni fazi. Kromé konvenc¢ni kapilarni zénové
elektroforézy (CZE) jsou vyuzivany i dalsi techniky, jako
je kapilarni elektrochromatografie (CEC) a micelarni
elektrokineticka kapilarni chromatografie (MEKC)
poptipadé€ kapilarni izotachoforéza (ITP).

Z elektromigracnich metod se nejvice vyuziva CZE
a jiz v 90. letech minulého stoleti byly navrZeny postupy
pro efektivni separaci isoflavonti °. Vysledky dosazené
CZE byly srovnavany s vysledky HPLC separace v pra-
ci °Y. Pomoci obou separa¢nich technik a UV-VIS DAD
detektoru byly analyzovany isoflavony v séji, vI¢im bobu
a hrachu. CZE separace byla vyrazné rychlejSi nez
HPLC. Oproti tomu vSak HPLC separace byla vice
selektivni k analyzovanym isoflavontim, a to predevsim
v jednotlivych biologickych matricich. CZE ve spojeni
s ED byla také aplikovana pro analyzu puerarinu, daid-
zeinu a rutinu v rostlinach Pueraria lobata, coZ je rostli-
na vyuZzivana v tradi¢ni mediciné k 1é¢b€ nachlazeni
a chripky 2. Jako pracovni elektroda byl pouZit uhliko-
vy disk o priméru 300 wm, ktery byl umistén proti usti
kapilary dlouhé 40 cm, na kterou bylo vkladano stejno-
smérné napéti 9 kV. Na zdkladé hydrodynamickych vol-
tamogramt byl zvolen jako vhodny pracovni potencial
elektrody 0,9 V. Uvedenou technikou bylo mozné kvan-
tifikovat nanomolarni koncentrace isoflavonll. Stejny
elektrochemicky detektor byl pouZit ¥ pro MEKC sepa-
raci puerarinu a daidzeinu v rostlinich a farmako-che-
mickych preparatech z Puerariae radix (smés rozdrce-
nych kotenti P. lobata a P. thomsonii). Jako surfaktant
pro pseudostacionarni fazi byl pouzit dodecylsulfat sod-
ny (SDS) a separace probihala pfi napéti 18 kV. MEKC
v posledni dobé nasla celou fadu aplikaci pro separaci ve
vodé malo rozpustnych polyfenolt nebo jim podobnych
latek. Ve spojeni s UV-detektorem Ize pomoci MEKC
analyzovat biochanin A, formononetin, genistein a daid-
zein v jeteli *¥. V pritomnosti SDS lIze efektivnéjsiho roz-
déleni latek dosdhnout pridanim organického modifika-
toru (ethanol 5 % v/v) do mobilni faze (30 mM boratovy
pufr). Separace vyse uvedenych isoflavont technikou
MEKC ve vétsiné praci nepfesdhla 20 min. Na rozdil od
CZE je mozné pomoci MEKC efektivné separovat i hyd-
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rofobni aglykony, které jsou v pufrech pouzivanych pro
CZE pomérné malo rozpustné. Tento problém lze ¢astec-
né odstranit pfidavkem dimethylsulfoxidu (DMSO) ane-
bo pouZitim alkalickych pufria 5.

CEC je dal$i metodou, kterou je mozné vyuZit pro
separaci isoflavont. Tato technika je zaloZena na sepa-
raci analytu v kapilarfe obsahujici sorbent; na rozdil od
HPLC se vsak separuje v elektricky nabitém poli. Velmi
dobrych vysledkd bylo také dosaZzeno pomoci CEC
s monolitickou kolonou se stacionarni faze na bazi lau-
ryl akrylatu. Touto technikou byl separovan daidzein,
genistein a glycitein a jejich konjugéty v produktech ze
s6ji .

Kromé& UV-VIS a ED detektortl je mozné spojit elek-
tromigraéni kolonové separace s hmotnostnimi *® nebo
fluorescen¢nimi detektory. Obecné Ize fici, Ze elektromi-
gracni techniky nachazeji fadu aplikaci nejen pfi identi-
fikaci isoflavonil v riznych rostlinnych materidlech, ale
jsou vyuzivany napiiklad i pro stanoveni disociacnich
konstant °” a studium mechanismu vlivu UV-B zafeni na
jejich stabilitu *®. Disociacni konstanty pK, genisteinu
(9,5), daidzeinu (9,55), glyciteinu (9,73) a dalSich isofla-
vonl byly urCeny ze zavislosti jejich elektroforetické
pohyblivosti na pH zakladniho elektrolytu. Dalsi detaily
tykajici se elektromigracnich technik a jejich aplikace
pro analyzu isoflavont, ale i dalSich flavonoidnich latek
1ze nalézt v piehlednych pracich 36,

Spektrometrické metody

Mezi nejcastéji pouzivané detektory napojené na chro-
matografickou nebo elektromigracni separaci jsou detek-
tory UV-Vis, pfedevsim detektory diodového pole
(DAD), které mohou pracovat v Sirokém spektru vino-
vych délek . UV-Vis spektra fady isoflavonu jsou vSak
velmi podobnd. Vzhledem k tomu, Ze je v soucasnosti
znamo asi 700 isoflavontl, které se vyskytuji v riznych
rostlinnych materidlech, je vyuziti UV-Vis detekce pro
identifikaci isoflavond z velké ¢asti omezené. K tcelim
detailnéjsiho studia separovanych latek a k jejich identi-
fikaci je vhodné pouzivat MS detektory, které mohou
postihnout jednotlivé aglykony a jejich konjugéaty ¢i deri-
vaty. Kromé selektivni analyzy je moZné vyuZit hmot-
nostni spektrometrii i pro strukturni analyzu ®V. V pfipa-
dé urceni struktury isoflavonii miize byt pouzita
kombinace kolonovych separaci s MS a nukledrni mag-
netickou rezonanci 2 (NMR) nebo tandemové (MS/MS)
usporadani hmotnostnich spektrometrti 6.

K ionizaci vzorku se nejcastéji pouZziva elektrosprej,
ktery je mozné napojit na LC nebo CE. Mezi dalsi ioni-
zacni techniky patii laserova desorpce/ionizace za ticasti
matrice (MALDI), chemicka ionizace za atmosférického
tlaku (APCI), termosprej % a dalsi . Velmi dobrych
vysledkd bylo dosaZeno pomoci ESI-MS v kombinaci
s HPLC po predchozi SFE *izolaci s detekénimi limity
(LOD) pro aglykony 0,2-1,0 fmoli a pro glykosidy
1,3-3,6 fmolt na nastiik. Stejny MS detektor se uz dfive
osvedcil pro uréeni profilu isoflavont u 7. pratense a pfti
identifikaci jejich glykosida 2® nebo pii detekci isoflavo-
nd ve vzorcich potravin ze s6ji. LOD byl 1,2 a 1,6 fmo-
14 pro daidzin, genistin a 1-3 fmoly pro daidzein, genis-
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tein, formononetin, biochanin A a ononin 3». MS je vel-
mi uéinny nastroj pro identifikaci isoflavond v rostlin-
nych materidlech, ptfi¢emZ kazdy isoflavon je charakte-
risticky nejen svym molekuldrnim ionem, ale také
specifickymi produkty jeho fragmentace (retro-Diels-
Alderova fragmantace). Studie pojednavajici o fragmen-
taci isoflavontl byla uvefejnéna Kangem et al. ® a idaje
o fragmentaci cukernych konjugatd byly publikovany
v praci ?. Mezi dal$i moderni techniky patii nedavno
uvefejnénd prace tykajici se stanoveni acetylglukosidii
a jejich metaboliti v lidské moci spojenim LC
s APCI/MS 7, Velmi selektivni jsou také nové vyvinuté
techniky MS/MS, které je mozné pouZit pro urceni pro-
filu isoflavoni % a v celé fadé dalSich aplikaci ' 6,
Kombinace U-HPLC/QTOF-MS byla pouzita pro analy-
zu fytoestrogenti ve vzorcich vody. Detekéni limity sta-
novovanych isoflavonti se pohybovaly v rozmezi 5 az
30 ng v litru vody *?.

Poftizovaci i provozni ndklady pro MS jsou ve srovna-
ni s ostatnimi detekénimi technikami pomérné vysoké.
Selektivitu klasickych spektrofotometrickych technik je
mozné zvysit pouZitim derivatizacniho cinidla, které se
cilené navaze na analyzované isoflavony. Kromé klasic-
ké UV-Vis detekce je pouzivana fluorescencni detekce
derivatizac¢niho cinidla nebo i nativni fluorescence
samotnych isoflavonii, kterou lze napf. u puerarinu
a daidzeinu pozorovat pii pH 8-9 7. Pokud mobilni faze
obsahuje kyselinu, je vhodné pouZit postkolonové prida-
ni alkalického pufru, které vyrazné zvysSuje citlivost ana-
lyzy. Limit kvantifikace (LOQ) byl pro puerarin 3,48
a pro daidzein 1,16 ng . ml'l. Vzhledem k tomu, Ze iso-
flavony vykazuji nativni fluorescenci, mize byt jejich
derivatizace fluorescencnim Ccinidlem v fadé piipada
znacné limitovéana.

Pro senzitivni analyzu isoflavonid mohou byt také vyu-
zity chemiluminiscen¢ni techniky. Kombinace chemilu-
minescence a pratokové injekcni analyzy (FIA) byla apli-
kovana pro analyzu puerarinu v riznych vzorcich
s limitem detekce 0,1 ng . ml'l. Pomoci peristaltickych
pump byl smisen vzorek obsahujici puerarin s luminolem,
KIO, a roztokem NaOH a smés byla po probéhnuti reak-
ce davkovana do cely s luminometrem. Uvedenou techni-
kou bylo mozné analyzovat pii pritoku 2 ml . min"' 180
vzorkl za hodinu 7. Chemiluminiscenéni reakce predsta-
vuji G¢innou alternativu pro optickou detekci isoflavon,
kterda miZe byt vyuZita v fadé klinickych nebo potravinar-
skych ¢i farmaceutickych provozech.

Imunochemické metody

Mezi metody vhodné pro rychlou identifikaci isofla-
vonu v rostlinnych, ale i potravinafskych vzorcich patii
imunochemickd analyza. Pdvodn€ vyvinuté techniky
zaloZzené na radioaktivnim znaceni (RIA: radioimuno-
analyza) 7%, jsou dnes nahrazovany technikou heterogen-
ni enzymové imunoanalyzy (ELISA) 7% nebo ¢asové
modulované detekce fluorescence (TR-FIA, viz niZe).

V pripadé techniky ELISA jsou nejprve vytvoreny
konjugéty mezi isoflavony a telecim sérovym albuminem
(BSA) nebo jinym vysokomolekuldrnim nosi¢em a proti
vzniklym konjugatim (antigenim) jsou ziskdny (mono-
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klonalni nebo polyklonélni) protilatky 7. Vzorky jsou
nanaseny do jamek mikrotitraéni desti¢ky a na antigeny,
které jsou ve vzorku obsaZeny se vazou ziskané protilat-
ky. Po promyvacich proceduriach je potom mnoZstvi
navézanych protilatek kvantifikovdno pomoci dalsi proti-
latky znaCené peroxiddzou. Po pfidani substratu a vytvo-
feni vhodnych podminek pro pribéh enzymové reakce je
kvantifikovan jeji produkt, jehoZ koncentrace odpovida
mnozstvi hledaného isoflavonu ve vzorku. ELISA byla
pouzita pro identifikaci biochaninu A, daidzeinu a genis-
teinu s limity detekce (LOD), které se pohybovaly v roz-
mezi 1,1-5,3 pg isoflavont na jamku. Pomoci imuno-
chemickych technik je mozZné zjiStovat isoflavony
v homogendtech rostlinnych vzorkd, nebo jejich extrak-
tech ™.

Dale byla ELISA pouzita pro analyzu genisteinu
a daidzeinu v potravinach a lidskych télnich tekutinich
(plazma a moc), pri¢emz byla pomoci ELISA studovana
distribuce daidzeinu a genisteinu v Case, a to u pacientd,
kterym bylo podano 100 mg isoflavont 79, Maximum
daidzeinu i genisteinu bylo v plazmé nalezeno po 6 az
8 hod. a v moci po 10 hod. od jejich perordlni aplikace.
Dalsi moznosti stanoveni isoflavond je pouZziti metody
¢asov€ modulované detekce fluorescence (TR-FIA), kde
je protilatka konjugovana s Eu, Tb, Sm cheldtem pfe-
chodného kovu, ktery se v prubéhu imunochemické
reakce preméni ve fluoreskujici znacku. Pomoci imuno-
chemickych technik je moZné kvantifikovat isoflavony
v homogenatu rostlinnych vzorkd, nebo jejich extrak-
tech, v potravinach i v klinickych vzorcich. Vyuziti imu-
noanalytickych metod v klinické chemii ma své opod-
statnéni vzhledem k jednoduchosti a rychlosti téchto
analyz 7.

Elektrochemické metody

Vzhledem k tomu, Ze isoflavony jsou elektroaktivni
latky, byla vyvinuta fada technik zaméfenych na jejich
elektrochemickou detekci nebo spojeni elektrochemic-
kych detektorti s kolonovymi separacemi. Jako pracovni
elektrody se osvédCily elektrody vyrobené z uhliku
a jeho riznych modifikaci, na kterych je mozné pozoro-
vat oxidacni signaly isoflavont. Jako elektrodovy mate-
ridl je mozné pouZit skelny a pyrolyticky uhlik nebo tzv.
uhlikovou pastu.

Elektroda ze skelného uhliku (GCE) byla pouZita pro
analyzu flavonoidii a fenolickych kyselin diferenc¢ni
pulzni voltametrii s limity detekce v mikromolarnich
jednotkéach 7, a pro stanoveni celkového obsahu isofla-
vonit ve vzorcich sdji 7. Uhlikova pastova elektroda
(CPE) byla pouzita pro stanoveni daidzeinu a genistei-
nu %, pficemz byly pozorovany dva oxidaéni piky (pik
I kolem 0,4 V a pik II kolem 0,7 V). Pro analyzu vybra-
nych flavonoidd byla pouZita adsorptivni rozpousStéci
voltametrie s CPE 8V. Elektrodovy materidl byl pfipraven
smichanim nujolu nebo difenyletheru s uhlikovym pras-
kem a elektrochemické detekce pobihala v pratokovém
injek¢nim analyzatoru (FIA). Flavonoidy byly akumulo-
vany na povrchu uhlikové elektrody pfi potencidlu
0,2 V a nasledné provedeno elektrochemické méteni
v rozsahu potencidlu od 0 do 1 V. Oxidacni signdly fla-
vonoidl bylo mozné pozorovat kolem 0,4 V. V ptipadé
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rutinu byly pozorovany dobfe vyvinuté piky v koncent-
ranim rozsahu od 10 do 100 nM 3Y. Uvedena technika
byla pouzita pro analyzy celkového obsahu flavonoidi
v népojich %2, Elektrochemické detektory maji vyznam-
né uplatnéni predevs§im v separacich CE (viz kapitola
Ostatni separacni techniky) a mohou byt vyuZity
i v chromatografické separaci. Detek¢éniho limitu
51 fmold (21 pg) na néstfik bylo dosazeno s coulome-
trickym detektorem %9,

Interakce isoflavonii

Molekularni podstata fyziologického tcinku isoflavo-
nl nespociva pouze v jejich estrogenni aktivité, ale také
v jejich interakci s celou fadou bunéénych substrata. Pre-
devsim je zdjem védcu soustfedén na studium interakci
isoflavonii s nukleovymi kyselinami 8%, proteiny 8 %
areceptory v cytoplazmatické membrané bunék ¥7. Pred-
pokladame, Ze pravé ziskavanim poznatkl o interakci
isoflavonll s biomakromolekulami bude moZzné objasnit
jejich fyziologické ucinky, a vnést tak vice svétla do kon-
troverzni otazky jejich pozitivniho vs. negativniho vlivu
na zdravi ¢lovéka.

Bylo prokazano, Ze isoflavony mohou interagovat s DNA
a vytvaret komplexy s bazemi, které se v DNA vyskytuji.
Studium interakei 3 mezi telomerickou DNA (ktera je boha-
td na guaninové zbytky) a daidzinem metodou ESI-MS,
PAGE, metodou cirkuldrniho dichroismu a molekularniho
modelovani napovida, Ze isoflavony mohou nejenom intera-
govat s DNA, ale jsou také schopny stabilizovat jejich struk-
tury — jako je napt. G-kvadruplex. Predpoklada se, Ze daid-
zin by tak mohl byt vyuZit jako protinddorové 1écivo
inhibujici telomerazovou aktivitu 3. Interakce guanini
a adenint1 v jednofetezcové chromozomalni DNA s kverce-
tinem a rutinem byly pozorovany pomoci voltametrie s vnu-
cenym pravouhlym napétim a uhlikovou elektrodou. Da se
predpokladat, Ze tato technika bude pouZitelna pro rychlé
a senzitivni sledovani interakce flavonoidnich latek s DNA
89, Kromé DNA interaguji isoflavony i s bilkovinami. Byla
napiiklad studovéana interakce lidského sérového albuminu
s genisteinem a dalsimi isoflavony metodou spektrofluori-
metrie, kde byla prokdzana interakce genisteinu s tryptofa-
novymi zbytky v molekule bilkoviny . Pomoci , kompeti¢-
nich experimentd” (competitition binding assay) byla
studovana vazba genisteinu, biochaninu A, formononetinu,
kumestrolu a dalSich na estrogenni receptor o a 3 . Velmi
dilezité jsou také studie zaméfené na interakci isoflavonli
s cytoplazmatickou membranou buiky, kterd je tvofena
dvouvrstvou lipidd. Studovéna je predevsim adsorpce isofla-
vontl na lipidy membrany a jejich vliv na peroxidaci lipida
a na integritu a propustnost buné¢nych membran 8. Ziskané
vysledky bude mozné vyuZit pro studium farmakokinetic-
kych vlastnosti isoflavonil obsazenych v 1éCivech.

Prijem isoflavonii

Jedny z prvnich fyziologickych ucinkd isoflavonil
(u zivocicht) byly zaznamenany u hospodarskych zvifat,
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ktera konzumovala plodiny s vysokou koncentraci isofla-
vont (nebo nadmérné mnoZzstvi plodin obsahujicich iso-
flavony), coZ vedlo k poruchdm reprodukce (viz estro-
genni aktivita isoflavoni). V rostlinné produkci je proto
zadouci eliminovat nadmérny piijem isoflavont u hospo-
darskych zvifat a monitorovat vyskyt sekundarnich
metabolith v rostlinnych materidlech. Pomoci
RP-HPLC/UV-Vis DAD byl sledovan vyskyt isoflavonii
a fenolickych kyselin v semenech hrachu (Pisum sati-
vum). Obsah isoflavonti v semenech byl ovliviiovan spe-
cidlnimi technologickymi procesy ¥. Ukazuje se, Ze
podminky skladovéani a vhodné fyzikalni nebo chemické
oSetfeni miiZe cilené ménit obsah isoflavont v rostlin-
nych produktech. Naproti tomu byly vyvinuty techniky
genového inZenyrstvi umoziujici ovliviiovat obsah iso-
flavont (daidzein, glycitein, genistein) v semenech séji
na zakladé exprese C1 a R transkripénich faktorti z kuku-
fice, které aktivuji fenypropanoidovou metabolickou dra-
hu. K identifikaci isoflavont byla pouzita HPLC-DAD,
které predchazela extrakce isoflavont do methanolu .
Lidsky organismus pfijima isoflavony nejcastéji potra-
vou (tzv. funkcni potraviny), kterd byla vyrobena z lusté-
nin nebo séjovych bobi. Pojem funkéni potravina byl
poprvé pouzit jiz v 80. letech minulého stoleti v Japon-
sku 3. V soudasnosti 1ze funkéni potraviny definovat
jako potraviny, které maji pozitivni efekt na jednu nebo
vice fyziologickych funkci lidského organismu nebo sni-
7uji, poptipadé odstranuji, nékteré poruchy organismu’.
Kromé s6ji a jejich produktii (napt. tofu — sdjovy syr,
miso — séjova ryze) byly fytoestrogeny a isoflavony ana-
lyzovany v celé fadé potravinaiskych dopliikd, jako je
napf. kudzu (bily Skrobovy prasek z korene kefe Puera-
ria lobata) nebo i ve chmelu (Humulus lupulus) a v alko-
holickych népojich (pivo, bourbon) a mnoha dal§ich
zdrojich (ovoce atd.) Y. Analyzy sekundarnich metabo-
lit (a to nejenom isoflavontt) v riznych rostlinach potvr-
dily, Ze distribuce téchto latek se v pletivech rostliny
vyrazné méni v zavislosti na dobé sklizné a podminkéch
péstovani. MoZnosti, které v soucasnosti nabizeji techni-
ky genového inZenyrstvi, by mohly byt v budoucnosti
vyuzity k péstovani plodin, které by mély definovany
obsah isoflavont. V této souvislosti je nutné zohlednit
nejenom pozitivni vliv isoflavonti na zdravi ¢lovéka, ale
také skuteCnost, Ze konzumace zvySeného mnozZstvi iso-
flavoni miZe vyvolat fadu zdravotnich problému .

ZAVER

Vzhledem k tomu, Ze isoflavony, ale i dalsi flavonoi-
dy, maji ¢asto podobnou chemickou strukturu a mnohdy
i fyzikalné-chemické vlastnosti, je jejich vzajemné rozli-
Seni v rostlinnych matricich zna¢né ztiZeno. Objev celé
fady fyziologickych ucinki isoflavoni na zdravi ¢loveéka
podmifiuje vyvoj v oblasti modernich instrumentélnich
metod analyzy téchto latek. Da se predpokladat, Ze

*Analyzam isoflavont a dalSich fenolickych latek v potravinach bylo vénovano speciélni ¢islo asopisu Anal. Bioanal. Chem., 2007; 389(1). Nemé-
né aktudlni informace o analyze, vyskytu a vyznamu isoflavonii pro lidské zdravi je mozné nalézt v specidlnim ¢isle J. AOAC Int., 2006; 89(4).
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budou zdokonalovany piedevsim techniky pfipravy vzor-
ku a techniky isolace, jako je ASE a SPE a mikroex-
trakéni techniky 2. V oblasti kapalinové chromatografie
najdou své uplatnéni monolitické kolony, kolony plnéné
sorbenty s velikosti Castic pod 2 um (diky kterym je
mozné vyrazné sniZit dobu separace) a také kapilarni
kolony. Z hlediska detekce isoflavont a jejich identifika-
ce ve slozitych rostlinnych matricich jsou s tspéchem
aplikovany rizné MS detektory, pfi¢emZ mezi nejpouZi-
vangjsi zdroje ionizace patii elektrosprej. Jako velmi per-
spektivni se také jevi nové nanoESI zdroje * a taktéz
neddvno vyvinutd ionizace desorpci elektrosprejem
(DESI). Ta pfedstavuje prechod mezi ESI a MALDI
a umoziuje pomérné senzitivni analyzu biologicky
vyznamnych latek v podminkéch in situ, které vyZaduji
minimélni ¢as pro piipravu vzorka *. V praci diskutova-
né imunoanalytické techniky (napf. ELISA a TR-FIA)
naleznou uplatnéni v klinické praxi pfi vySetfeni t€lnich
tekutin a velkého mnozZstvi vzorkt °». Naproti tomu byly
uvefejnény prace, kde se imunochemické techniky
osvédcily pfi identifikaci isoflavont v rdznych rostlin-
nych pletivech a potravinarskych produktech. Elektro-
chemicka detekce isoflavont je velmi ¢asto pouZivana ve
spojeni s elektromigra¢nimi technikami °* °7. Pro tyto
ucely byly navrZzeny rizné konstrukce elektrochemic-
kych detektorti. Jako elektrodovy materidl se nejvice
osvédcil skelny uhlik a v klasickém tfielektrodovém vol-

—o—

HSCCC - high-speed counter-current chromatography
(urychlend protiprouda chromatografie)
LC — liquid chromatography
(kapalinové chromatografie)
LOD — limit of detection (limit detekce)
LOQ — limit of quantification (limit kvantifikace)
MALDI - matrix-assisted laser desorption
(desorpce/ionizace laserem za ucasti matrice)
MEKC — micellar electrokinetic capillary chromatography
(miceldrni elektrokinetickd kapildrni
chromatografie)
MS — mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie)
MS/MS - tandem MS (tandemové usporadani MS)
NMR — nuclear magnetic resonance
(nukledrni magnetickd rezonance)
RIA — radioimunoassay (radioimunoanalyza)
RP —reversed phase (reverzni faze)
SFE — supercritical-fluid extraction
(extrakce kapalinou v nadkritickém stavu)
SPE — solid-phase extraction (extrakce pevnou fazi)
TR-FIA - time-resolved fluorescence immunoanalysis

(Casové modulovana detekce fluorescence)
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® Ze zasedani Vyboru Ceské
farmaceutické spole¢nosti

Dne 13. brezna 2008 se konalo na Farmaceutické fakulté
UK v Hradci krdlové prvni letosni zasedani vyboru Ceské far-
maceutické spolecnosti (CFS) CLS JEP. Jednani vedl predseda
CFS prof. L. Jahodat.

Uvodem piedseda zkontroloval jednotlivé body z minulé
schiize vyboru CFS a jejich plnéni a projednal aktualni kores-
pondenci za posledni obdobi.

X. sjezd CFS se bude konat 17. kvétna 2008 v ramci II. kon-
gresu praktického lékarenstvi (16.—17. kvétna 2008) v Regio-
nalnim centru Olomouc. Pozvani budou hosté ze Slovenské
farmaceutické spolec¢nosti, predstavitelé farmacie ze stitni
spravy CR a CLK. Pii sjezdu bude v plenarnim zasedéni kro-
mé prislusné sjezdové agendy prezentovano za jednotlivé sek-
ce CFS 8 odbornych piednasek. Jejich souhrny budou zveiej-
nény v Casopisu Ceska a slovenska farmacie. Vedouci redaktor
tohoto Casopisu zaSle autordm prednédsek informace o jejich
rozsahu a terminu odevzdani. Po diskuzi vybor rozhodl, Ze
vzhledem k nedostatku Casového prostoru nebude oteviena
sekce postert.

V ramci zahrani¢nich aktivit informoval predseda CFS
o pripravované navstéveé predsedkyné kongresového vyboru
FIP pani G. R. Baumen ve dnech 30. biezna az 3. dubna 2008
v Praze. Cilem jeji navstévy je provéfit moznost potradani kon-
gresu FIP 2011 v Praze. Vybor schvilil u¢ast zastupcit CFS na
kongresu FIP 2008 do Basileje, na svétovy Kongres technolo-
gie 1éki do Barcelony a na kongres se zasedanim Rady
EUFEPS do Lublané.

Pii zasedani Vyboru CFS se konalo jednani se zastupci agen-
tury Garant International o spolupraci pfi pofadani XII. kongre-
su ISOPP (Mezinarodni spoleCnosti onkologické farmacie)
v roce 2010 v Praze. Pro vedeni této mezinarodni spolecnosti
pripravila agentura nabidku a jednini budou pokracovat.

Vybor projednal Zadost predsedkyné Sekce historie far-
macie dr. M. Lisé o moZnost umisténi pamétni desky lékar-
nikiim padlym v 1. svétové vélce. Je tfeba pfipravit podkla-
dcy pro zadost na vedeni CLS, druhou variantou bude pozadat

LK.

Vybor projednal Vyzvu feditele SUKL odbornym spolec-
nostem ke spolupraci v souvislosti s novou kompetenci tohoto
ustavu v oblasti stanoveni vyse a podminek dhrad 1é¢ivych pfi-
pravkil. Predseda CFS si vyZzada dal3i informace a bude fedite-
le SUKL kontaktovat.

Predseda CFS prof. L. Jahodaf seznamil pfitomné s dotaz-
nikem rezortni analyzy potieb pracovnikl jednotlivych zdra-
votnickych profesi a oborti kterou MZ CR zadalo Institutu
socidlniho rozvoje. Clenové vyboru se shodli ve formulacich
odpovédi na jednotlivé otazky.

Vybor jednal o otdzce stanov CFS. Clenové vyboru si pii-
pravi pfipominky ¢i ndvrhy na zmény soucasnych stanov
a zaSlou je do 30. dubna 2008 védeckému sekretaii CFS
prof. P. Solichovi, ktery je zpracuje pro pfipadné projednani na
Sjezdu CFS.

Vybor navézal na jednani predstaviteli CFS a SFS ohledné
ekonomické situace ¢asopisu Ceskd a slovensk4 farmacie, kte-
ré se konalo 8. ledna 2008 v Praze. Zapis z uvedeného jedna-
ni vybor CFS schvilil a je piilohou k zapisu z této schiize.
Dava na zvaZeni piipadné dal§i zmény v redak¢ni radé. Sou-
hlasi s Gpravou navrhu na Dohodu o spolupraci mezi CLS JEP
a CFS pfi vydavéani casopisu Ceskd a slovenska farmacie.
Vybor rozhodl, Ze vzhledem k ekonomické ztraté ¢asopisu za
rok 2007 bude pozadan Vybor SFS o pokryti jedné tfetiny této
ztraty.

Vybor projednal dal§i administrativni ndleZitosti a doslou
korespondenci, pfipominky jednotlivych ¢lenti vyboru vcetné
prijeti 13 novych ¢leni, kteif se v roce 2008 do CFS prihlasili.
Vybor schvalil vyfazeni nékterého materialu z inventare.

Piisti schiize vyboru CFS se piedbé&Zné uskute¢ni v patek
16. kvétna 2008 v 15 hodin v hotelu Sigma pred kondnim
X. sjezdu CFS v Olomouci.

P. Komdrek
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