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STANOVENI OBSAHU GLUKOSINOLATU METODOU HPLC

1 Ucel a rozsah

Postup je urcen pro stanoveni celkového obsahu glukosinolatl v semeni fepky a v jejich
produktech jako jsou fepkové pokrutiny, fepkovy Srot apod.

2 Princip

Glukosinolaty se extrahuji ze vzorku vrouci vodou, nasledné se Cisti a enzymaticky desulfatuji
na iontoméniCi. Vlastni stanoveni se provadi metodou HPLC na kolon¢ s reverzni fazi
za pouziti gradientové eluce a detekce v UV oblasti.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1 Destilovana nebo deionizovana voda.

2 Acetonitril, ¢istota pro HPLC.

3 Methanol, ¢istota pro HPLC.

4  Methanol, roztok, c(CH30H) =70 % (V/V).

Ptiprava: Smicha se 700 ml methanolu (3) a 300 ml vody (1).
Kyselina octova, 99,0% (m/m), p(CH3;COOH) = 1,05 g/ml.

6 Kyselina octova, roztok, c(CH3COOH) = 2 mol/l.

W

Ptiprava: Do asi 500 ml vody (1) se ptidava za stdlého michani 115 ml kyseliny octové
(5). Po vytemperovani se v 1000ml odmérné baiice doplni vodou (1) po znacku.

7  Octan sodny trihydrat, roztok, c(CH3COONa.3H>O) = 0,2 mol/l.

Ptiprava: Do 100ml odmérné banky se navazi 2,72 g octanu sodného trihydratu, rozpusti
se a doplni vodou (1) po znacku.

8 Octan sodny trihydrat, roztok, c(CH3;COONa.3 H>O) = 0,02 mol/l, pH = 4,0.

Ptiprava: 50 ml roztoku octanu sodného (7) se ziedi 450 ml vody (1). pH roztoku
se upravi na hodnotu 4,0 pomoci roztoku kyseliny octové (6).

9  Kyselina mraven¢i, 98% (m/m), p(HCOOH) = 1,22 g/ml.
10 Imidazol, c(C3HaN2) =99 % (m/m).
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Imidazolformiat, roztok, c(C4H4N202) = 6 mol/l.

Ptiprava: Navazi se 204 g imidazolu (10) a rozpusti se ve 113,5 ml kyseliny mravenci (9).
Ptevede se do 500ml odmérné bariky a doplni vodou (1) po znacku.

Sinigrin monohydrat, roztok, c(C10HisKNO9S2.H,0) = 5 mmol/l.

Ptiprava: Navazi se 0,0519 g sinigrin monohydratu, rozpusti se a doplni ve 25ml odmérné
bance vodou (1) po znacku.

Sinigrin monohydrat, roztok, ¢(C10HisKNO9S2.H20) = 20 mmol/l.

Ptiprava: Navazi se 0,2078 g sinigrin monohydratu, rozpusti se a doplni ve 25ml odmérné
bance vodou (1) po znacku.

Glukotropaeolin, ¢(Ci14Hi1sKNO9S>.H>0) = 5 mmol/l.

Ptiprava: Navazi se 0,0560 g glukotropaeolinu, rozpusti se a doplni ve 25ml odmérné
bance vodou (1) po znacku.

Glukotropaeolin, roztok, ¢(Ci14HisKNO9S2.H>O) = 20 mmol/l.

Ptiprava: Navazi se 0,2238 g glukotropaeolinu, rozpusti se a doplni ve 25ml odmérné
bance vodou (1) po znacku.

DEAE Sephadex A-25, suspenze.

Ptiprava: 10 g pryskyfice DEAE Sephadex A-25 se promichd v piebytku roztoku
kyseliny octové (6). Smés se necha usadit a pak se pfida roztok kyseliny octové (6) tak,
aby objem kapalné faze byl dvakrat vétSi neZ objem sedimentu.

DEAE Sepharose CL-6B.

Sulfataza, typ H-1.

Dichlormethan.

Certifikovany referencni material: BCR 190R nebo BCR 367.
Mobilni faze.

Eluent A: acetonitril, 20% roztok (V/V).

Ptiprava: 200 ml acetonitrilu (2) se smichéd s 800 ml vody (1).
Eluent B: voda (1).

Poznamky

1

Jako vnmitini standard se pouziva monohydrat sinigrinu (allylglukosinolat draselny).

V pripade analyzy vzorku ziskanych z jinych rostlin celedi brukvovitych, které mohou
v prirozené formé sinigrin obsahovat, se pouzije jako vnitini standard glukotropaeolin
(benzylglukosinolat draselny) a jako extrakcni cinidlo methanol (4).
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2 Roztoky vnitiniho standardu (12) az (15) se uchovavaji jeden tyden pri teploté priblizné
4 °C nebo je Ize uchovat po delsi dobu pri teplote —18 °C.

3 Cistota vnitiniho standardu se zkontroluje HPLC analyzou pomoci této metodiky.
Vysledny chromatogram by mél obsahovat pouze jeden hlavni pik, jehoz plocha by méla
odpovidat nejméné 98 % z celkové plochy vsech pikii.

4  Norma CSN ISO 9167-1 doporucuje pro piipravu iontoménicovych kolon pouzit
DEAE Sephadex A-25 nebo suspenzi DEAE Sepharose CL-6B, kterd je jiz pripravena
k primému  pouziti. Lze pouzit i SPE kolonky s iontoménicovou pryskyrici
(napr. Discovery SAX, Supelco), pripadné jiné ekvivalentni produkty.

5 Podle normy CSN EN ISO 9167-1 by se méla mé¥it aktivita sulfatazy. Aktivitu pripravené
sulfatazy je mozné hodnotit i promerenim CRM (20).

Pristroje a pomiicky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s UV/VIS detektorem.
Analytické vahy s pfesnosti 0,1 mg.

Vodni lazen s regulaci teploty.

Stolni chlazena odstfedivka, 3900 ot/min.

Minittepacka.

pH-metr.

Su$éarna s nucenou cirkulaci vzduchu.

Mikrocentrifugaéni filtry (napf. Amicon Ultra-4 (5,000 kDa), Ultrafree-CL).

O 0 9 N Nk~ W N = A

Pipety dle Pasteura, 13 cm a 18 cm, vnitini primér 4 mm, na konci ziiZené; se stojanem.

—_—
(=]

Skelna vata.

Automaticka pipeta, (20 — 200) pl a (200 — 1000) pl.
Zkumavky délené, 10 ml, stojan na zkumavky.
Lékovky, 3 ml.

p—
w N =

5 Postup

5.1 Priprava zkuSebniho vzorku

Cisty vzorek semene fepky se kvartaci redukuje na mnozstvi potiebné k analyze. Pokud je
vlhkost vyssi nez 10 % (m/m), semena se vysusi v proudu vzduchu pfi teploté piiblizn¢ 45 °C.
Vzorek se pomele. Postup piipravy je podrobné popsan v JPP Uprava vzorki krmiv
a rostlinného materialu, kap. 5.7, postup 60130.1 Uprava vzorkt olejnin.

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
Platné od: 8. 8. 2024



Narodni referencni laboratot Strana 4
N Jednotné pracovni postupy — Vydin .
I testovani odrid
a zkusebni Ostav zemédélskyj
50110.1 — Stanoveni obsahu glukosinolata Revize )
metodou HPLC
Poznamky

6 V pripade, Ze jsou semena namorena, omyji se v dichlormethanu (19).

7 Pro mleti semen olejnin se osvedcil kuchynsky kavomlynek.

5.2 Cisténi sulfatazy
5.2.1 Piiprava iontoménicovych kolonek

Ptipravi se 20 kust pipet dle Pasteura o délce asi 18 cm, které se okalibruji na objem 0,5 ml.
Zuzeny konec se ucpe stlacenym kouskem skelné vaty. Takto upravené pipety se umisti kolmo
do vhodného stojanu. Do kazdé pipety se pipetuje tolik Sepharosy (17) (cca 0,65 ml), aby po
odtoku kapalné faze v pipeté zistalo 0,5 ml pryskyftice. Na kazdy sloupec se ptida 1 ml roztoku
imidazolformiatu (11) a potom 2 % 1 ml vody (1).

5.2.2 Cidténi sulfatizy

S ptesnosti 0,1 mg se navazi 100 mg sulfatazy (18), rozpusti se v 10 ml vody (1) a 0,5 ml tohoto
roztoku se nanese na kazdou z dvaceti pfipravenych iontoménicovych kolonek. Kazda kolonka
se promyje 1,5 ml vody (1), eluat se odstrani. Déle se na kolonku nanese 1,5 ml roztoku octanu
sodného (7) a eluaty se jimaji do pfipravenych zkumavek.

Ziskané eluaty se pak koncentruji a ¢isti pomoci centrifugacnich filtri. Nize uvedeny postup
plati pro mikrocentrifugac¢ni filtr Amicon Ultra-4 (5,000 kDa). V ptipad¢ pouziti jiného typu se
dodrzi ptislusny navod k pouziti.

Spojené eluaty z 20 kolon se rozdéli do 12 mikrocentrifugacnich filtrti, tj. 2,5 ml roztoku
do kazdého. V kazdém z nich se roztok koncentruje na odstfedivce pti 3900 ot/min na objem
pfiblizné 1 ml. Zakoncentrovana sulfataza se spoji dohromady a natedi vodou (1) v objemovém
pomeéru 1 : 1,5. Vznikly roztok se rozd€li po malych objemech do 1ékovek a skladuje se v
mrazni¢ce pii —18 °C tak, aby bylo moZzno rozmrazit vzdy jen mnozstvi potfebné pro piimé
pouziti.

5.3 Extrakce glukosinolati
Glukosinolaty se extrahuji ze vzorku vrouci vodou.

Do sklenénych zkumavek s oznacenim A a B se duplicitné navazi 200 mg pomletého
zkuSebniho vzorku s presnosti 0,1 mg. Zkumavky se umisti do vodni 1azn¢ o teploté 95 °C a po
1 min se do kazdé¢ ze zkumavek ptidaji 2 ml vatici vody (1). Poté se do zkumavky A ihned ptida
200 pl roztoku sinigrinu (12) a do zkumavky B 200 pl roztoku sinigrinu (13). Zkumavky se
zahtivaji 10 min, pficemZ se pravidelné potiepavaji. Po vytaZeni z ldzné se obsah zkumavek
protiepe a odstied’uje se 5 min na odstfedivee pii 3900 ot/min. Supernatanty se ze zkumavek
ptevedou do dvou 10ml délenych zkumavek s oznacenim A" a B". Ke zbylému sedimentu po
prvni extrakei se ptidaji znovu 2 ml vatici vody (1). Zkumavky se opét zahtivaji ve vodni lazni
pii 95 °C po dobu 10 min za pravidelného protiepavani. Po vyjmuti z vodni 14zné se jejich
obsah protiepe a odstfedi 5 min rychlosti 3900 ot/min. Supernatanty z druhé extrakce se spoji
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se supernatanty z prvni extrakce ve zkumavkach oznacenych A" a B’. Spojené extrakty se
doplni vodou na objem 5 ml a promichaji se na minitfepacce. Tyto extrakty se mohou skladovat
2 tydny pii —18 °C.

5.4 Priprava iontoménicovych kolon, ¢i§téni extraktu a desulfatace

Pro c¢isténi extraktu vzorku se pouziji zkracené pipety dle Pasteura (13 cm). Ziuzené konce pipet
se ucpou stlacenim kousku skelné vaty a pipety se umisti do stojanu. Pod pipety se postavi
sbérna nadoba urcend pro jimani odpadu. Do kazdé pipety se prevede 0,5 ml dobie promichané
suspenze DEAE Sephadex A-25 (16) a necha se usadit. Po odtoku kapalné faze se pipety
proplachnou 2 x 1 ml imidazolformidtu (11) a nasledné se promyji 2 %X 1 ml vody (1). Na takto
pfipravenou kolonu se nanese 1 ml extraktu vzorku tak, aby nedoslo k rozvifeni povrchu
pryskyfice. Pfida se 2 x 1 ml roztoku octanu sodného (8) a poté se na sloupec aplikuje 75 pl
roztoku precisténé sulfatazy (18), kterd se nechd na koloné plisobit pies noc pfti laboratorni
teplote.

Réno se odstrani sbérnd nadoba urcend k jimani odpadnich eluati a pod jednotlivé kolony
se umisti 3ml 1ékovky. Pro eluci desulfoglukosinolatt se pouzije voda (1). Na kolony se nanasi
ve dvou krocich vzdy po 1 ml a oba eludty se jimaji do stejné lékovky. Po dikladném
promichani obsahu Iékovek se eluaty pouZiji bezprostfedné k vlastni chromatografické analyze,
pfipadné se mohou skladovat 1 tyden pii —18 °C.

5.5 Slepy pokus

Slepy pokus se provadi v ptipade, ze je potieba (napi. noveé vySlechténa odriida nebo jina
plodina) ovéfit, zda dany typ vzorku neobsahuje glukosinolat, ktery se pouziva jako vnitini
standard. Slepy pokus se pfipravi stejnym postupem, ale bez ptidavku roztoku vnitiniho
standardu.

5.6 Stanoveni metodou HPLC s UV/VIS detektorem

Pro vlastni stanoveni se pouZzije metoda vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s UV/VIS
detektorem.  Jednotlivé  desulfoglukosinolaty = se  separuji  gradientovou  eluci
na chromatografické koloné s reverzni fazi typu C18 nebo C8 a s velikosti €astic 5 um,
napt. Supelcosil LC-18 DB s ptedkolonou Metaguard Intersil ODS. Detekuji se pfi 229 nm.
Priklad moZného nastaveni chromatografickych podminek, v€etné nastaveni gradientového
programu, uvadéji tabulky ¢.1 a €. 2. Chromatogram ziskany pii analyze vzorku fepky
BCR 190R za uvedenych podminek je na obrazku €. 1.

Poznamky

8  Priklady dalsich vhodnych komercné dostupnych chromatografickych kolon jsou uvedeny
v CSN EN 1SO 9167-1.
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9  Zhlediska zvyseni zivotnosti chromatografickych kolon a snizeni poctu interferujicich
pikitl je vhodné pouzit predkolony.

Tabulka ¢. 1. Priklad nastaveni chromatografickych podminek.

Kolona

Supelcosil LC-18 DB (25 cm x 4,6 mm, 5 pm)

Predkolona

Metaguard Intersil ODS-2 (4,6 mm, 5 um)

Mobilni faze

A: Acetonitril, 20% roztok ve vod¢ (21)

B: Voda (1)
Pritok 1 ml/min
Teplota kolony 30°C
Objem nastiiku 3l
Detekce 229 nm
Doba analyzy 35 min

Tabulka €. 2. Priklad ¢asového pribéhu gradientu.

Cas Mobilni faze A Mobilni faze B Priutok
(min) (%) (%) (ml/min)
0 20 80 1
5 10 90 1
25 90 10 1
35 10 90 1,5

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL

Platné od: 8. 8. 2024




Narodni referencni laboratot Strana 7
J 4 4
N Jednotné pracovni postupy — Vedin
., o ydani 1
Gtedei ool N testovani odrud
o zkuiebni Gstav zemadalsky]
50110.1 — Stanoveni obsahu glukosinolata Revize 2
metodou HPLC
Obrazek €. 1. Chromatogram realného vzorku fepky (BCR 190R).
[ DADIA Sig=223 4 Rafeoff (GELIPESLE_LCR1SE-21 (8371 3EELONOTT T
ol GSL:
" | ) 1  Desulfoglucoiberin
2 Desulfoprogoitrin
iLE 3 Desulfoepi-progoitrin
4 IS Desulfosimgrin
a | 3 Desulfoglucoraphanin
6  Desulfogluconapoleiferin
7 Desulfoglukoalyssin
N 8§  Desulfogluconapin
| 9 9 Desulfo4-OHglucobrassicin
) | 10 Desulfoglucobrassicanapin
11 Desulfoglucobrassicin
0 | 12 Desulfogluconasturiin
‘ 13 Desulfoglucod-metoxyglukobrassicin
g | 3 14 Desulfoneoglucobrassicin

6  Vypocet a vyjadreni vysledkii

Potadi eluce pikli jednotlivych glukosinolati na koloné typu C18 pii vhodném elu¢nim
gradientu je zndzornéno na obrazku €. 1. Obsah kazdého glukosinolatu se vypocita podle vztahu

A
X, i SVILING ‘¢
A m ¢

A

kde xi je obsah jednotlivého glukosinolatu v umol/g vzorku,
Ag  plocha piku odpovidajici desulfoglukosinolatu v jednotkach integratoru,
As  plocha piku odpovidajici desulfosinigrinu v jednotkéach integratoru,
K; koeficient odezvy desulfoglukosinolatu (tabulka €. 3),
m  hmotnost zkusebniho vzorku v g,

n mnozstvi vnitiniho standardu ptidaného do zkumavky v pmol.

Vysledek se uvadi jako aritmeticky pramér souctu vSech glukosinolati ziskany ze dvou
paralelnich stanoveni za predpokladu, Ze jsou splnény pozadavky pro opakovatelnost.
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Tabulka & 3. Odezvové faktory pro jednotlivé GSL uvedené v CSN EN ISO 9167-1.

Glukosinolat (GSL) Zkratka GSL Koeficienty odezvy (Kg)
Desulfoglukoiberin IBE 1,07
Desulfoprogoitrin PRO 1,09
Desulfoepi-progoitrin EPRO 1,09
Desulfosinigrin SIN 1,00
Desulfoglukoraphanin RAF 1,07
Desulfoglukonapoleiferin GNL 1,00
Desulfoglukoalyssin ALY 1,07
Desulfoglukonapin GNA 1,11
Desulfo 4-OH glukobrassicin 4-OH 0,28
Desulfoglukobrassicanapin GBN 1,15
Desulfoglukotropeaolin TRO 0,95
Desulfoglukobrassicin GBC 0,29
Desulfoglukonasturiin NAS 0,95
Desulfo-4-CHj3 glukobrassicin 4-CH3 0,25
Desulfoneoglukobrassicin NEO 0,20
Jiné desulfoglukosinolaty 1,00
Poznamky

10 Uvedené koeficienty odezvy byly stanoveny experimentalné a byly prijaty na zdklade
dohody mezi laboratoremi, které se zucastnily zkousek stanoveni GSL pro zpracovani
normy CSN EN ISO 9167-1.
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11 Celkovy obsah glukosinolati, vyjadreny v umol/g vzorku, se rovnd souctu obsahu
Jjednotlivych glukosinolatii, jejichz plocha piku je vétsi nez 1 % souctu ploch vsech pikii.
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