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Przeglad metod oznaczania izoflawonow
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Wstep

[zoflawony tworza duza grupe zwigzkéw naturalnie obec-
nych w ro$linach. Naleza one do grupy fitoestrogenéw,
czyli zwigzkéw, ktére w ludzkim organizmie dziataja po-
dobnie jak estrogeny - hormony ptciowe. I1zoflawony wy-
stepuja w ro$linach straczkowych - przede wszystkim soi,
fasoli szparagowej, lucernie, spotykane s3 takze w koniczy,
nie czerwonej. Dostepne na rynku produkty sojowe, takz
zawierajg sporg ich ilos¢ - suplementy, dodatki do zyw
$ci, czy najbardziej popularne - mleko sojowe, tofu
sojowy. NajczeSciej spotykane izoflawony to daidz
genisteina oraz glicyteina. Izoflawony wystepujagiownie
w postaci glikozyddéw. Struktury genisteiny i da oraz
ich glukozyd6ow przedstawiono na rysunku 1

OH o Aglikony;
| Aglycones:
R1 R2  Zwiqgzek; Compound
Rz C) / OH H H Daidzeina; Daidzein
Ry O OH H  Genisteina; Genistein
S H CH3 Glicyteina; Glycitein
2
QG & Glukozydy;
OH Glucosides
OH ' O ‘ R3 R4 Zwigzek; Compound
cl}H Ra I O oW H H Daidzyna; Daidzin
Ra o OH H  Genistyna; Genistin

Glicytyna; Glycitin

@ H OCH3

Rys. 1. Struktury form aglik
iin. 1998)

Wplyw produ%sojowycb na ludzkie zdrowie jest
ddania dowodza, Ze dieta bogata w soje, moze
zmniejszenia stopnia wystepowania
gznych i niezaleznych nowotworow, w tym
ego, raka piersi u kobiet i raka prostaty
(GolKhoo i in. 2008). Zywno$¢ sojowa obniza
rowania na choroby krazeniowo-naczyniowe.

uids are presented.

tholesterolu we krwi (Aramendia i in. 1995).
produktéw sojowych wplywa na ograniczenie

mulujac produkcje kwasu hialuronowego. Stwierdzono

wniez ich dziatanie ochronne wobec promieniowania
radioaktywnego, czy promieniowania UV (Vranova 2005).
Ze wzgledu na réznorodno$¢ dziatania izoflawonéw na
ludzki organizm i w zwigzku z tym, rézne szlaki metaboli-
tyczne, w ktorych tworza sie dziesiatki pochodnych (Gryn-
kiewicz i in. 2005). Taka mnogo$¢ pochodnych izoflawo-
now powoduje poszukiwanie metod analitycznych do ba-
dan tych zwigzkéw w zywno$ci i ptynach ustrojowych.

@ roz&) (Teket i in. 1999Db), wptywaja na nawilzenie skory,

Rozdzielanie, identyfikacje oraz oznaczanie iloSciowe izofla-
wonow mozna przeprowadzi¢ z pomocg technik chromato-
graficznych - chromatografii gazowej (GC), wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC), czy elektroforezy kapilar-
nej (CE). Wybér techniki chromatograficznej zalezy od czu-
tosci i rozdzielczo$ci, jakie s3 wymagane, ztozonos$ci matrycy
biologicznej, co przektada sie na czas przygotowania prdbki
oraz od Kosztow. Wazna przy wyborze metody analizy jest
forma izoflawondw - czy oznacza¢ je w formie zwigzanej, czy
wolnej. W produktach zywnoS$ciowych sa one w wiekszosci
glikozydami, wyjatek stanowi zywno$¢ sfermentowana,
gdzie w przewadze wystepuja aglikony izoflawonéw (Wang
i in. 2002). Plyny fizjologiczne i tkanki zawierajg gtéwnie
[ —glukuronidy albo wolne izoflawony.

Oznaczanie iloSciowe pociaga za sobg konieczno$¢ uzycia
wzorca wewnetrznego w celu wyznaczenia odzyskéw.
Wzorce te, moga by¢ izotopowymi formami izoflawonéw
lub substancjami o podobnej strukturze i wtasciwosciach,
ale nie wystepujacymi w badanej prébce.
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Chromatografia gazowa

Zwiazki analizowane przy uzyciu chromatografii gazowe;j
(GC), musza charakteryzowac sie odporno$cia termiczng
i odpowiednia lotnoscia. Sktadniki trudnolotne i nielotne,
rowniez mozna analizowa¢ metoda GC. Jednak oznaczanie
musi poprzedzi¢ derywatyzacja, czyli przeprowadzenie
zwigzku nielotnego w bardziej lotny, w wyniku reakcji
chemicznej. Chromatografia gazowa sprzezona z spektro-
metrig mas jest podstawowa technika w oznaczaniu fito-
estrogenéw od 20 lat, szczeg6lnie przy matych stezeniach
tych zwigzkéw w ptynach ustrojowych ludzi (Wang i in.
2002). Pomimo zapewnienia wysokiej rozdzielczosci
chromatograficznej jest metodg pracochtonng. Izoflawony
zawieraja przynajmniej jedna grupe hydroksylowa w swo-
jej strukturze, co powoduje trudno$¢ oznaczania ich meto-
da chromatografii gazowej sprzezonej z spektrometrig mas
(GC-MS), bez wczes$niejszej derywatyzacji. Czesto do two-

Tabela 1. Przyktady oznaczen izoflawonéw za pomocq chromatografii gazowej

rzenia pochodnych o wiekszej lotnosci, bardziej termo
stabilnych, tworzy sie pochodne trimetylosilanu (TMS).

Wymég derywatyzacji badanych zwigzkéw sp owat
zmniejszenie zainteresowania tg technikg na rz a-
tografii cieczowej. Obecnie publikowane pr yCzZ3
gtéwnie chromatografii cieczowej (Machowski i im: 0).

W literaturze, spotyka sie oznaczanie izafla %w obec-
nych w moczu przy uzyciu chromato wego sprze-
zonego z spektrometrem mas. 1zo % udzkim mo-
czu wystepuja gtownie w formie zwigzanej, jako glukuroni-
dy. Przeksztatcenie do wolnych %fibywa sie dzieki
hydrolizie enzymatycznej. Prz zZ aniem izoflawony
przeprowadza sie w trimetylosila pochodne. W tabeli
1 przedstawiono przyktady %

izoflawonéw w préb-
kach zywno$ci i ptynach ych, za pomocg chroma-
tografii gazowe;.

Table 1. Examples of isoflavones determination using gas chromatography O
Zwiazek oznaczany; Probka (matryca); | Metoda oznaczania; Komentarz, Autor (zroédtio);
Analyzed compound | Sample (matrix) Detection method Comment % Author (references)
daidzeina i genisteina | mocz, surowica GC-MS Poréwnaui oz@néw izoflawonéw Pumford i in. (2002)
krwi, tkanki u Brygyim Japonczykow.

genisteina, daidzeina, mocz GC-MS-SIM po uprzedniej Gra%ﬁlnoéci izoflawonéw metoda Teketiin. (1999a)
biochanina A hydrolizie enzymatycznej o 3 przez autoréw wynosi 10 ppb.

i formononetina (bio- i derywatyzacji probki

chanina B) trimetylosilanem (TMS)

daidzeina, equol, geni- | mocz GC-MS po uprzednim oczysz- \N\i@omplikowane badanie i doktadnos$¢ Moors iin.(2007)
steina, bisfenol A czeniu prébki SPE (ekstrakcj tody pozwala na stosowanie jej do

do fazy ciektej), hydrolizi >oznaczania pozioméw izoflawonéw
i derywatyzacji TMS //—\ <f'w probkach biologicznych.

biochanina A mocz GC-MS po uprzglni j \) Oznaczono nowe metabolity badanych Heinoneniin. (2004)
i formononetina (bio- derywatyzacji préhki izoflawonoéw.

chanina B)

daidzeina, mocz GC-MS po derywratyzagji Metoda jest czuta i doktadna przy wielkosci Graceiin. (2003)
0-desmethylangolensin, i SPE préb prébki 0,2 ml. Przygotowanie prébki jest

equol, genisteina, proste i sprowadza sie do derywatyzacji

glicyteina i oczyszczeniu SPE.

8-prenylnaringenina piwo GOSN W 14 z 32 przebadanych piw, nie wykryto Teketiin. (1999b)

fitohormonu. Moze mie¢ to zwiazek z postacia
chmielu uzywanego do produkgji piwa.
bisfenol A mleko w proszku poprzedzone Przedstawiona metoda pozwala na oznacza- | Kuo, Ding (2004)
i fitoestrogeny dla niemowlat % ywatyzacja probki nie $ladowych ilo$ci bisfenolu A w mleku
FA + TMCS + DTE) w proszku i modyfikowanym dla niemowlat.

Chromatografia cieczowa

Chromatografia cieczow@uje wieksze zastosowanie
do rozdzielania préb omatografia gazowa. Anali-

zowane probki mogggawietac trudnolotne zwiazki, zwigz-

ki jonowe i zwig

ko stosoyrany

zarze czasteczkowym wiekszym
omatografia cieczowa to gtéwnie
atografia cieczowa HPLC. Rozdziat
sprawnej chromatografii cieczowej
derywatyzacji izoflawonéw i jest szero-
detektorami UV i/lub fluorescencyjnym.
yli chomatorgrafii w odwréconym uktadzie
dczaniu izoflawonéw, jako faze ruchomg, sto-
tonitryl i/lub metanol, w réznych stosunkach

z woda. Przy nieskomplikowanych prébkach, np. przy
moczu, przygotowanie prébki moze sprowadzac sie do
odfiltrowania. Przy proébkach, takich jak zywno$¢, czy
tkanki, trzeba zastosowac ekstrakcje do cieczy, czy hydro-
lize zwigzanych form.

Izoflawony oraz ich metabolity zawierajg przynajmniej
jeden pierScien aromatyczny, a to oznacza, ze absorbuja
promieniowanie UV przy maksymalnej dtugosci fali 250 -
270 nm.

W tabeli 2 umieszczono przyktady oznaczen izoflawonow
w probkach zywnosci i ptynach biologicznych za pomoca
chromatografii cieczowe;j.
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Tabela 2. Przyktady oznaczen izoflawondéw za pomocq chromatografii cieczowej

Table 2. Examples of isoflavones determination using liquid chromatography

Zwiazek oznaczany;

Analyzed compound

Prébka (matryca);

Sample (matrix)

Metoda oznaczania;

Detection method

Komentarz;

Comment

Autor (ir&ﬂ.%S
Author W )

daidzeina, genisteina
i equol

osocze i mocz

HPLC-ECD (detektor wychwy-
tu elektronéw)

Oznaczanie izoflawonéw w osoczu i moczu
ochotnikéw, bedacych na diecie bogatej w
produkty sojowe.

King, BE%S)

N\©

pueraryna, daidzeina,
bajkalina, wogonozyd,
likwirytyna

0S0CZe szczura

UPLC-MS (ultrasprawna
chromatografia cieczowa
sprzezona z spektrometria mas)

Metoda jest czuta do oznaczen iloéciowych &
pueraryny, daidzeiny, bajkalidy oraz
wogonozydu w 0Soczu.

Wn. (2009)

daidzeina i genisteina

owoce mango
trzech odmian

HPLC - UV-DAD
(detektor z matryca diod)

Poréwnywano metody ekstrakcji probki.
Najlepsze warunki jej przygotowania, %
wytrzasanie w zakwaszonym etang

w T = 80°C przez 90 minut.

"Kboo, Ismail (2008)
w

daidzeina i genisteina

mleko sojowe

HPLC- UV-Vis

o)
Przygotowanie prébki zajmuje k. \zﬁly,
a rozdzielenie maksymalnie Z8min

GolKhoo i in. (2008)

daidzyna, glicytyna,
genistyna, ononina,
daidzeina, glicyteina,
beta-sitosterol,
biochanina A

i formononetina (bio-
chanina B)

kotlety sojowe

HPLC-UV-DAD z wcze$niejsza
ekstrakcja probki PLE
i/lub Soxhlet

PLE/HPLC-UV-DAD okazafa\sie oda
doktadng, szybka (ok. 8 minu 13 (1ppb).

&
S

Klejdus i in. (2005)

genistyna, genisteina,
daidzeina, daidzyna,
glicytyna, glicyteina

odttuszczone dania
sojowe, izolat biatka
sojowego

HPLC

UV-DAD, wcze$niejsza eks-
trakcja 1-5 krotna

lub sonifikacja

Pieciokrotna eks\%gtja moze by¢ zastgpiona
sonifik o

(N

Achouriiin. (2005)

daidzeina, genisteina kietbasa wieprzo- HPLC P \%uszczono, poddano hydrolizie Vranova (2005)
wo- wotowa, szyn- | UV-DAD, ipoddand’ekstrakcji SPE. Oznaczenie
ka wieprzowa, 1) nastagpito po 15 minutach.
salami, 3 czenie mozna prowadzi¢ w zakresie
0,1 -10% w obecnosci dodatkow soi w migsie.
daidzeina, genisteina mleko sojowe, HPLC-CEAD (_ | HPLC-CEAD jest wiarygodng metoda do Miillner, Sontag
sojowa zywno$¢ dla | (detektor kulometry &@ oznaczania izoflawonéw w mleku sojowym, | (2000)
dzieci, suplementy o zywno$ci dla dzieci i suplementach.
sojowe
daidzyna, glicytyna, suplementy sojowe | HPLC-PDA Praca podkresla koniecznos¢ podawania Stiirtz i in. (2008)
genistyna, (detektor q%odowq) przez producentéw sktadu izoflawonéw na
etykietach suplementow.
daidzyna, daidzeina, maka sojowa, izobat | HPLC- D W mleku sojowym, tofu i melasie sojowej, Barnesiin. (1994)

glicytyna, gliyteina,
genistyna, genisteina

biatka sojowego,
tofu, melasa sojowa,
mleko sojowe

ze wzgledu na technologiczng obrébke
w T > 100°C, znajduje sie wiecej form
glukozydowych.

daidzeina, genisteina,
biochanina A i formo-
nonetina (biochanina B)

koniczyna tgkowa S

s

\H.@\ poprzedzona SPE
kstfakcja do fazy statej)

1,

Opisana metoda charakteryzuje sie tatwoscia
i prostotg procedury oraz relatywnie niskim
kosztem reagent6éw i uzytego sprzetu.

Klejdus i in. (1999)

Elektroforeza kapilarna

Elektroforeza kapilarna (( ‘ t stosunkowo nowa techni-

ka separacyjna, w po nanid z chromatografia gazowa,
czy cieczowa. Ma on wanie do oznaczania substan-
cji polarnych jon niejonowych oraz niepolarnych
niejonowych (Cj . 2008). Ta technika w analizie

oze by¢ duzo lepszym rozwiaza-
awna chromatografia cieczowa (Ma-
). Rozdzielanie za pomoca CE zachodzi

warstwy zabezpieczajacej. Jest ono umieszczone w celce
pomiarowej detektora. Zastosowanie w metodzie CE detek-
torow spektrofotometrycznych, powoduje uzyskanie mniej-
szej czutosci detekcji, niz w przypadku HPLC. Spowodowa-
ne jest to, krotka droga optyczna wynikajaca z matej Sred-
nicy kapilary (Machowski i in. 2010). O wiele wiekszg czu-
to$¢ uzyskuje sie w wyniku detekcji elektrochemiczne;.
Techniki elektroforetyczne cechuja sie bardzo dobra
sprawnoscia, krotkim czasem analizy, matymi objeto$ciami
probki i odczynnikéw, dobra selektywnoscia, duza czuto-
$cig i niska granica oznaczalnosci. Przyktady wykorzystania
elektroforezy kapilarnej do oznaczen izoflawonéw zebrano
w tabeli 3.
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Tabela 3. Przyktady oznaczen izoflawondéw za pomocq elektroforezy kapilarnej

Table 3. Examples of isoflavones determination using capillary electrophoresis

Zwiazek oznaczany; Prébka (matryca); | Metoda oznaczania;

Analyzed compound Sample (matrix) Detection method

Komentarz; Autor (zﬁ)%
Comment Authoi(gair{e s)

daidzeina, formonone-
tyna (biochanina B),
prunetyna, biochanina
A, glukozyd biochaniny
A, genisteina,
izolikwirytygenina

roztwory

standardowe kapilarna z detektroem UV

z elekrorozplaniem)

CE-UV-ESI-MS (elektroforeza

sprzezona z spektrometrig mas

CE-ESI-MS pozwala na wydajny rozdziat
i identyfikacje izoflawonéw z wieksza

Arameﬁ@%%ﬁ)
QQ
N

doktadnoscia, niz sama elektroforeza
kapilarna z detektorem UV.
Rozdziat nastepuje w czasie 17 minut.

&

genistyna,. daidzyna, maka sojowa

CZE (strefowa elektroforeza

w proszku, maka
sojowa

Rozdziat z uzyciem CZE trwat 17 minu Nussenac i in. (1998)
glicytyna, ich malony- kapilarna) O D
lowe pochodne, geniste- %\
ina, daidzeina o~ ﬁ
daidzeina, genisteina mleko sojowe CE-ED Pengiin. (2004)

(detektor elektrochemiczny)

Meteda oznaczania CE-ED jest sta,
niezawodna i przydatna dm i9/zawar-

tosci izoflawondéw w zywnosci.

A

genisteina, daidzeina, CE-ED

biochanina A

koniczyna tgkowa

Peng, Ye (2006)

Podsumowanie

Istnieje wiele metod uzywanych w analizowaniu izoflawo-
now. Wiekszo$c¢ z nich jest czuta w zakresie kilku nmol-1-2.
Do oznaczania izoflawonéw w prébkach biologicznych,
albo zywnosci, obecnie najcze$ciej stosuje sie metode wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej. Przy tej metodzie
przygotowanie probki nie pocigga za soba derywatyzacji,
czesto nawet nie trzeba prowadzi¢ hydrolizy glikozydéow
i aglikondw. Gdy stezenia izoflawondw sa wieksze niz,

niowania UV DAD. Samo oznaczanie nie jest czasochtonn
jednak wraz ze skomplikowaniem matrycy, wydtuza si

Przydatna metoda do oz Céah;a/;z/awartoéci
izoflawonéw

food type on extrac
1199-1204

2. Aramendia Garcia I, Lafont F., Marinas ].M. 1995.
ion oéisoﬂaones using capillary electrophoresis in
ith electrospray mass spectrometry. Journal of

%1 Food Research International, 38,

‘ig;.% by capillary zone electrophoresis in soybean
,% ects of variety and environment. American Journal
of Clinical Nutrition, 68 (suppl), 1480S-1485S.

Their Conjugates in Soy Foods: Extraction Conditions and

50 ppm, dobrze sprawdza sie HPLC z detektorem proml%Qarnes S., Kirk M., Cowardt L. 1994. Isoflavones and

0, 80

Potaczenie ze spektrometrig mas jest uzywane w prz 5
kach, gdy nieznane jest stezenie izoflawonéw
Analiza za pomocg chromatografu gazowego, po
spektrometrem mas, pociaga za soba dtugi i

czas przygotowania i oczyszczenia probki.

uzZo pracy przy
aczanie, zaroOwno

okazalo sie Swietng metody” d
z mozliwoscig podania informacji
padku tej techniki, mam
tymi przepltywami (mniejsz

Uzycie kapilar szybka i wysokiej rozdzielczosci
separacje skta bek o matej objetosci. Do oznacza-
egolnie przydatna jest elektroforeza

nia izofla '-\\
kapilarna "z %« orem elektrochemicznym (amperome-
tryczny

A, Boye ]I, Belanger D. 2005. Soybean
Efficacy of extraction conditions and effect of

ku konwencjonalnega¥{PLEY
foreza kapilarna j ZO dobra technikg separacyjna.
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and Food Chemistry, 42, 2466-2474.
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