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SAZETAK

Menopauza, odnosno klimakterij, sastavni je dio procesa starenja svake Zene. S
obzirom na sve ucestaliju primjenu dodataka prehrani koji sadrzavaju fitoestrogene te sve veci
broj prisutnih proizvoda na trziStu, raste i interes znanstvene zajednice za ove proizvode.
Rastuc¢u uporabu dodataka prehrani koji sadrze fitoestrogene prati i otkrivanje novih biljnih
vrsta koje sadrze spomenute bioloski aktivne tvari. S obzirom na navedeno, jasna je potreba
za razvojem novih analitickih metoda za odredivanje i aktivnih i Stetnih tvari u sirovinama
koje se koriste u proizvodnji te u gotovim komercijalno dostupnim proizvodima.

Ovaj je rad obuhvatio ispitivanja uzoraka hrane, biljnog industrijskog materijala te
gotovih proizvoda koji sadrzavaju soju i crvenu djetelinu, kao predstavnike dobro poznatih
biljnih vrsta koje sadrzavaju fitoestrogene te hmelja, konopljike i lana, kao predstavnike
novije generacije biljnih vrsta koje sadrzavaju fitoestrogene.

Glavni je cilj ovog rada razviti nove, pouzdane analiticke metode namijenjene
identifikaciji i odredivanju sadrzaja aktivnih tvari u sirovinama i dodatcima prehrani koji se
koriste u ublazavanju simptoma menopauze. U radu su koriStene napredne analiticke tehnike:
masena spektrometrija s neposrednim unosom uzorka u sustav (engl. Direct Injection Mass
Spectrometry, DI-MS") te vezani sustav tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti i
masene spektrometrije (engl. Liquid Chromatography — Tandem Mass Spectrometry, LC-
MS/MS). Identifikacija deset bioloski aktivnih tvari provedena je primjenom DI-MS" tehnike,
dok je istodobno odredivanje jedanaest bioloski aktivnih tvari osigurano primjenom LC-
MS/MS tehnike. Nadalje, uz navedene tehnike u radu je koriStena i UV/VIS
spektrofotometrija. Folin—Ciocalteu metoda primijenjena je za odredivanje sadrzaja ukupnih
polifenola dok je antioksidacijski u¢inak ispitan primjenom DPPH, ABTS i RPA metoda.

Analizom ispitanih uzoraka utvrdene su velike razlike u sadrzaju bioloskih aktivnih
tvari izmedu uzorka te su kod pojedinih uzoraka nadene i razlike u sadrzaju bioloskih aktivnih

tvari izmedu razlicitih proizvodnih serija.

Kljuéne rijeci: menopauza, analiticka metoda, hrana, biljni industrijski materijal, dodatak

prehrani, DI-MS", LC-MS/MS, antioksidacijski test



SUMMARY

BACKGROUND: Menopause is a normal and natural part of every woman's aging process. It
can be declared only after 12 consecutive months of amenorrhea and marks the end of the
menstrual cycle. Most women reach menopause between ages of 45 and 55. Menopause
sometimes occurs earlier than expected as result of medical treatment such as hysterectomy,
whilst in some women it can be delayed to the late 50s. The changes associated with
menopause can affect a woman's quality of life. Principal health concerns of menopausal
women include vasomotor, sexual, the musculoskeletal system and psychological symptoms.
Hormone replacement therapy is the most efficient treatment of menopause-related
symptoms. Estrogen-only therapy is recommended for women with surgically removed uterus
while combination therapy with a progestin is recommended for women with an intact uterus.
Pharmacotherapy includes selective estrogen receptor modulators and, in some cases,
serotonin reuptake inhibitors for managing vasomotor symptoms and related disturbances. In
addition to conventional medicine, there are a variety of plant-based therapies used to
alleviate the symptoms of menopause. Their use has become more prominent followed by
Women's Health Initiative (WHI) research that has greatly changed the view on the use and
benefits of hormone replacement therapy. A growing consumption of phytoestrogen-
containing dietary supplements is accompanied by interest of the scientific community in
these products especially in new plant species that contain these biologically active
substances. In the light of the above mentioned, new analytical methods for the determination
of both active and toxic substances in raw materials and finished products are essential.

AIM: The aim of this study was to develop new, reliable analytical methods for the
identification and determination of active substances in food, raw material and commercially
available dietary supplement products used in the alleviation of menopausal symptoms.
Furthermore, Folin Ciocalteu method was applied for determination of total polyphenol
content in these samples, while their antioxidant efficacy was evaluated using DPPH, ABTS
and RPA methods.

METHODS: The following samples were included in the study: 4 food samples, 5 dietary
supplement raw materials and 20 dietary supplement products containing soybean, red clover,
hops, chaste tree and flax. The dietary supplements analyzed in this work were in multiple
dosage forms: tablets, capsules and tinctures.

Eleven phytoestrogens, including four isoflavones (daidzein, genistein, formononetin and

biochanin A), three prenylflavonoids (8-prenylnaringenin, xanthohumol and isoxanthohumol),



two other flavonoids (flavonapigenin and flavanol casticin) and two lignans (matairesinol,
secoisolariciresinol) were analysed.

Sophisticated analytical techniques were used: Direct Injection Mass Spectrometry (DI-MSn)
and Liquid Chromatography — Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS). Identification of
ten biologically active substances was performed using the DI-MSn technique, while the
simultaneous determination with gradient elution on reversed-phase chromatographic column
of eleven biologically active substances was achieved using the LC-MS/MS technique.
Furthermore, UV/VIS spectrometry was used for Folin Ciocalteu, DDPH, ABTS and RPA
methods. All methods were validated according to ICH Q2 (R1) guidelines.

RESULTS: The DI-MS technique was used for optimization of a multi-target method for
identification of marker compounds in phytoestrogen rich food, raw materials and dietary
supplements. Preliminary research has shown that prenylflavonoids isoxanthohumol and
xanthohumol have identical pseudomolecular ion and fragmentation pattern. Therefore, this
prenylflavonoids cannot be unambiguously identified in the selected samples. The external
pump flow and the operating MS parameters of the ion source and trap were optimized to
obtain the best performance of mass spectrometer for the identification of all active
ingredients. Parameters such as ionization mode, capillary voltage, nebulizer gas pressure,
drying gas flow and temperature, ion accumulation time and number of ions trapped in the
analyzer were systematically evaluated until the highest signal intensity of all phytoestrogens
was achieved. To select the most abundant parent and fragment ions as candidates for
identification by MRM analysis of samples, the fragmentation pattern of each analyte was
investigated. All selected ions for MRM analysis had a signal intensity greater than 6 - 103
ions. In addition, other less abundant fragment ions were also monitored to aid in proper
identification of the selected phytoestrogens. None of the analysed phytoestrogens was
identified in the food samples, and only two, out of five dietary supplement raw material
contained detectable levels of phytoestrogens. The soy isoflavonoids were found in all soy-
based monopreparations and only one multibotanical dietary supplement. Five mono-
botanical chasteberry-based products were investigated and none of marker compounds,
apigenin and casticin, was detected in those samples. Detectable levels of isoflavones
formononetin and biochanin A were found in one red clover monobotanical and one multi-
botanical dietary supplement. Detectable levels of prenylflavonoids were not found in any
hop based dietary supplements. The detectable level of secoisolariciresinol was found in only
one flax based dietary supplement indicating that this lignan is the most abundant

phytoestrogen in flax-based products.



A new multi-target method for determination of eleven phytoestrogens as marker compounds
in one single LC/MS/MS analysis has been developed, validated and applied for analysis of
food, raw materials and formulated dietary supplement samples. To obtain separation of 11
analytes in a reasonable total analysis time gradient analysis was applied. The separation of
polar compounds was achieved using a less steep gradient elution as well as isocratic hold at
first 15 min of run time. Afterwards, the gradient steepness was subsequently increased to
elute more hydrophobic compounds. This selective MS detection allowed reliable quantitation
of all analytes in a single chromatographic run in a reasonable time (31 min). The final data
acquisition of MS measurements was performed by working in MRM mode. To enhance the
sensitivity of the method the MS/MS acquisition time was divided in 10 separate time groups
based on the retention times of the analytes. According to the obtained results the most
concentrate source of phytoestrogens was sample containing the total amount of 12.3 mg red
clover isoflavonoids per gram of pooled supplement. Furthermore, the highest total
phytoestrogen content per dosage was found in red clover and hop based dietary supplement
(6.61 mg/tablet). Calculations for the actual daily dose of total phytoestrogens ranged from
0.01 to 6.61 mg among the different products. Finally, all derived total phytoestrogen
amounts turned out to be below the total content stated by manufacturers (less than 63% of
the claimed specifications).

Folin Ciocalteu method was used for determination of total polyphenol content in
phytoestrogen-containing samples. Among investigated raw materials the lowest amount of
total polyphenols was found in hop-based samples. Soy- and red clover-based dietary
supplements were richer source of total polyphenols than hop-, caste berry- and flax-based
dietary supplements containing.

DPPH method was applied for analysis of phytoestrogen-containing samples. Among
investigated raw materials the lowest IC50 value was found for chaste berry-based material,
while the highest for hop-based material. Comparison of data obtained for food samples and
raw materials reveals lower capability of raw material for binding DPPH radical. Overall,
dietary supplements neutralise DPPH radical better then raw materials, with lowest values
found for samples containing soy and red clover.

ABTS method was applied for analysis of phytoestrogen-containing samples. Analysis of raw
material samples have shown that the lowest IC50 values were found for hop-based material
and the highest values for the flax-based material. Again, in dietary supplements with soy
IC50 was the lowest in soy dietary supplements, and the highest in chaste berry dietary

supplements.



RPA method was applied for analysis of phytoestrogen-containing samples. In general,
dietary supplement raw materials have shown better reduction capability than food samples.
The highest reduction capability was found for soy- and red clover-based dietary supplements
followed by samples containing flax.

CONCLUSION: In this work new methods were developed, validated and successfully
applied for analysis of biologically active compounds in three different groups of samples
(food, raw material and dietary supplement). Fast screening method for identification of
active ingredients was developed using low-cost and eco-friendly DI-MSn technique. On the
other hand, sophisticated LC/MS/MS technique enabled multi-target determination of
phytoestrogens as marker compounds in one single analysis. Together with performed
antioxidant test, results showed high variability in biologically active compound content

among investigated products as well as high batch-to-batch variability for several products.

Key words: menopause, analytical method, food, dietary supplement raw material, dietary

supplement, DI-MS", LC-MS/MS, antioxidant test
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1. UVOD

Menopauza, odnosno klimakterij, sastavni je dio procesa starenja svake Zene. Nastaje
12 mjeseci nakon posljednje menstruacije te oznacava zavrSetak menstrualnog ciklusa. U
veéine zena pojavljuje se izmedu 45. 1 55. godine, iako moZze nastati i prije (posebice u Zena
kojima je uklonjena maternica), ali i poslije. Kako je navedeno, menopauza je prirodni proces,
ne nastaje preko noéi pa vecina zena razvije pojedine simptome i prije potpunog prekida
ciklusa, a menstruacije postaju nepravilne (dulje ili krace od uobicajenog, s kra¢im ili duljim
ciklusima). To se razdoblje naziva perimenopauzom.

Perimenopauza moze trajati od 4 do 8 godina, prema Sjevernoamerickom Drustvu
Menopauze (engl. North American Menopause Society) ili od 6 do 10 godina prema Centru za
istrazivanja menstrualnog ciklusa i ovulacije (engl. Centre for Menstrual Cycle and
Ovulation Research).

Postmenopauza se cesto poistovjeéuje s menopauzom. Definicije su im gotovo
identi¢ne (da bi se definirala postmenopauza mora pro¢i najmanje dvanaest mjeseci od
posljednje menstruacije). Taj pojam oznacava dio Zenina zivota u kojima su jajnici potpuno
neaktivni.

Upravo je starenje jajnika, odnosno neaktivnost otpustanja gonadotropnih hormona
(estrogena i1 progesterona) glavni uzro¢nik menopauze.

Za sva tri razdoblja menopauze karakteristina je moguénost nastanka velikog broja
razli¢itih simptoma koji znatno umanjuju kvalitetu Zenina Zivota.

Simptome je moguce podijeliti:
e u vazomotorne — napadi vrucine (,valunzi’), preznojavanje, osjecaj hladnoce,
ukocenost ekstremiteta
e u seksualne — vaginitis, suho¢a vagine, gubitak spolnog nagona
¢ u misi¢no-kostane — bol i napetost u ledima, ramenima, zglobovima, misi¢na slabost i
e u psiholoske — umor, iritabilnost, nesanica, depresija, napetost.

lako se menopauza ne smatra boleS¢u nego normalnim razdobljem Zenina Zivota,
navedeni simptomi mogu u pojedinaca biti znatno izrazeni pa se primjenjuju razlicite metode
lijecenja kako bi se oni otklonili.

U terapijske svrhe primjenjuje se hormonska nadomjesna terapija, s estrogenom u zZena
kojima je uklonjena maternica, ili u kombinaciji s progestinom, u Zena s netaknutom

maternicom. U farmakoterapiju ubrajaju se selektivni modulatori estrogenskih receptora te u



pojedinim slu¢ajevima inhibitori ponovne pohrane serotonina kad su izrazeni vazomotorni
simptomi.
Od ostalih metoda otklanjanja simptoma menopauze ponajprije se istice primjena

biljnih vrsta koje sadrze fitoestrogene (Chen 2015).



2. LITERATURNI PREGLED

2.1.  Biljne vrste koje sadrZavaju fitoestrogene

Nakon objavljivanja rezultata istraZivanja Zenske zdravstvene inicijative (engl.
Women’s Health Initiative, WHI) iz 2002. godine, koji su uvelike promijenili stajaliSte o
primjeni i dobrobiti hormonske nadomjesne terapije dulje razdoblje, pokazalo se da njihova
primjena povisuje nastanak sréano-krvozilnih bolesti, tumora te povisuje morbiditet
(Rossouw, Anderson & Prentice 2002).

Primjena biljnih vrsta koje sadrze fitoestrogene raste, kao i broj znanstvenih
istrazivanja u kojima se ispituje njihova djelotvornost i sigurnost primjene. U skladu s time
otkrivaju se nove biljne vrste koje sadrzavaju fitoestrogene na kojima se provode ispitivanja i
koje se primjenjuju u svrhu otklanjanja, odnosno olakSavanja simptoma menopauze, kao
zasebni proizvodi ili kao kombinirani.

Ovaj je rad obuhvatio ispitivanja uzoraka hrane, biljnog industrijskog materijala te
gotovih proizvoda koji sadrzavaju soju i1 crvenu djetelinu, kao predstavnike prvih
primjenjivanih biljnih vrsta koje sadrzavaju fitoestrogene te hmelja, konopljike i lana, kao

predstavnike novije generacije biljnih vrsta koje sadrzavaju fitoestrogene.

Soja — Glycine max (L.) Merr., Fabaceae

Soja je medu najceS¢e koriStenima biljnim vrstama koje sadrze fitoestrogene na
kojima je proveden najveci broj znanstvenih istrazivanja. U zapadnim se zemljama unosi u
svakidasnjoj prehrani ili kao dodatak prehrani. Veliki broj znanstvenih istrazivanja proveden
je kako bi se procijenio uc¢inak sojinih izoflavona na razlicite tegobe menopauze i bolesti koje
se s njom povezuju. Ispitan je ucinak na smanjenje napada vrucine, odnosno ucestalosti
njihovih pojava (Salinas 2017, Carroll 2006). Ispitivanja ucinka izoflavona na osteoporozu
obuhvacala su parametre poput sastava minerala u kostima, mineralnu gusto¢u kostiju te
markere koStane resorpcije (Arjmandi 2005, Dalais 2003, Gallagher 2004, Uesugi 2002).
Nadalje, provedeno je vise epidemioloskih studija o povezanosti raka dojke i konzumacije
soje, a antioksidacijski ucinci sojinih izoflavona u in vitro i in vivo studijama upucuju na

mogucénost prevencije oksidacijskog oSteéenja ili aterogeneze (Gencel 2012).



Crvena djetelina — Trifolium pratense L., Fabaceae

Kako crvena djetelina, poput soje sadrzava izoflavone, u provedenim je istrazivanjima
ispitan njihov utjecaj na sli¢ne tegobe menopauze i bolesti koje se s njima povezuju (Kargozar

2017, Ghazanfarpour 2016)

Hmelj — Humulus lupulus L., Cannabaceae

Premda su pozitivni i blagotvorni u€inci hmelja na zdravlje ¢ovjeka ve¢ dugo poznati,
tek se u novije vrijeme primjenjuje za ublazavanje menopauzalnih simptoma. Glavne
sastavnice hmelja kojima se pripisuju fitoestrogenska svojstva su ksantohumol,
izoksantohumol te 8-prenilnaringenin koji se ubraja medu tvari s najistaknutijim
fitoestrogenskim djelovanjem (Keiler 2013). Ispitivanja ucinkovitosti provedena su na
sastavnicama hmelja (Ming 2012, Hiimpel 2005, Bowe 2006), biljnim ekstraktima (Di Viesti
2011, Heyerick 2006) te gotovim proizvodima (Morali 2011).

Lan — Linum usitatissimum L., Linaceae

Do sada provedena ispitivanja, koja su obuhvacala primjenu lana i njegovih sastavnica
lignana u menopauzi, ve¢inom su obuhvacala procjenu ucinka na poboljSanje lipidnog profila
Zena u menopauzi. Ispitan je utjecaj na parametre poput ukupne koncentracije kolesterola,
koncentracije triglicerida te koncentracije LDL i HDL kolesterola (Cambell 2013, Patade
2008, Lucas 2002).

Pojedina ispitivanja ukljucivala su i utjecaj na smanjenje simptoma menopauze, prema

Kuppermanovu indeksu, u¢inak na debljinu endometrija te vaginalnu citologiju (Colli 2012).



Konopljika — Vitex agnus-castus L., Verbenaceae

Konopljika se dugo primjenjuje u reproduktivnom razdoblju Zenina Zivota najcesée u
svrhu otklanjanja tegoba povezanih s predmenstrualnim simptomom. Velika veéina
provedenih ispitivanja, koja su ukljucivala konopljiku, upravo se i odnose na tu vrstu
primjene. Budu¢i da konopljika sadrzava bioloski aktivne tvari koje se mogu vezati za
estrogenske receptore poput apigenina u posljednje vrijeme se kombinira s navedenim biljnim
vrstama (Kargozar 2017). Ipak, potrebno je provesti dodatna znanstvena istrazivanja kako bi

se ispitao ucinak konopljike na ublazavanje simptoma menopauze.

2.2. Dodatci prehrani

Na trziStu Republike Hrvatske posljednjih su godina dostupni mnogi proizvodi koji
sadrzavaju biljne vrste s fitoestrogenima kao bioloski aktivnim tvarima. Te je proizvode
moguce registrirati kao biljni lijek ili medicinski proizvod ¢ime se osiguravaju visoki standard
kvalitete, stroga kontrola kakvocée te kao dodatak prehrani, §to omogucuje krace razdoblje
potrebno za registraciju proizvoda i nize troskove njezine provedbe.

Prema definiciji, dodatcima prehrani smatraju se pripravci proizvedeni iz
koncentriranih izvora hranjivih tvari (vitamini i minerali) ili drugih tvari s hranjivim ili
fizioloskim ucinkom kojima je svrha dodatno obogatiti uobicajenu prehranu radi odrzavanja
zdravlja (aminokiseline, esencijalne masne kiseline, vlakna, biljne vrste, ekstrakti biljnih
vrsta, mikroorganizmi, jestive gljive, alge, pcelinji proizvodi i druge tvari s hranjivim ili
fizioloskim uc¢inkom). Stavljanje na trziSte dodataka prehrani, oznacavanje i sastav uredeno je
Zakonom o prehrambenim i zdravstvenim tvrdnjama te hrani obogacenoj nutrijentima
(Narodne novine br. 39/13), Pravilnikom o dodacima prehrani (Narodne novine br. 126/13),
Pravilnikom o uvjetima za uvrStavanje u program monitoringa i provodenje programa
monitoringa dodataka prehrani, hrane kojoj su dodani vitamini, minerali i druge tvari i hrane s
prehrambenim i zdravstvenim tvrdnjama (Narodne novine br. 83/13) i Pravilnikom o tvarima
koje se mogu dodavati hrani i koristiti u proizvodnji hrane te tvarima ¢ije je koristenje u hrani
zabranjeno ili ograni¢eno (Narodne novine br.160/13).

Pravilnikom o dodatcima prehrani preuzete su odredbe Direktive 2002/46/EZ
Europskog parlamenta i Vijeca od 10. lipnja 2002. o uskladivanju zakona drzava c¢lanica u
vezi s dodatcima prehrani.

Od podnositelja zahtjeva za stavljanje na trziSte u Republici Hrvatskoj trazi se da

podnese, medu ostalim, proizvodacku specifikaciju s podatcima o kvalitativnom i



kvantitativnom sastavu proizvoda, nac¢inu dobivanja, kemijskom sastavu (glavne sastavnice),
zatim podatci o koli¢ini aktivnih tvari, navodi o interakcijama i o netoksicnosti te sigurnosti
primjene kod ljudi.

Premda podnositelj zahtjeva mora dostaviti navedenu dokumentaciju, kontrola tih
proizvoda provodi se iskljuivo samo tijekom njihove registracije, a u iznimnim je
slucajevima naknadno provodi sanitarna inspekcija.

Pri registraciji proizvoda propisana je kontrola njegove zdravstvene ispravnosti, koja
obuhvaca osnovne analize (mikrobioloSka analiza, sadrzaj teskih metala, organolepticka
analiza), specificne analize (udio pesticida, prisutnost GMO-a, mikotoksina, bojila,
konzervansa i alergena) te ciljane analize za osnovnu (udio ugljikohidrata, masti,
bjelancevina, procjena energetske vrijednosti) i za specificnu (sadrzaj vitamina, minerala i
ostalih bioaktivnih tvari) nutritivnu vrijednost (Zakon, NN 39/2013-722).

Medutim, ako se procita definicija dodataka prehrani, koja govori da ti proizvodi ne
sluze lije¢enju nego samo pomazu u odrzavanju zdravlja, da se dobivaju iz koncentriranih
hranjivih tvari i da u osnovi upotpunjuju svakidasnju prehranu, vidljivo je da se od njih, za
sada prema zakonima, i ne ocekuje dokazivanje djelotvornosti ni standardizacija djelatnih
tvari.

Mnoga znanstvena istrazivanja upucuju na odstupanje sastava aktivnih i toksic¢nih tvari
u dodatcima prehrani s obzirom na sastav koji se navodi na deklaraciji proizvoda (Vaclavik
2014). Upravo zbog takvih proizvoda namece se pitanje kvalitete dodataka prehrani i

pozitivnog ucinka za zdravlje pacijenta.

2.3.  Analiticke tehnike u istrazivanju dodataka prehrani koji sadrzavaju fitoestrogene

S obzirom na sve ucestaliju primjenu dodataka prehrani koji sadrzavaju fitoestrogene
te sve veci broj prisutnih proizvoda na trziStu, jasna je potreba za razvojem novih analiti¢kih
metoda za odredivanje i aktivnih i Stetnih tvari u sirovinama koje se koriste u proizvodnji te u

gotovim proizvodima.

2.3.1. Analiticke metode za ispitivanje sadrzaja fitoestrogena u soji, crvenoj djetelini,
hmelju, lanu i konopljiki

Do danas je u znanstvenoj i strucnoj literaturi objavljen veliki broj analitickih metoda
za ispitivanje prisutnosti i odredivanje fitoestrogena u dodatcima prehrani. Tehnike koje su se

primijenile u tu svrhu mogu se podijeliti u dvije skupine: kromatografske te



nekromatografske. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High-Performance
Liquid Chromatography, HPLC) povezana s raznovrsnim detektorima najcesc¢e je koristena
kromatografska tehnika kod ovakvih ispitivanja. Kod ove tehnike pokretna faza pod
povisenim tlakom prolazi kroz kromatografsku kolonu u kojoj je smjeStena nepokretna faza
(Nguyen 2006). Ubrizgavac je dio uredaja HPLC za uvodenje tekuéeg uzorka. Kolona odvaja
sastavnice uzorka primjenom razli¢itih fizikalnih i kemijskih parametara. Analiti prolaze kroz
kolonu pri razli¢itim brzinama i razdvajaju se prema afinitetu za nepokretnu fazu kolone
(Gritti 2013). Zadnji dio HPLC uredaja je detektor koji se koristi za identifikaciju i1
odredivanje analita (Markovitch 2020). Detektor s nizom dioda (engl. Diode Array Detector,
DAD), zbog niske cijene, primjenjivosti na veliki broj analita te mogucéeg povezivanja s
drugim vrstama detektora, prikladan je odabir za ovu vrstu analiza (Boniglia 2009, Yanaka
2012, Almeida 2015, Krenn 2006, Delmonte 2006, Fukahori 2014). Ipak ograni¢enja tog
detektora, poput slabe specifi¢nosti i osjetljivosti zajedno s HPLC tehnikom dovode do
dugotrajnih analitickih postupaka neprikladnih za rutinske analize. Vrijeme analitickog
postupka Magiera i suradnici (Magiera 2015) vidljivo su skratili primjenom tekuéinske
kromatografije ultra-visoke djelotvornosti (engl. Ultra-High Performance Liquid
Chromatography, UHPLC). Isto je postignuto i primjenom selektivnoga i osjetljivoga
detektora masenog spektrometra (engl. Mass Spectrometer, MS) (Romani 2010, Chen 2005)
te tandemskoga masenog spektrometra (engl. Tandem Mass Spectrometer, MS/MS) (Coldham
2001, Andres 2015, Delmonte 2006, Clarke 2008). Pregledom znanstvene i stru¢ne literature
utvrdeno je da je samo jedna metoda objavljena za odredivanje fitoestrogena u dodatcima
prehrani primjenom jednostavne tehnike niske cijene tankoslojne kromatografije visoke
djelotvornosti (engl. High-Performance Thin-Layer Chromatography, HPTLC) (Sowa 2014).
Plinska kromatografija (engl. Gas Chromatograph, GC) se takoder pokazala kao prikladna
analiticka tehnika za odredivanje fitoestrogena u dodatcima prehrani, no zahtjeva osjetljive i
dugotrajne predanaliti¢ki postupci koji obuhvacaju derivatizaciju analita (Thompson 2007).
Uz navedeno, primjenjivala se i UV/Vis tehnika za analizu fitoestrogena u dodatcima
prehrani. Koristila se u odredivanju izoflavona (daizdein, genistein, formononetin) u biljnim
vrstama porodice Leguminaceae (Ha 2006), odredivanju pojedinih aglikona i glikozida deset
razli¢itih izoflavona u uzorcima biljnog materijala (Klejdus 2008) te u odredivanju ukupnih
flavonoida u ekstraktima lis¢a smokve, rogaca i pistacije (Vaya 2006). Osim gore navedenih
Siroko primjenjivanih tehnika za ispitivanje prisutnosti i odredivanje fitoestrogena u
dodatcima prehrani koriStene su i neke manje uobiCajene tehnike. Tako se, primjerice,

voltametrijska tehnika pokazala kao prikladna tehnika za odredivanje fitoestrogena u



dodatcima prehrani, zbog svoje jednostavnosti, visoke osjetljivosti te relativno niskih troskova
(Fogliatto 2010).

Vecéina analitickih metoda objavljenih za odredivanje fitoestrogena u dodatcima
prehrani obuhvacala je ispitivanje samo pojedine skupine fitoestrogena. No, komercijalno
dostupni dodatci prehrani Cesto sadrzavaju kombinaciju nekoliko biljnih vrsta u svrhu
postizanja sinergijskog ucinka, odnosno otklanjanja simptoma menopauze. Zbog zahtjevnosti
razvoja takvih metoda nije iznenadujuce da je u literaturi dostupno samo nekolicina metoda
za odredivanje fitoestrogena iz razlicitih biljnih vrsta (Clarke 2008., Thompson 2007.).

Prema naSim spoznajama do danas nije razvijena analiticka metoda za istovremenu
ekstrakciju te odredivanje veceg broja fitoestrogena kao vodecih djelatnih tvari u dodatcima
prehrani koji sadrzavaju raznovrsne biljne izvore kao $to su soja, crvena djetelina, konopljika,

hmelj i lan.

2.3.2. Analiticke metode za odredivanje antioksidacijskog ucinka fitoestrogena u soji,
crvenoj djetelini, hmelju, lanu 1 konopljiki

Fenoli, u koje spadaju i fitoestrogeni, ¢ine veliku skupinu sekundarnih metabolita. Do
danas su poznati desetci tisuca razlicitih spojeva koji pripadaju toj skupini, a nalazimo ih u
gotovo svim vi§im biljnim vrstama. Premda veliki broj spojeva spada u tu skupinu, oni imaju
neka zajedniCka svojstva, poput antioksidacijskog djelovanja. Upravo ono ih ¢ini skupinom
spojeva iznimno vaznih za ljudski organizam te za njegovu zastitu.

Fenoli su podlozni ,,napadu” slobodnih radikala ili reaktivnih oksidacijskih radikala
stvarajuci stabilni fenolni radikal. Na taj nacin neutraliziraju slobodne radikale i pokazuju
antioksidacijski u¢inak.

Provedena ispitivanja sa sintetskim antioksidansima fenolne prirode, poput troloksa i
butiliranog hidroksitoluena, jasno su pokazala da djeluju razli¢itom brzinom pri
oksidacijskom stresu te je moguce relativno lako izmjeriti njihovu sposobnost vezanja
slobodnih radikala. Posljednjih desetljec¢a veliki broj metoda postao je dostupan za mjerenje
antioksidacijskog ucinka biljnog materijala. Medu testove koji se najcesce koriste ubrajaju se:
Folin-Ciocalteuov (FC) test, DPPH test (engl. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), ABTS test
(engl. 2,2"-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) te test reduktivne sposobnosti
(engl. Reducing Power Assay, RPA).

Kolorimetrijske reakcije imaju Siroku primjenu u UV/VIS spektrofotometrijskoj
tehnici. Analiticke metode primjenom ove tehnike lako se izvode, brze su, rutinski se koriste

u svakidasnjoj laboratorijskoj praksi te se kao dodatna prednost istice niska cijena analiza.



Ukupni fenoli odreduju se kao dobar pokazatelj antioksidacijskog djelovanja.
Istrazivanja su pokazala povezanost izmedu udjela fenolnih sastavnica uzoraka i
antioksidacijskog ucinka. Odredivanje ukupnih fenola provodi se FC metodom uz primjenu
standardne otopine. FC reagens sastoji se od fosfovolframvoske i fosfomolibdenske kiseline
te je ta smjesa obojena zuto. Te se kiseline, u reakciji s fenolnim sastavnicama, reduciraju u
plavo obojene okside, a njihovu je koncentraciju moguce odrediti spektrofotometrijski jer
intenzitet obojenja ovisi o koncentraciji fenolnih sastavnica u uzorku. Kako bi nastali
kompleks bio stabilan, reakcija se provodi u alkalnome mediju uz dodatak natrijeva karbonata
(Blainski 2013).

DPPH radikal je komercijalno dostupan stabilan oblik duSikova radikala u kojem
nespareni elektron u strukturi radikala pokazuje jaku apsorpciju u vidljivom dijelu spektra
(ljubicasto obojen). U reakciji s antioksidansima DPPH radikal reducira se u hidrazin pri
¢emu se prati smanjenje apsorbancije pri valnoj duljini od priblizno 515 nm:

DPPHe + AH = DPPH-H + A-. (1)

Nastalo obezbojenje je u stehiometrijskom odnosu s brojem sparenih elektrona.
Najcesce se sposobnost hvatanja slobodnih radikala antioksidansa izraCunava s pomocu
postotka preostalog radikala jer je navedena vrijednost proporcionalna koncentraciji samog
antioksidansa. Antioksidacijski ucinak moguce je izraziti i na osnovi ICso vrijednosti koja
oznacava koncentraciju antioksidansa potrebnu za smanjenje pocetne koncentracije DPPH
radikala za 50 %. Ta je metoda jednostavna, pouzdana te prikladna za rutinske analize.
Stovise, reagensi i oprema za njeno izvodenje su financijski nezahtjevni te nije iznenadujuce
da je Siroko primjenjivana za veliki broj raznosvrsnih uzoraka (Molineux 2004).

Mehanizam ABTS metode slican je mehanizmu DPPH metode. Ta metoda
odredivanja antioksidacijskog ucinka koristi plavo-zeleno obojeni radikal 2,2'-azinobis (3-
etilbenzotiazoline-6-sulfonske kiseline), koji takoder dodatkom antioksidansa blijedi.

Neutralizacija ABTS radikal-kationa prati se spektrofotometrijski pri valnoj duljini od
670 — 734 nm, a prikazana je u jednadzbi 2.

ABTSe - e- « ABTSe+ (2)

Dobiveni se rezultati najcesce iskazuju kao ekvivalenti pojedinih primijenjenih
standarda, poput Troloxa ili askorbinske kiseline (Sochor 2010).

RPA metoda je joS jedna kolorimetrijska metoda koja se temelji na izmjeni jednog
elektrona te se njome mjeri sposobnost redukcije. Kod te metode u prisutnosti antioksidansa
dolazi do redukcije zuto obojenog kompleksa Fe(IIl)-TPTZ u plavo obojeni kompleks Fe(II)-
TPTZ, §to se prati pri valnoj duljini od 593 nm.



Kako je navedeno, zbog jednostavnosti, brzine te financijske prihvatljivosti navedene
metode za ispitivanje antioksidacijskog ucinka ubrajaju se u rutinske analiti¢ke postupke koji
su do sada primijenjeni na razli¢itim uzorcima. Premda su do sada provedena ispitivanja na
mnogim biljnim vrstama, ukljucuju¢i i one koje sadrzavaju i fitoestrogene, mali broj
istrazivanja proveden je na dodatcima prehrani kao komercijalno dostupnim proizvodima.
Vecina znanstvenih istrazivanja ukljucila je u ispitivanje antioksidacijske u¢inkovitosti biljnih
vrsta, koje sadrzavaju fitoestrogene, vise metoda koje se temelje na razli¢itim mehanizmima
te razliCite postupke ekstrakcije djelatnih tvari iz biljnog materijala (Indranupakorn 2010,
Orhan 2011, Maltas 2011).

Antioksidacijska ucinkovitost soje ispitana je ovisno o vrsti soje (Malenci¢ 2007,
Muji¢ 2011, Orhan 2011) te zrelosti sjemena (Avila 2012). Ispitani su utjecaj postupka
fermentacije na antioksidacijski uc¢inak soje (Chaiyavat 2010, Moktan 2008) te utjecaj vlazne
granulacije (Chaiyavat 2010). Osim na biljnom materijalu, ispitivanja su provedena na izolatu
sojinih proteina (Mitra 2014). Potrebno je istaknuti kako su Georgetti i suradnici razli¢itim
metodama ispitali i antioksidacijski u¢inak dodatka prehrani koji sadrzava ekstrakt soje s
deklariranim sadrzajem s vise od 40 % izoflavonoida. Dobivene vrijednosti bile su u rasponu
2,9 — 196,0 mg/g (Georgetti 2007).

Ispitivanja provedena na crvenoj djetelini pokazala su da je ta biljna vrsta iznimno
bogat izvor antioksidansa (Kiiciikboyaci 2013, Tundis i sur. 2015, Esmaeli 2015). S druge
strane, prema nasim saznanjima ni jedno istrazivanje nije provedeno na dodatcima prehrani
koji sadrzavaju ekstrakt te biljne vrste.

Pregledom literature utvrdeno je kako su mnoge znanstvene skupine istrazivanja
usmjerile na antioksidacijski u¢inak hmelja. U sklopu navedenih istrazivanja evaluirana je
antioksidacijska ucinkovitost razli¢itih podvrsta i dijelova biljke (Abram 2015, Niknejad
2014). Ispitan je i utjecaj skupljanja, skladiStenja i pohrane biljnog materijala na sadrzaj
bioloski aktivnih tvari koje pokazuju antioksidacijski u¢inak (Krofta 2008). Razlicite tehnike
predobrade uzoraka ispitivane su u svrhu optimizacije ekstrakcije bioloski aktivnih (Wojdylo
2007, Morales 2012, Kowalczyk 2013 Gil-Ramirez 2012). Istrazivanja antioksidacijskog
ucinka bila su usmjerena i na izolirane fitoestrogene (Zhang 2014).

Uocljivo manji broj istrazivanja proveden je u svrhu ispitivanja antioksidacijskog
ucinka lana. Veéina istrazivanja usmjerena je na optimizaciju ekstrakcije (vrijeme,
temperatura, ekstrakcijsko sredstvo, uklanjanje masne komponente iz uzoraka...) polifenola
iz sjemenaka lana bogatih omega-3 masnim kiselinama (Anwar 2012, Sargi 2013, Karamac

2014).
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Sve navedene metode za ispitivanje antioksidacijske wucinkovitosti uzoraka
primijenjene su na uzorcima konopljike. Srz ovih ispitivanja bila je optimizacija postupka
ekstrakcije polifenola iz biljnog materijala. U tu su se svrhu koristila otapala razlicite
polarnosti (Latoui 2012, Rashed 2013, Shaikh 2010, Maltas 2010, Saglam 2007, Sarikurkcu
2009).

Prema podatcima iz literature moguce je utvrditi da je veéi broj istrazivanja proveden
u svrhu ispitivanja antioksidacijske ucinkovitosti biljnih vrsta soje, crvene djeteline,
konopljike, hmelja i lana. Medutim, prema nasim spoznajama do danas nije provedeno
odredivanje antioksidativne uc¢inkovitosti dodataka prehrani koji sadrzavaju raznovrsne biljne

izvore kao $to su soja, crvena djetelina, konopljika, hmelj i lan kao izvore polifenola.
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3. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Dodaci prehrani s ekstraktima biljnih vrsta, soja (Glycine max (L.) Merr.), crvena
djetelina (7rifolium pratense L.), hmelj (Humulus Lupulus L.), lan (Linum usitatissimum L.) 1
konopljika (Vitex agnus-castus L.), sadrze bioloski aktivne tvari koje pokazuju fitoestrogenski

ucinak u ublazavanju simptoma menopauze, kao i antioksidacijsku u¢inkovitost.

Ciljevi:

1. Razviti brzu metodu za identifikaciju fitoestrogena primjenom masene spektrometrije s

izravnim unosom uzoraka.

2. Razviti novu metodu za istovremenu analizu 11 fitoestrogena u biljnim ekstraktima i
dodacima prehrani u razli¢itim farmaceutskim oblicima primjenom vezanog sustava

tekucinske kromatografije i masene spektrometrije.

3. Optimizirati spektrofotometrijske metode za odredivanje antioksidacijske aktivnosti

fitoestrogena.
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Standardne supstancije

. apigenin > 95 % (HPLC) (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

J biokanin A > 95 % (HPLC) (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

o kasticin > 98 % (HPLC) (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

o daizdein > 95 % (HPLC) (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

J genistein > 97 % (HPLC) (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

o formononetin > 98 % (HPLC) (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

o izoksantohumol > 99 % (HPLC) (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

o matairezinol > 95 % (HPLC) (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

J sekoizolariciresinol > 95 % (HPLC) (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)
o ksantohumol > 96 % (HPLC) (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

. 8-prenilnaringenin > 95 % (HPLC) (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

4.2. Uzorci dodataka prehrani1

J Belmiran san (Belupo, Koprivnica, Hrvatska)

. Bonisan (Dietpharm, Rakitje, Hrvatska)

o Cirkulin valerijana (Roha Arzneimittel GmbH, Bremen, Njemacka)
J Evine kapi (Suban ljekovito bilje, Strmec, Hrvatska)

o FemFlax (Palmer Natural Products, Star, Idaho, SAD)

o Feminal (Jadran Galenski laboratorij, Rijeka, Hrvatska)

o Herbal Female Complex (Solgar Inc., Leonia, New Jersey, SAD)
o Maxi life mega soy (Twinlab, Hauppauge, New York, SAD)

o Meno Guide (Erba Vita S.p.A., San Marino, Italija)

o Menopause (Helvetia Direct Marketing s. r. 0., Prag, Ce$ka Republika)

o Menopause relief (Natural wealth, Milsing d. o. 0., Zagreb, Hrvatska)
o NaturalMax Premenstrual solution (Natural Balance, Englewood, California, SAD)
o Pausa (Specchiasol s.r.l, Bussolengo, Italija)

J Phytoestrogen one daily (Solaray, Park City, Utah, SAD)

! Detaljan opis uzoraka naveden je u Prilogu 8.3.
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o Red Clover Blossom (Solaray, Park City, Utah, SAD)

o Soja Flavon (Dietpharm, Rakitje, Hrvatska)

J Sojini izoflavoni (Natural Wealth, Milsing d. o. 0., Zagreb, Hrvatska)
o Vitality for Women (Kal, Park City, Utah, SAD)

o Solaray Vitex (Solaray, Park City, Utah, SAD)

o Vitex Solutio (Specchiasol S.r.1., Bussolengo, Italija)

4.3.  Uzorci biljnog industrijskog materij ala’

e suhi ekstrahirani biljni materijal crvene djeteline — Trifolium pratense L., Fabaceae
(Specchiasol, s.r.1, Bussolengo, Italija)

e suhi ekstrahirani biljni materijal hmelja — Humulus lupulus L., Cannabaceae (Specchiasol
s.r.1, Bussolengo, Italija)

e suhi ckstrahirani biljni materijal konopljike — Vitex agnus castus L., Lamiaceae
(Specchiasol s.r.1, Bussolengo, Italija)

e suhi ekstrahirani biljni materijal lana — Linum usitatissimum L., Linaceae (Specchiasol
s.r.1, Bussolengo, Italija)

e suhi ekstrahirani biljni materijal soje — Glycine max (L.) Merr., Fabaceae (Specchiasol

s.r.1, Bussolengo, Italija)

4.4. Uzorci prehrambenih proizvoda3

e lan — sjeme — Linum usitatissimum L., Linaceae (Bio&bio, Zagreb, Hrvatska)
e lan — sjeme — Linum usitatissimum L., Linaceae (Garden, Zagreb, Hrvatska)
e soja—zrno — Glycine max (L.) Merr., Fabaceae (Bio&bio, Zagreb, Hrvatska)

e soja—zrno — Glycine max (L.) Merr., Fabaceae (Podravka, Koprivnica, Hrvatska)

2 Detaljan opis uzoraka naveden je u Prilogu 8.2.

3 Detaljan opis uzoraka naveden je u Prilogu 8.1.
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4.5. Reagensi, organska otapala, plinovi i ostale kemikalije

e ABTS reagens > 98 % (Cisto¢e za HPLC) (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e acetonitril (¢istoée za HPLC) (Scharlau, Barcelona, Spanjolska)

e askorbinska kiselina > 99 % (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e DPPH reagens > 90 % (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e ctanol (Cistoce za HPLC) (J. T. Baker, Center Valley, PA, SAD)

o FeCl3x6H20 97 % (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e Folin-Ciocalteuov reagens 97 % (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e galna kiselina 97,5 — 102,5 % (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e generator dusika NM30LA (Peak Scientific, Renfrewshire, UK)

e helij > 99,999 %vol (Messer Group, Sulzbach, Njemacka)

o K5S:08 >99 % (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

o Kj3(Fe(CN)s) > 99 % (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e otopina za kalibraciju masenog spektrometra (Agilent Technologies, Waldbrunn,
Njemacka)

e KH>PO4bezvodni 99,5 — 101,0 % (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e metanol 98 — 100 %, p. a. Cistoce (Merck, Darmstadt, Njemacka)

e mravlja kiselina 98 — 100 %, p. a. ¢isto¢e (T. T. T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

¢ natrijev hidroksid > 97 % (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e bezvodni natrijev karbonat > 99,5 % (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e petroleter (40 — 70 "C) (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e trikloroctena kiselina > 99 % (Semikem, Sarajevo, Bosna i Hercegovina)

4.6. Instrumenti i pribor

analititka vaga AG245 (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)

e bocice za uzorkovanje (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

e ACRODISC® injekcijski PTFE membranski filtar, diam. 13 mm, veli¢ine pora 0,45 pm
(Merck, Darmstadt, Njemacka)

e centrifugirka (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

e pH-metar FiveEasy F20 (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)

e generator dusika NM30LA (PEAK Scientific, Renfrewshire, Velika Britanija)
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e kolona za tekucinsku kromatografiju Symmetry C18 dimenzija 150 mm x 4,6 mm,
veliCina Cestica 3,5 um (Waters, Milford, SAD)

e maseni spektrometar s ionizacijskom tehnikom elektrorasprsenja i analizatorom stupicom
za ione LC/MSD Trap VL (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

e magnetska mjesalica C-MAG HS7 (IKA-Werke, Staufen, Njemacka)

e mlin Knifetec 1095 (Foss Tecator AB, Hoganis, Svedska)

e Soxtec 2055 (Foss Tecator AB, Hoganis, Svedska)

o spektrofotometar Agilent 8453 (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

o stakleni sustav za filtriranje otapala (Sartorius, Goettingen, Njemacka)

e sustav za procis¢avanje vode Mili-Q (Millipore, Bedford, SAD)

e tekucinski kromatograf Agilent 1100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

e ultrazvucna kupelj S 30 H Elmasonic (Elma, Singen, Njemacka)

e vanjska pumpa za izravno unosenje uzoraka u spektrometar masa (KD Scientific Inc.,

Holliston, SAD)

4.7. Programski paketi

e Chemstation (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD)

e GraphPadPrism verzija 5.03 (GraphPad Software, La Jolla, SAD)

e HP845 UV-Visible Chemstation System Rev. A. 07.02 (Agilent Technologies, Mulgrave,
SAD)

e LC/MSD Trap (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

e Microsoft® Office Excel 2007 (Microsoft, Seattle, SAD)

e OriginPro 7.5 SRO (OriginLab Corporation, Northmapton, SAD)

e Programski jezik R (verzija 4.0.5)

e SigmaPlot za Windowse verzija 12.0 (Systat Software, San Jose, SAD)
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4.8. Analiticke metode
4.8.1. Identifikacija aktivnih djelatnih tvari primjenom di-msn tehnike

4.8.1.1. Priprema standardnih otopina i uzoraka

Mati¢ne standardne otopine fitoestrogena (daizdeina, genisteina, biokanina A,
formononetina, ksantohumola, 8-prenilnaringenina, matairezinola, sekoizolaricirezinola,
apigenina i kasticina) koncentracija od 1,0 mg/mL pripremljene su otapanjem u acetonitrilu te
su pohranjene u hladnjak na 4 °C gdje su bile stabilne pet dana. Prije analize sve su
standardne otopine filtrirane kroz PTFE membranski filtar veli¢ine pora od 0,45 pm.

Uzorci hrane, sojine i lanene sjemenke, usitnjeni su uz primjenu mlina Knifetec 1095.
Nakon usitnjavanja uzorci (1 + 0,02 g) su stavljeni u porozne celulozne posude i odmasceni
petroleterom (70 mL) tijekom dva sata te nakon 30 minuta pohranjeni u vakuumu na 40 °C.

Uzorci biljnih industrijskih materijala usitnjeni su i homogenizirani u tarioniku s
tuckom.

Deset tableta dodataka prehrani odvagano je i usitnjeno u fini prah u tarioniku s
tuckom, dok je sadrzaj deset kapsula odvagan, objedinjen te usitnjen u fini prah.

Usitnjeni 1 homogenizirani uzorci preneseni su (1 + 0,02 g) u odmjerne tikvice (10
mL) te je do oznake dodan apsolutni etanol. Uzorci su nakon toga stavljeni u ultrazvu¢nu
kupelj na 15 minuta pri sobnoj temperaturi. Dobiveni ekstrakt je centrifugiran na 3000 g deset
minuta pri sobnoj temperaturi, supernatant je filtriran kroz PTFE membranski filtar veli¢ine
pora od 0,45 um.

Uzorci dodataka prehrani u tekué¢em obliku analizirani su bez prethodne obrade.

4.8.1.2. Masena spektometrija s izravnim unosom uzoraka

Identifikacija deset fitoestrogena provedena je masenim spektrometrom s
ionizacijskom tehnikom elektrorasprSenja i analizatorom stupicom za ione koji je svaki dan
kalibriran. Vanjska pumpa uporabljena je za unos uzoraka pri protoku od 5 mL/min.
Temperatura izvora iona iznosila je 350 “C, a napon na kapilari 3,5 kV. Dusik se koristio kao
plin za rasprs$ivanje pri protoku od 10,0 L/min i tlaku od 20,0 psi. Tijekom analize praceni su
pozitivno nabijeni ioni. Spektar snimanja masa bio je u rasponu m/z vrijednosti od 100 do
500. U analizatoru je bilo zadrzano 10 000 iona, a vrijeme zadrzavanja iona iznosilo je 200

ms. Za fragmentiranje iona uporabljen je plin helij. Analize su provedene MRM nacinom
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(engl. Multiple Reaction Monitoring), a uvjeti praéenja prikazani su u tablici 1. Prikupljanje i
obrada podataka izvedeni su primjenom racunalnog programa LC/MSD Trap v.5.2. Sva

mjerenja provedena su u triplikatu.

Tablica 1. Prijelazi MRM nacina snimanja te ioni nastali fragmentacijom
pseudomolekularnog iona

ANALIT TRANZICIJA FRAGMENTNI IONI
apigenin 271225 153, 225, 243
biokanin A 285—270 153, 229, 253, 270
kasticin 375—360 315, 345, 360
daidzein 255—-227 137, 181, 199, 227, 237
formononetin 269—254 137,213, 237, 254
genistein 271—-243 153,197, 215, 243, 253
matairezinol 359—341 137, 341
sekoizolaricirezinol 345—327 137, 327
ksantohumol 355—299 179, 235, 299
8-prenilnaringenin 341285 165,221, 285

4.8.2. Odredivanje sadrzaja fitoestrogena primjenom lc/ms/ms tehnike

4.8.2.1. Priprema standardnih otopina i uzoraka

Mati¢ne standardne otopine fitoestrogena (daizdeina, genisteina, biokanina A,
formononetina, ksantohumola, izoksantohumola, 8-prenilnaringenina, matairezinola,
sekoizolaricirezinola, apigenina i kasticina) koncentracija od 1,0 mg/mL pripremljene su
otapanjem u acetonitrilu te su pohranjene u hladnjak na 4 °C gdje su bile stabilne pet dana.

Radne standardne otopine koje su se koristile za razvoj, optimizaciju i validaciju
metode priredene su neposredno prije mjerenja razrjedivanjem do odgovarajuce koncentracije
acetonitrilom. Prije analize sve su standardne otopine filtrirane kroz PTFE membranski filtar
veli¢ine pora od 0,45 pm.

Uzorci hrane, biljnih industrijskih materijala i dodataka prehrani priredeni su prema

postupcima navedenima u poglavlju 4.8.1.1.
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4.8.2.2. Vezani sustav tekucinske kromatografije i masene spektometrije

Analiza jedanaest fitoestrogena provedena je tekuéinskom kromatografijom visoke
djelotvornosti  obrnutih faza (engl. Reversed Phase High-Performance Liquid
Chromatography, RP-HPLC) primjenom instrumenta Agilent 1100 opremljen automatskim
injektorom, kvaternom pumpom, komorom za termostatiranje kolone, DAD detektorom (engl.
Diode Array Detector) te masenim spektrometrom s ionizacijskom tehnikom
elektrorasprSenja i analizatorom stupicom za ione. Odjeljivanje je provedeno primjenom
Symmetry C18 kolone, dimenzija 150 mm x 4,6 mm i veli¢ine Cestica 3,5 um. Pokretna faza
sastojala se od 0,1 %-tne otopine mravlje kiseline u ultracistoj vodi (eluenta A) i 0,1 %-tne
otopine mravlje kiseline u acetonitrilu (eluent B) uz eluacijske uvjete prikazane u tablici 2.
Analiza je trajala 45 minuta te je dodatnih 10 minuta bilo potrebno za pripremu sustava za

analizu sljedeceg uzorka. Brzina protoka pokretne faze iznosila je 1,0 mL/min.

Tablica 2. Gradijent otapala za dodjeljivanje 11 fitoestrogena LC/DAD/MS/MS metodom

VRIJEME (min) UDIO ELUENTA A (%) UDIO ELUENTA B (%)
0-10 90 10
10-15 65 35
15-25 65 35
25-30 50 50
30-40 90 10
40— 45 10 90

Nakon pripreme uzorci su pohranjeni u automatskom injektoru pri temperaturi od 4 °C
u tamnim bocicama za uzorkovanje. Volumen injektiranja iznosio je 10 pL, a temperatura
kolone bila je 25,0 + 0,1 °C.

Tre¢ina pokretne faze eluirana s tekucinskog kromatografa dovedena je do masenog
spektrometra. Uzorci su analizirani u pozitivhom ionizacijskome modu. Temperatura izvora
iona iznosila je 350 ‘C, a napon na kapilari 3,5 kV. Dusik se koristio kao plin za raspriivanje
pri protoku od 10,0 L/min i tlaku od 20,0 psi. Spektar snimanja masa bio je u rasponu m/z
vrijednosti od 100 do 600. Fragmentacija iona potaknuta je helijem kao kolizijskim plinom.

MRM prijelazi prikazani su u tablici 1. Prikupljanje i obrada podataka izvedeni su primjenom
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racunalnog programa ChemStation for LC 3D i LC/MSD Trap v.5.2. Sva mjerenja provedena

su u triplikatu.

4.8.3. Oodredivanje ukupnih polifenola folin-ciocalteu metodom

4.8.3.1. Priprema standardnih otopina i uzorka

Mati¢na otopina galne kiseline koncentracije mg/mL pripremljena je otapanjem u
ultracistoj vodi. Pripremljena otopina pohranjena je u hladnjak (4 °C) te je bila stabilna
sedam dana.

Radne otopine koje su se koristile za razvoj, optimizaciju i validaciju metode
priredene su neposredno prije mjerenja razrjedivanjem mati¢ne otopine do odgovarajuce
koncentracije ultracistom vodom.

Otopine FC reagensa i natrij karbonata koriStene u razvoju, optimizaciji i validaciji
metode priredene su neposredno prije mjerenja.

Otopina FC reagensa priredena je razrjedivanjem ultra¢istom vodom, u omjeru 1 : 10,
a zasi¢ena otopina Na,COs priredena je otapanjem 10,75 g bezvodnog Na,CO3 u odmjernoj
tikvici od 100 mL u ultracistoj vodi.

Uzorci hrane, biljnih industrijskih materijala i dodataka prehrani priredeni su prema

postupcima navedenima u poglavlju 4.8.1.1.

4.8.3.2. UV/VIS spektrofotometrija

Alikvot od 400 pL pojedinog uzorka pomijesan je u tamnoj odmjernoj tikvici od 10
mL s 2 mL FC reagensa te je sadrzaj tikvice dopunjen do oznake otopinom 10,75 %
bezvodnog NaCOs. Ako je bilo potrebno, ekstrakti su razrijedeni apsolutnim etanolom.

Mjerenja su obavljena 10 minuta nakon pripreme reakcijske smjese na UV/VIS
spektrofotometru, na sobnoj temperaturi, zaSti¢ena od izravne izloZenosti svjetlu.
Apsorbancija je mjerena pri 740 nm uz ultraistu vodu kao slijepu probu. Sva mjerenja

provedena su u triplikatu.

4.8.4. Odredivanje sposobnosti hvatanja dpph slobodnog radikala

4.8.4.1. Priprema standardnih otopina i uzorka
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Mati¢na otopina askorbinske kiseline koncentracije od 0,2 mg/mL pripremljena je
otapanjem supstancije u ultracistoj vodi u odmjernoj tikvici od 100 mL. Otopina je ¢uvana u
hladnjaku na 4 °C i bila je stabilna sedam dana.

Otopina DPPH radikala, 0,1 mg/mL u apsolutnom etanolu, koriStena za razvoj,
optimizaciju i validaciju metode pripremana je neposredno prije mjerenja.

Neposredno prije ispitivanja pripremljene su osnovne otopine uzoraka hrane, biljnih
industrijskih materijala 1 dodataka prehrani prema postupcima navedenima u poglavlju
4.8.1.1.. iz kojih su serijskim razrjedivanjem dobiveni nizovi testiranih koncentracija u

rasponu od 0,2 do 100 mg/mL.

4.8.4.2. UV/VIS spektrofotometrija

Reakcijske smjese (mjerne otopine) priredene su u odmjernim tikvicama od 5 Ml
dodatkom 450 Ml etanolne otopine uzorka te dopunjavanjem do oznake etanolnom otopinom
DPPH radikala. Otopina za odredivanje maksimalne apsorbancije (u vremenu ¢ = 0) priredena
je na isti na¢in samo se umjesto uzorka koristio etanol.

Nakon pripreme reakcijske smjese njezin je sadrzaj snazno promuckan te je smjesa
inkubirana pri sobnoj temperaturi na tamnome mjestu 30 minuta.

Apsorbancija uzoraka, zaSti¢enih od izravne izlozenosti svjetlu, izmjerena je na
UV/VIS spektrofotometru na valnoj duljini od 515 nm pri sobnoj temperaturi. Kao slijepa

proba koristio se etanol. Sva su mjerenja provedena u triplikatu.

4.8.5. Odredivanje sposobnosti hvatanja abts slobodnog radikala

4.8.5.1. Priprema standardnih otopina i uzorka

Standardna otopina askorbinske kiseline koncentracije 0,1 mg/mL pripremljena je
otapanjem u ultracistoj vodi u odmjernoj tikvici od 100 mL. Otopina je ¢uvana u hladnjaku na
4 °C 1 bila je stabilna sedam dana.

Mati¢na otopina ABTS pripremljena je vaganjem 38,41 mg te otapanjem u ultracistoj
vodi u odmjernoj tikvici od 5 mL. Mati¢na otopina K2S>Ogs pripremljena je vaganjem 6,6 mg
te otapanjem u ultracistoj vodi u odmjernoj tikvici od 5 mL.

Otopina ABTS radikala nastaje mijeSanjem gore navedenih otopina u jednakim

omjerima pri ¢emu neposredno nakon mijesanja pocinje stvaranje ABTS radikala uz nastanak
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plavo-zelenog obojenja. Kako bi se osigurao potpuni zavrsetak reakcije, otopina je pohranjena
12 sati u mraku dok nije nastao konacni intenzitet boje. Radne otopine ABTS-a pripremljene
su razrjedivanjem otopine s ultracistom vodom dok se nije postigla apsorbancija u rasponu od
0,7 do 0,8, pri valnoj duljini od 734 nm. Mati¢ne otopine ABTS-a i K»S,0g pripremljene su
svaki drugi dan, a radne otopine ABTS radikala neposredno prije mjerenja. Mati¢ne otopine
¢uvane su u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C.

Uzorci hrane, biljnih industrijskih materijala i dodataka prehrani priredeni su prema
postupcima navedenim u poglavlju 4.8.1.1. iz kojih su serijskim razrjedivanjem dobiveni

nizovi testiranih koncentracija u rasponu od 0,2 do 100 mg/mL.

4.8.5.2. UV/VIS spektrofotometrija

Reakcijske smjese (mjerne otopine) priredene su u odmjernim tikvicama od 5 mL
dodatkom 300 pL etanolne otopine uzorka te dopunjavanjem do oznake otopinom ABTS
radikala. Otopina za odredivanje maksimalne apsorbancije (u vremenu ¢ = 0) priredena je na
isti naCin samo se umjesto uzorka koristio etanol.

Nakon pripreme reakcijske smjese njezin je sadrzaj snazno promuckan te je
premjesten u kivetu UV/VIS spektrofotometra. Mjerenja su obavljena Sest minuta nakon
pripreme reakcijske smjese na valnoj duljini od 734 nm uz ultracistu vodu kao slijepu probu.

Sva mjerenja provedena su u triplikatu.

4.8.6. Odredivanje sposobnosti redukcije iona Zeljeza(iii)

4.8.6.1. Priprema standardnih otopina i uzorka

Fosfatni pufer (0,2 M, pH 6,6) pripremljen je mijeSanjem 250 mL otopine KH2PO4 (27
g/L) te 89 mL otopine NaOH (8 g/L).

Otopina K3(Fe(CN)g) u ultracistoj vodi (1 %, w/v) pripremljena je u odmjernoj tikvici
od 100 mL. Otopina je ¢uvana u hladnjaku na 4 °C te je bila stabilna sedam dana.

Otopina trikloroctene kiseline u ultradistoj vodi (10 %, w/v) pripremljena je u
odmjernoj tikvici od 100 mL. Otopina je ¢uvana u hladnjaku na 4 °C te je bila stabilna sedam

dana.
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Otopina zeljezova klorida u ultracistoj vodi (0,1 %, w/v) pripremljena je u odmjernoj
tikvici od 100 mL. Pripremala se svaki dan, neposredno prije upotrebe.

Otopina askorbinske kiseline u ultracistoj vodi (0,025 mg/mL) pripremljena je u
odmjernoj tikvici od 100 mL.

Uzorci hrane, biljnih industrijskih materijala i dodataka prehrani priredeni su prema
postupcima navedenima u poglavlju 4.8.1.1. iz kojih su serijskim razrjedivanjem dobiveni

nizovi testiranih koncentracija od 0,2 do 100 mg/mL.

4.8.6.2. UV/VIS spektrofotometrija

Reakcijska smjesa (mjerna otopina) priredena je dodatkom 1 mL uzorka, 2,5 mL
fosfatnog pufera (0,2 M, pH 6,6) i 2,5 mL 1 %-tne otopine kalijeva heksacijanoferata.
Reakcijska smjesa je nakon toga inkubirana 20 minuta na vodenoj kupelji pri 50 °C. Nakon
inkubacije u reakcijsku je smjesu dodano 2,5 mL 10 %-tne otopine trikloroctene kiseline te je
smjesa centrifugirana 10 minuta pri 1750 okretaja/minuti. Alikovotu od 2,5 mL gornjeg sloja
reakcijske smjese dodano je 2,5 mL ultraciste vode 1 0,5 mL 0,1 %-tne otopine zeljezova (III)
klorida.

Sva mjerenja provedena su na UV/VIS spektrofotometru, na sobnoj temperaturi,
zasti¢ena od izravne izlozenosti svjetlu. Apsorbancija je mjerena pri 700 nm. Za slijepu probu

koristila se ultracista voda. Sva mjerenja provedena su u triplikatu.
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4.9. Statisticka analiza

Za statisticku obradu dobivenih rezultata koristili su se racunalni programi Microsoft
Exel 2007, GraphPadPrism verzija 5.03 te SigmaPlot za Windowse verzija 12.0. Dobiveni
podatci prikazani su kao srednja vrijednost + standardna devijacija triju odredivanja.
Koncentracije uzoraka koje ostvaruju 50 %-tni ucinak (ICso) dobivene su interpolacijom na
temelju linearne regresijske analize odnosa koncentracije i uinka ili logaritma testiranih
koncentracija i pripadaju¢ih postotaka inhibicije koriste¢i se metodom najmanjih kvadrata.
Linearna ovisnost izmedu svih parova metoda je odredena Pearsonovim koeficijentom
korelacije, a medusobna monotona nelinearna ovisnost izmedu dviju metoda je odredena
Kendallovim koeficijentom korelacije.

Statisti¢ka analiza je napravljena u programskom jeziku R (verzija 4.0.5).
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S. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom doktorskom radu razvijene su i validirane metode za tri razliCite skupine
proizvoda (hrana, biljni industrijski materijal i dodaci prehrani) koji sadrzavaju pet najcesce
upotrebljavanih biljnih vrsta (soja, crvena djetelina, hmelj, lan i konopljika), u ¢ijem sastavu
se nalaze fitoestrogenske aktivne tvari. Uzorci hrane i dodataka prehrani analizirani u ovome
doktorskom radu svakodnevno se primjenjuju kod zena u razli¢itim fazama menopauze. Biljni
industrijski materijal ¢ini vaznu skupinu uzoraka s obzirom na to da se upravo oni koriste u
proizvodnji dodataka prehrani i osnova su za dobivanje kvalitetnog i sigurnog proizvoda.

Odabrani dodaci prehrani, ¢iji je detaljan opis dan u tablici priloga 8.3. dostupni su na
hrvatskom trzistu.

Ispitivane djelatne tvari odabrane su na osnovi svojih udjela i fitoestrogenskih
djelovanja u navedenim biljnim vrstama.

Ispitane djelatne tvari spadaju u skupinu fenola, zajednicko u njihovoj kemijskoj
strukturi je hidroksilna skupina (-OH) vezana izravno na aromatski prsten. Fenolne tvari
dijele se na jednostavne fenole ili polifenole, ovisno o broju fenolnih skupina u molekuli.
Fenole ukljucene u ovo istrazivanje moguce je podijeliti u sljedece skupine:

e Izoflavoni (daizdein, genistein, biochanin A, formononetin) koje karakterizira zajednicka
3-fenil-krom-4-on struktura, a razlikuju se u prisutnosti metoksilnih i hidroksilnih skupina

e Prenilflavonoidi  (ksantohumol, izoksantohumol, 8-prenilnaringenin) od kojih
izoksantohumol 1 8-prenilnaringenin spadaju u podskupinu flavonoida koji imaju
hidrofobnu prenilnu skupinu vezanu na flavonoidnu strukturu, a ksantohumol je
kalkonoid koji sadrzava hidrofobnu prenilnu skupinu u svojoj strukturi

e Lignani (matairezinol, sekoisolaricirezinol) koji su dimeri fenilpropana povezani beta-beta
vezama. Matairezinol sadrzava dodatni oksolan prsten, a sekoisolaricirezinol samo dva
fenilna prstena

¢ Flavoni (apigenin) koji sadrzava fenilbenzopiranski prsten

e Flavonoli (kasticin) koji na polozaju 3 sadrzavaju hidroksilnu skupinu (slika 1.).
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Slika 1. Kemijske strukture ispitivanih fitoestrogena: daidzein (1), genistein (2), formononetin
(3), biokanin A (4), 8-prenilnaringenin (5), ksantohumol (6), izoksantohumol (7), apigenin
(8), kasticin (9), matairezinol (10) i sekoizolaricirezinol (11)

Prvo je proveden postupak optimizacije ekstrakcije u svrhu dobivanja Sto vece
ekstrakcijske ucinkovitosti za sve analizirane bioloski aktivne tvari. Zatim se primijenila DI-
MS" tehnika u svrhu njihove identifikacije u raznovrsnim uzorcima. Nadalje, primjena
LC/MS/MS tehnike omogucdila je odredivanje sadrzaja fitoestrogena u ispitivanim uzorcima i
usporedbu dobivenih vrijednosti s deklariranim sadrzajem. S obzirom da se zadnjih desetljeca
naglasava nuznost unosa vec¢ih koli¢ina biljnih polifenola u organizam zbog njihovog
antioksidativnog uc¢inka (Apak 2007), u ovome su radu provedena i ispitivanja odredivanja
sadrzaja ukupnih polifenola Folin Ciocalteu metodom i antioksidativnog ucinka DPPH,

ABTS i RPA metodama.
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5.1.  Ekstrakcija fitoestrogena

Preglednom literature utvrdeno je da se ekstrakcija fitoestrogena iz raznovrsnih
uzoraka, primjerice biljnog materijala, prehrambenih proizvoda i dodataka prehrani, najéesce
provodi primjenom organskih otapala. Potrebno je istaknuti da se odabir otapala, udio vode,
vrijeme 1 temperatura ekstrakcije razlikuju ovisno o vrsti uzoraka te o skupini fitoestrogena
(Bustamante-Rangel 2018). Kako bi se postigla ucinkovita ekstrakcija strukturno razlicitih
fitoestrogena prisutnih u raznovrsnim uzorcima, pratio se utjecaj svakog od uvjeta na
ekstrakciju. Prvi korak u optimizaciji ekstrakcije ukljucivao je odabir organskog otapala.
Ispitana je ucinkovitost ekstrakcije organskih otapala razli¢ite polarnosti etanola i acetonitrila.
Primjenom etanola postignuta je bolja ekstrakcijska ucinkovitost svih fitoestrogena u odnosu
prema acetonitrilu (ekstrakcijska ucinkovitost kod acetonitrila bila je niza od 83 % za sve
ispitivane djelatne bioloski aktivne tvari). Dobiveni rezultati su u skladu s podatcima
prikazanima u istrazivanjima Boniglia i suradnika (Boniglia 2009) te Clarkea i suradnika
(Clarke 2008), koji su uocili bolju ekstrakcijsku ucinkovitost fitoestrogena iz dodataka
prehrani primjenom otapala vece polarnosti. Kako bi se utvrdilo utjece li dodatak vode u
organsko otapalo, odnosno etanol na poboljSanje ekstrakcijske ucinkovitosti, ekstrakcija
fitoestrogena provedena je razli¢itim omjerima etanola i ultraciste vode (dodano je od 10 %
do 50 % ultraciste vode u etanol). Dodatkom vode postignuta je i do 17 % niza ekstrakcijska
ucinkovitost za sve podskupine fitoestrogena. Potrebno je istaknuti i utjecaj temperature na
ekstrakcijsku ucinkovitost. UoCeno je da je poviSena temperatura ekstrakcije blago povecala
ekstrakciju veéine fitoestrogena. Ipak, zamijeéeno je i kako je poviSena temperatura
prouzrocila degradaciju pojedinih fitoestrogena poput 8-prenilnaringenina (priblizno 50 %).
Zato su daljnja ispitivanja provedena na sobnoj temperaturi. Konacno, utvrdeno je da
ekstrakcija s pomocu etanola, pri sobnoj temperaturi, u razdoblju od 15 minuta, osigurava
zadovoljavajucu ekstrakcijsku ucinkovitost za sve ispitane fitoestrogene (vise od 88 %)).
Nadalje, kao prednost opisanoga ekstrakcijskog postupka isticu se jednostavnost, niska cijena
analize te kratko vrijeme trajanja postupka. Opisani postupak ekstrakcije primijenjen je za

pripremu uzoraka u svim daljnjim ispitivanjima.
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5.2. Identifikacija fitoestrogena primjenom DI-MS" tehnike

Posljednjih godina tehnika direktnog injektiranja uzorka u maseni spektrometar sve je
vaznija u identifikaciji velikog broja bioloski aktivnih tvari u dodatcima prehrani (Seri¢
2014). Glavna je prednost te tehnike moguénost dobivanja pouzdanih podataka za strukturno
razli¢ite spojeve prisutne u raznovrsnim uzorcima u kratkom vremenu. Buduéi da tehnika ne
ukljucuje korak razdvajanja analita te upotrebu organskih otapala, moguce ju je svrstati u

ekoloski i ekonomski prihvatljive tehnike.

5.2.1. Razvoj DI-MS" metode

Upravo zato je DI-MS tehnika primijenjena za identifikaciju deset fitoestrogena, koji
spadaju u razlic¢ite skupine, u prehrambenim proizvodima, biljnim industrijskim materijalima 1
dodatcima prehrani koji sadrzavaju soju, crvenu djetelinu, konopljiku, hmelj i lan.

Odabir bioloski aktivnih tvari uzetih u istrazivanje bio je temeljen na njihovoj ulozi u
kontroli kvalitete pojedinih proizvoda, ali i tvrdnji navedenoj na deklaraciji proizvoda te je
uklju¢ivao spojeve iz skupine izoflavona, prenilflavonoida, flavona, flavonola i lignana.
Dakle, ispitani su fitoestrogeni: daidzein, genistein, formononetin, biokanin, 8-
prenilnaringenin, ksantohumol, apigenin, kasticin, matairezinol, sekoizolaricirezinol (slika 1.).

Preliminarna istrazivanja pokazala su kako izoksantohumol i ksantohumol imaju iste
MS spektre te ih u uzorcima koje sadrze nije moguce jasno razluciti. Navedeno je bilo i za
oc¢ekivati zbog slicnosti u njihovim strukturama (slika 1. oznake 5 i 6). Zato su uzorci koji
sadrze analit sa istovjetnim spektrom kao ova dva spoja oznaceni kao da sadrzavaju
ksanotohumol. To predstavlja ograni¢enje u primjeni DI-MS" tehnike u odnosu na LC—

MS/MS tehniku ¢ijom primjenom u uspjesno odredeni svi fitoestrogeni prikazani na slici 1.

Kako bi se identificirali fitoestrogeni u slozenim uzorcima bilo je potrebno
optimizirati viSe parametara: protok vanjske pumpe, nacin ionizacije, naboj kapilare, tlak 1
protok dusSika i temperaturu ionizatora, vrijeme zadrzavanja iona te njihov broj u stupici. U
poglavlju 3.2.1.2. navedeni su eksperimentalni uvjeti koji su se pokazali najprikladnijima za
analizu svih ispitanih fitoestrogena. Sljede¢i korak u razvoju analiticke metode ukljucivao je
ispitivanje fragmentacijskih putova svakog analita primjenom standardnih otopina kako bi se
izabrao pseudomolekulski ion te njegov fragmentni ion za MRM nacin snimanja analita u

uzorcima.
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Najzastupljeniji ion u MS spektrima svih izoflavona (daidzeina, genisteina,
formononetina, biokanina A) odgovarao je protoniziranoj molekuli [M+H]" na m/z 255, 271,
269 i 285. Fragmentacijom pseudomolekulskih iona [M+H]" izoflavona dobiveni su slozeni
ESI-MS/MS spektri. Za sve je izoflavone karakteristi¢na osnovna 3-fenil-krom-4-on struktura
te se razlikuju u dodanim metoksilnim ili hidroksilnim skupinama. Analizom MS? spektara
daidzeina i genisteina utvrdena je prisutnost fragmentnih iona pri m/z 237 za daidzein,
odnosno 253 za genistein koji odgovaraju ionu [M+H-H>O]", a on nastaje gubitkom 18 Da ili
molekule vode. Nasuprot tomu, MS? fragmentacija pseudomolekulskih iona O-metiliranih
izoflavona rezultirala je nastankom fragmentnih iona pri m/z 254 (formononetin) 1 270
(biokanin A), koji odgovaraju radikal ionu [M+H-CH3]™. [M+H]" ioni svih izoflavonoida
mogu takoder izgubiti jednu ili dvije CO skupine, pretpostavlja se s C prstena, ¢ime nastaju
fragmentni ioni pri m/z 227 1 199 za daidzein, m/z 243 i 215 za genistein, m/z 213 za
formononetin te m/z 229 za biokanin A. Fragmentni ioni pri m/z 181 za daidzein i m/z 197 za
genistein odgovaraju gubitku jo$ jedne molekule vode (18 Da) i nastanku iona [M+H-2CO-
H>O]*. Istaknuti fragmentni ioni pri m/z 237 (formononetin) i m/z 253 (biokanin A)
predstavljaju fragmentni put karakteristican za O-metilirane izoflavone. Ti ioni nastanu
gubitkom CH3OH iz B prstena. Uzevs$i u obzir zastupljenost navedenih fragmentnih iona,
moguce je utvrditi kako je upravo taj fragmentacijski put dominantan kod O-metiliranih
izoflavona. Jedan od osnovnih putova fragmentacije aglikona flavonoida jest putem retro
Diels-Alder reakcije u kojoj Sestero€lani prsten, koji sadrzava fragmente dvostruke veze,
podlijeze ,,premjeStanju” veza uz nastajanje diena i dienofila (Demarque 2016). Specifi¢ni
ioni retro Diels-Alderove reakcije su takoder uoCeni u MS? spektrima svih ispitivanih
izoflavona (m/z 137 za daidzein, m/z 153 za genistein, m/z 137 za formononetin te m/z 153 za
biokanin A). No, RDA fragmenti za oba O-metilirana izoflavona bili su relativno malo
zastupljeni (manje od 3 %) (slika 2a).

U MS spektru apigenina uocen je pseudomolekulski ion koji odgovara protoniziranoj
molekuli [M+H]* pri m/z 271, dok je MS? spektralna analiza pokazala prisutnost samo triju
fragmentnih iona: m/z 243 ([M+H-CO]"), m/z 225 ([M+H-CO-H>O]" — najzastupljeniji ion) i
m/z 153 ((M+H-CsHsO)-RDA — specifiéni ion). Nasuprot tomu, MS? spektralna analiza
metoksiliranog flavonoida kasticina pokazala je progresivni gubitak metilnih skupina s
fragmentnim ionima pri m/z 360, 345 i 315. Takva karakteristicna fragmentacija izoflavona 1
flavona dokazana je i u radu Madeira i suradnika (Madeira 2009).

Za lignane sekoizolaricirezinol 1 matairezinol uocen je karakteristicni put

fragmentacije koji ukljucuje progresivni gubitak 18 Da, odnosno molekula vode iz pozitivnih
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pseudomolekulskih iona [M+H]" pri m/z 345 za sekoizolaricirezinol i m/z 359 za
matairezinol. Obje molekule su dimeri fenilpropana, povezana 3-8 vezama koje se razlikuju
samo u dodatnom peteroclanom oksolanskom prstenu prisutnom u strukturi matairezinola.
Zato je u MS? spektrima obaju spojeva moguce uoditi karakteristi¢an fragmentni ion pri m/z
137 koji nastane nakon pucanja srediSnje veze.

U pozitivhom nacinu snimanja, prenilirani kalkonoid ksantohumol dao je protonizirani
pseudomolekulski ion [M+H]" pri m/z 355, a u MS? spektru najzastupljeniji je stabilni ion pri
m/z 299 [M+H-C4Hs]". Taj fragmentni ion nastao je nakon gubitka 2-metilpropena iz prenilne
skupine. Nadalje su u MS? spektru ksantohumola uo€ljivi RDA fragment pri m/z 235 te
fragmentni ion pri m/z 179 koji je nastao daljnjim gubitkom jo§ jedne prenilne skupine iz
prstena A. U MS? spektru preniliranog flavonoida, 8-prenilnaringenina, uocena su tri glavna
fragmentna iona pri m/z 285, 221 1 165. Sli¢an fragmentacijski put opisan je u znanstvenim
radovima koje su objavili Yilmazer i suradnici (Yilmazer 2001) te Prokudina i suradnici

(Prokudina 2012).
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Slika 2. MS? spektar formononetina u standardnoj otopini (a) i uzorku DP10 (b)
sapredlozenim putovima fragmentacije

5.2.2. Primjena DI-MS" metode

Nakon proucavanja MS i MS? spektra standardnih otopina fitoestrogena, odabrani su
ioni za MRM nacin snimanja (tablica 1.). Svi odabrani ioni imali su intenzitet signala ve¢i od

6 - 103 iona. Metoda je nakon toga primijenjena za analizu prehrambenih proizvoda, biljnoga
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industrijskog materijala i dodataka prehrani. Sva mjerenja provedena su u triplikatu i1
odstupanja u signala bila su manja od = 5 %. Nadalje, drugi, manje zastupljeni fragmentni
ioni takoder su praceni u svrhu potvrde identiteta odabranih fitoestrogena.

Nakon $to je DI-MS metoda uspjeSno optimirana, primijenjena je za identifikaciju
fitoestrogena u uzorcima. Nijedan od ispitivanih fitoestrogena nije identificiran u ispitanim
prehrambenim proizvodima, dok su dva, od ukupno pet, biljna industrijska materijala
sadrzavala detektabilne razine fitoestrogena. Daidzein i genistein identificirani su u uzorku
BIMI1 (ekstrakt soje) i u uzorku BIM3 (ekstrakt crvene djeteline). Kako se i ocekivalo, u
uzorku BIM3 pronadeni su O-metilirani izoflavoni, formononetin i biokanin A.

Prema podatcima navedenima na deklaraciji proizvoda utvrdeno je da dodatci prehrani
oznaceni oznakama od DP1 do DP15 sadrzavaju jednu biljnu vrstu, a pet proizvoda oznac¢enih
oznakama od DP16 do DP20 sadrzava najmanje dvije biljne vrste. Za Cetiri proizvoda
navedeno je da sadrzavaju soju (DP1-DP4), $to je i potvrdeno DI-MS metodom jer su sojini
izoflavoni, daidzein i genistein, identificirani u tim dodatcima prehrani. Fragmentacijski
putovi obaju izoflavona u uzorcima bili su u skladu s onima dobivenima analizom standardnih
otopina (tablica 1.). Intenzitet signala MRM prijelaza 255—227 bila je od 9,7 - 10 iona
(DP1) do 1,6 - 10* iona (DP4), a kod prijelaza 271—243 bilo je od 2,3 - 10%iona (DP3) do 6,0
- 103 iona (DP4). Potrebno je istaknuti da su najvisi signali za oba izoflavona uoeni u uzorku
DP4 te se moze smatrati najbogatijim izvorom fitoestrogena medu dodatcima prehrani koji
sadrzavaju soju. Nadalje, moglo se ocekivati da ¢e se genistein i daidzein identificirati i u
uzorcima koji uz soju sadrzavaju i konopljiku (DP17), crvenu djetelinu (DP18) te lan (DP19).
No, samo su u uzorku DP17 identificirani daidzein (intenzitet signala MRM prijelaza
255—227 iznosio je 1,1 - 103 iona) i genistein (intenzitet signala MRM prijelaza 271—243
iznosio je 3,2 - 107 iona).

Prema podatcima navedenima na deklaraciji proizvoda utvrdeno je da pet uzoraka
dodataka prehrani oznacenih oznakama od DP5 do DP9 sadrzava konopljiku kao jedinu biljnu
vrstu. Medutim, ni u jednom od proizvoda analiziranih razvijenom DI-MS metodom nisu
identificirani apigenin i kasticin.

Na deklaraciji proizvoda obiljezenog oznakom DP10 navedeno je da sadrzava crvenu
djetelinu kao biljnu vrstu, a proizvod obiljezen oznakom DP20 uz crvenu djetelinu sadrzava i
druge biljne vrste. Izoflavoni formononetin i biokanin A identificirani su u tim proizvodima
(intenziteti signala MRM prijenosa 269—254 bili su ve¢i od 6,0 - 10° iona, a prijenosa
285—270 vedi od 3,7 - 10% iona). I drugi manje zastupljeni fragmentni ioni navedeni u tablici

1. takoder su pradeni u svrhu potvrde identiteta formononetina i biokanina A u tim
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proizvodima. MS? spektar formononetina snimljenog analizom uzorka DP10 prikazan je na
slici 2b.

Prema podatcima navedenima na deklaraciji proizvoda oznacenih oznakama DP12,
DP13, DP14 i DP20 ti proizvodi sadrzavaju hmelj. Medutim, u tim uzorcima razvijenom DI-
MS metodom nije bilo moguce identificirati prenilflavonoide (8-prenilnaringenin i
ksantohumol).

Kao S§to je navedeno, u uzorcima prehrambenih proizvoda te u biljnome
industrijskome materijalu, koji sadrzaju lan, razvijenom DI-MS metodom nisu utvrdene
mjerljive razine lignana (matairesinola i sekoizolaricirezinola). No, u uzorku DP17, koji
sadrzava lan, identificiran je sekoizolaricirezinola (intenzitet signala MRM prijenosa
345—327 od 3,0 - 10? iona), $to upucuje na to da bi mogao biti najzastupljeniji fitoestrogen u
uzorcima koji sadrzavaju lan. NaZalost u MS? spektru sekoizolaricirezinola u navedenom
uzorku nije uocen fragmentni ion (m/z 137). Takvo se odstupanje moglo i ocekivati jer
intenziteti signala fragmentnih iona, ovisno o fizicko-kemijskim karakteristikama analita,
mogu imati varijabilnost pri nizim koncentracijama analita u sloZenim uzorcima.

Provedeno istrazivanje pokazalo je da se brzom, jednostavnom 1 ekoloski
prihvatljivom DI-MS tehnikom mogu identificirati fitoestrogeni prisutni u raznovrsnim
uzorcima. Opisana metoda primjenjiva je u rutinskim probirnim analizama velikog broja
analita u slozenim uzorcima. Medutim, nije pogodna za identifikaciju niskih koncentracija
fitoestrogena (manje od 100 mg/kg). Slozen sastav ispitivanih uzoraka, posebice onih koji
sadrzavaju vise razlicitih biljnih vrsta, uzrok je slabe osjetljivosti metode i1 varijabilnosti u

MS? spektru analita u standardnoj otopini i u uzorku.
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5.3. Odredivanje fitoestrogena primjenom lc/ms/ms tehnike

Pregledom literature utvrdeno je da za odredivanje sadrzaja fitoestrogena u
prehrambenim proizvodima, biljnim vrstama te dodatcima prehrani postoji vise
polukvalitativnih i kvalitativnih metoda (Boniglia 2009, Chen 2005, Clarke 2008, Coldham
2001, Mari 2012). Tim je metodama mogucée odrediti sadrzaj fitoestrogena koji se nalaze u
jednoj do dviju biljnih vrsta. Posebice kada se govori o dodatcima prehrani potrebno je
istaknuti kako se u tim uzorcima nalazi i po nekoliko biljnih vrsta u istom proizvodu, a s
fitoestrogenima iz razli¢itih skupina. S obzirom na navedeni nedostatak analitickih metoda za
analizu fitoestrogena prisutnih u razli¢itim biljnim vrstama, u ovom je radu predlozena nova
LC/MS/MS metoda. Razvijena metoda omoguéuje istovremenu analizu spomenutih pet

razlicitih biljnih vrsta.

5.3.1. Razvoj Ic/ms/ms metode

Na vrijeme zadrzavanja odabranih fitoestrogena utjecu razliciti ¢imbenici, poput
njihova afiniteta za nepokretnu fazu, sastava pokretne faze te nacina eluacije analita.
Odvajanje fitoestrogena na kromatografskoj koloni obrnutih faza temelji se na hidrofobnoj
interakciji analita s nepokretnom fazom. Najkrace su se na koloni zadrzavali daidzein (6,79 +
0,01 min) i genistein (8,61 + 0,01 min), odnosno polarni analiti koji u strukturi sadrzavaju
polarne hidroksilne skupine vezane za dva aromatska prstena medusobno povezana mostom
od triju ugljikovih atoma. Kako se moglo i predvidjeti, vremena zadrzavanja produljivala su
se ako su polarne hidroksilne skupine zamijenjene apolarnim metoksilnim skupinama. Zbog
toga su formononetin (4-metilirani oblik daidzeina) i biokanin A (4-metilirani oblik
genisteina) bili jae vezani na nepokretnoj fazi, u usporedbi s daidzeinom i genisteinom. Na
kromatografskoj koloni najdulje su se zadrzavali 8-prenilnaringenin (26,71 + 0,02 min) te
ksantohumol (30,42 £ 0,29 min), koji sadrzavaju hidrofobni prenilni lanac.

Sastav pokretne faze jedan je od kljucnih ¢imbenika koji utjece na zadrzavanje analita,
odnosno selektivnost metode, ali 1 simetri¢nost samih kromatografskih pikova. Acetonitril je
izabran za sastavnicu pokretne faze jer ima niZzu viskoznost od metanola. U pokretnu fazu
dodana je i mravlja kiselina §to je omoguéilo ucinkovito razdvajanje fitoestrogena uz

zadovoljavajuéu simetriju pikova.
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Kako bi se postiglo u¢inkovito razdvajanje jedanaest strukturno razli¢itih fitoestrogena
te prihvatljivo vrijeme analize, tijekom analize mijenjan je udio acetonitrila i vode u pokretnoj
fazi, to jest primijenjena je gradijentna eluacija analita prikazana u tablici 2.

Pregledom literature uoceno je da se za detekciju fitoestrogena najceSce primjenjuje
DAD detektor (Delmonte 2006, Krenn 2006, Boniglia 2009, Yanaka 2012, Fukahori 2014,
Almeida 2015). Kako je svrha istrazivanja bila razviti analiticku metodu koja bi se mogla
koristiti u rutinskim istrazivanjima, navedeni detektor upotrijebljen je i u ovom istrazivanju.
Optimizirani kromatografski uvjeti omogucili su zadovoljavajuéu simetriju pikova (simetrija
pikova svih fitoestrogena iznosila je oko 1,1). Nadalje, faktor razlucivanja bio je veéi od 2,2,
za sve analite, osim za kriti¢ni par, apigenin i matairesinol (slika 3A). S obzirom na to da nije
postignuto njihovo potpuno razdvajanje, primijenjen je selektivni detektor maseni
spektrometar.

LC/MS/MS analiza fitoestrogena najcesce se provodi primjenom sljedec¢ih ionizatora:
kemijske ionizacije pri atmosferskom tlaku i ionizacije elektroraspr§enjem. Rybak i suradnici
(Rybak 2008) ispitali su prednosti i nedostatke tih dvaju nacina ionizacije te su uocili da je
primjenom ionizacije elektrorasprSenjem postignuta osjetljivija metoda za odredivanje
fitoestrogena. Zato se u ovom istrazivanju kao detektor koristio maseni spektrometar s
ionizacijom elektroraspr$enjem. Buduéi da je protok pokretne faze bio 1,0 mL/min, koristio
se razdjelnik (1 : 2) koji je u maseni spektrometar dovodio jednu tre¢inu pokretne faze.
Tijekom optimizacije metode maseni spektri analita snimani su u pozitivnom i negativnom
nacinu ionizacije. Pozitivnim na¢inom ionizacije postignuta je bolja osjetljivost metode te se
taj je ovaj nacin koriSten u daljnjim analizama. Selektivna detekcija masenim spektrometrom
omogucilo je pouzdanu kvantifikaciju svih analita u samo jednom kromatografskom
snimanju. Slika 3B prikazuje kromatogram ukupnih iona svih 11 ispitivanih fitoestrogena

LC/MS metodom.
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Slika 3. DAD kromatogram (A) i kromatogram ukupnih iona (B) smjese standarda (10
pg/mL)

Legenda: 1 — daidzein, 2 — genistein, 3 — sekoizolaricirezinol, 4 — apigenin, 5 — matairezinol, 6 — formononetin, 7
— izoksantohumol, 8 — kasticin, 9 — biokanin A, 10 — 8 — prenilnaringenin, 11 — ksantohumol

Pseudomolekulski ioni [M+H]" bili su najzastupljeniji u spektrima svih analita, uz
iznimku kod sekoizolaricirezinola, gdje je fragment [M+H-H>O]" nastao gubitkom molekule
vode bio najzastupljeniji ion. Dobiveni osnovni pikovi odabrani su za fragmentaciju.

Izoflavonoidi, daidzein i genistein imaju hidroksilne skupine na A i B prstenima, $to

omogucuje stvaranje karakteristiénih [M+H-H,O]" fragmenata iona na m/z 237 i 253, za
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daidzein, odnosno genistein (slika 4A). Pseudomolekulski ioni obaju izoflavonoida mogu
takoder izgubiti CO grupu s C-prstena Sto rezultira nastajanjem fragmentnih iona m/z 227 za
daidzein te m/z 225 za genistein. Fragmenti na m/z 199 za daidzein i m/z 215 za genistein, koji
odgovaraju gubitku jos§ jedne CO grupe, takoder su uoceni u MS spektrima tih izoflavonoida.
Gubitak jo$ jedne molekule H>O doveo je do nastanka [M+H-2CO-H,O]" fragmenta na m/z
181 za daidzein, odnosno m/z 197 za genistein. Kao §to je navedeno u poglavlju 3.2.1., jedan
od osnovnih putova fragmentacije aglikona flavonoida je retro Diels-Alder reakcijom
(Demarque, 2016.). RDA ioni na m/z 137 za daidzein i m/z 153 za genistein takoder su
prisutni u MS? spektrima tih izoflavonoida (slika 4A).

Analiza MS" spektra O-metiliranih izoflavona, formononetina i biokanina A, pokazala
je da je ion na m/z 254 najzastupljeniji fragmentni ion u MS? spektru formononetina (slika
4B) te m/z 270 u MS? spektru biokanina A. Ti se ioni prepisuju radikal ionu [M+H-CH;3]*".
Uzevsi u obzir i istaknute fragmentne ione na m/z 237 (formonentin) te m/z 253 (biokanin A),
nastale zbog gubitka CH3OH skupine, moguce je pretpostaviti da je gubitak funkcionalnih
skupina s prstena B dominantan nacin fragmentacije O-metiliranih izoflavona. Fragmentni
ioni na m/z 213 za formononetin i m/z 229 za biokanin A nastali su gubitkom dviju CO
skupina. Taj fragmentni put uocen je kod svih izoflavonoida. RDA fragmentacija O-
metiliranih izoflavona takoder je uocena kao i kod izoflavona genisteina i daizdeina, ali je
zastupljenost tih fragmentnih iona na m/z 137 (formononetin) te m/z 153 (biochanin A) bila
manja od 2,9 %.

Usporedujuc¢i fragmentaciju flavona apigenina s odgovaraju¢im izoflavonom
genisteinom, zamijecen je nastanak manjeg broja razli¢itih fragmentnih iona u MS? spektru
(slika 4C). Osnovni pik ¢ini fragmentni ion nastao gubitkom vode i CO skupine. RDA
dijagnostic¢ki ion na m/z 153 takoder je prisutan u MS? spektru apigenina, a fragmentni ion na
m/z 243 (gubitak CO skupine) ima zastupljenost manju od 4 %. Moguce je pretpostaviti da su
strukturne razlike flavona apigenina i izoflavona genisteina (polozaj prstena B) razlog
njihovih razli¢itih putova fragmentacije. Sli¢ni putovi fragmentacije izoflavona i1 flavona
opisani su u istrazivanju Madeire i suradnika (Madeira 2010).

U MS? spektru metiliranog flavonoida kasticina uoceni su fragmentni ioni nastali
gubitkom metilnih skupina (m/z 360, 345, 3151 300).

U MS? spektru lignana, sekoizolariciresinol i matairezinol, uo¢eni su fragmentni ioni
nastali gubitkom molekula vode. Nadalje, fragmentni ion na m/z 163 sekoizolariciresinola,

nastao pucanjem srediSnje veze, identican je fragmentnom ionu matairezinola (slika 4D).
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MS-MS fragmentacija pseudomolekulskih iona svih ispitivanih analita s hidrofobnom
prenilnom skupinom vezanom za osnovnu strukturu, ksantohumol, izoksantohumol i 8-
prenilnaringenin, rezultirala je nastankom triju fragmentnih iona koji se mogu vidjeti u MS?
spektru ksantohumola (Slika 4E). Istaknuti, stabilni ioni na m/z 299 (ksantohumol,
izoksantohumol) i 285 (8-prenilnaringenin) nastali su nakon gubitka prenilne skupine [M+H-
C4Hg]". Moguce je pretpostaviti da fragmentni ioni na m/z 235 i 221 pripadaju prstenu A
nastalom nakon RDA fragmentacije ksantohumola, izoksantohumola i 8-prenilnaringenina.
Tre¢i fragmentni ioni na m/z 179 (ksantohumol, izoksantohumol) i 165 (8-prenilnaringenin)
nastali su nakon dodatnoga gubitka prenil supstituenta s fragmentih iona m/z 235 odnosno 221

(Prokundina 2012, Yilmazer 2001).
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Slika 4. MS? spektar genisteina (A), formononetina (B), apigenina (C), matairezinol (D),
ksantohumol (E)

Dobiveni fragmentni putovi u skladu su s onima dobivenima DI-MS metodom
(poglavlje 4.2.2.). Nakon optimizacije uvjeta na masenom spektrometru uzorci prehrambenih
proizvoda, industrijskih sirovina i dodataka prehrani analizirani su MRM nacinom. U tablici
1. prikazane su odabrane MRM tranzicije. Kako bi se postigla zadovoljavajuca osjetljivost

metode, MRM prijenosi prilagodeni su vremenima zadrzavanja analita.
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5.3.2. Validacija lc/ms/ms metode

Validacija metode provedena je sukladno ICH (engl. The International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use) smjernicama
(ICH Q2 (R1) Validation of analytical procedures: text and methodology). Za validadaciju
metode odabrani su sljede¢i parametri: selektivnost, linearnost, ucinkovitost ekstrakcije,
preciznost i to¢nost. Dodatno, odredivale su se i granice dokazivanja, granice odredivanja,
kao 1 stabilnost analita u uzorcima i stabilnost otopina standarda.

Linearnost, granica dokazivanja i granica odredivanja

Linearnost je svojstvo analitickog postupka kojim se dobivaju rezultati izravno
proporcionalni koncentraciji analita unutar radnog podru¢ja. Linearnost se ispitivala u
koncentraciji od 1,5 do 250 pug/mL za daidzein i genistein, od 5,0 do 250 pg/mL za apigenin,
kasticin, matairezinol i sekoizolaricirezinol, od 0,5 do 250 pg/mL za izoksantohumol i 8-
prenilnaringenin te od 0,5 do 500 pg/mL za biokanin A, formononetin i ksantohumol.
Kalibracijske krivulje dobivene su kao ovisnost omjera povrSine analita o njegovoj
koncentraciji. Jednadzbe pravca dobivene su linearnom regresijom te su prikazane u tablici 4.
Metoda je linearna za sve analite u Sirokome koncentracijskom rasponu uz visoke koeficijente
odredivanja (R*> > 0,97).

Granica dokazivanja (engl. Limit of Detection, LOD) analitickog postupka je najniza
koncentracija analita u uzorku koju je moguc¢e dokazati, ali ne mora se nuzno mo¢i i odrediti.
Granica odredivanja (engl. Limit of Quantification, LOQ) najmanja je koli¢ina analita u
uzorku koja se moze odrediti s prihvatljivom tocnos¢u i pouzdanoséu. LOD i LOQ vrijednosti
odredene su iz omjera signala i Suma. Odredivanje omjera signala i Suma provelo se
usporedbom izmjerenih signala iz uzoraka s poznatim niskim koncentracijama analita s onima
slijepe probe te odredivanjem najmanje koncentracije pri kojoj se analit moze pouzdano
dokazati. Signal prema Sumu u omjeru 3 : 1 uzet je prihvatljivim za procjenu granice
dokazivanja, a 10 : 1 za procjenu granice odredivanja. Dobivene vrijednosti takoder su
prikazane u tablici 3. Dobivene granice u skladu su s prethodno dobivenim vrijednostima za

fitoestrogene (Almeida 2015, Magiera 2015).
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Tablica 3. Linearnost i osjetljivost LC/MS/MS metode

VRIJEME RASPON
) 5 LOD** LOQ***
ANALIT ZADRZAVANIJA TRANZICIJA LINEARNOSTI JEDNADZBA R?
. (ng/mL) (ug/mL)
(min + SD¥*) (ng/mL)

daidzein 6,79+ 0,01 255227 1,5-250 y =3068x + 41588 0,98 0,5 1,5
genistein 8,61 £0,01 271—-243 1,5-250 y=2545x + 41614 0,97 0,5 1,5
sekoizolaricirezinol 10,23 £ 0,01 345—327 5,0 -250 y =4285x + 5496 0,99 1,5 5,0
apigenin 14,85 £ 0,02 2715225 5,0-250 y=806x + 1015 0,99 1,5 5,0
matairezinol 15,00 £ 0,03 359—-341 5,0-250 y =4355x + 4606 0,98 1,5 5,0
formononetin 19,61 £ 0,02 269—254 0,5-500 y = 18031x + 190805 0,99 0,2 0,5
izoksantohumol 20,55+ 0,02 355—-299 0,5-250 y =100849x + 1590185 0,98 0,2 0,5
kasticin 23,38 £0,02 375—359 5,0-250 y =321324x + 2598721 0,99 1,5 5,0
biokanin A 26,20 = 0,02 285—270 0,5-500 y =15410x + 58185 0,99 0,2 0,5
8-prenilnaringenin 26,71 £ 0,02 341—285 0,5 -250 y =51431x + 885530 0,97 0,2 0,5
ksantohumol 30,42 £ 0,29 355—-299 0,5-500 y = 14661x + 369624 0,99 0,2 0,5

* SD — standardna devijacija (engl. Standard Deviation)

** LOD - granica dokazivanja (engl. Limit of Detection)

*** LOQ - granica odredivanja (engl. Limit of Quantification)
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Preciznost i to¢nost

Preciznost je validacijski parametar koji pokazuje podudarnost rezultata niza
ponovljenih mjerenja istog homogenog uzorka pri propisanim uvjetima. Moze biti iskazana
kao ponovljivost (engl. repeatability), srednja preciznost (engl. intermediate precision) te
obnovljivost (engl. reproducibility). Preciznost iskazana kao ponovljivost zna¢i podudarnost
rezultata analize provedenih pri istim uvjetima u kratkom vremenu i dobivenih istom
metodom. Ponovljivost metode ispitana je primjenom smjese standardnih otopina svih analita,
u koncentraciji od 100 pg/mL.

Ponovljivost metode ispitana je uz Sest uzastopnih mjerenja unutar istog dana
(preciznost) te tri uzastopna mjerenja unutar tri dana (srednja preciznost). Rezultati mjerenja
iskazani su kao relativne standardne devijacije (engl. Relative Standard Deviations, RSD).
Vrijednosti RSD bile su manje od 4,71 %, odnosno 4,98 %, §to pokazuje da je metoda

precizna. Dobivene vrijednosti za ponovljivost i srednju preciznost prikazane su u tablici 4.
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Tablica 4. Preciznost i to¢nost LC/MS/MS metode

TOCNOST (%, n=3)

ANALIT PONOVLIIVOST (RSD*, %, n = 6) SREDNJA PRECIZNOST (RSD, %, n=9)
NISKA SREDNJA VISOKA

daidzein 4,70 4,97 104,38 104,87 103,82
genistein 4,30 4,88 105,00 104,97 104,33
sekoizolaricirezinol 448 4,76 97,07 104,19 102,59
apigenin 2,70 3,70 104,93 95,01 103,08
matairezinol 4,12 4,48 96,01 103,59 102,70
formononetin 3,75 4,55 104,95 104,91 104,03
izoksantohumol 3,13 4,45 101,15 104,97 101,24
kasticin 1,26 4,78 99,69 104,81 96,10
biokanin A 4,39 4,82 104,80 102,80 101,75
8-prenilnaringenin 4,71 4,98 98,37 104,15 102,62
ksantohumol 3,93 4,54 101,96 103,24 101,66

* RSD - relativna standardna devijacija (engl. Relative Standard Deviations)
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Tocnost metode predstavlja stupanj podudarnosti izmedu rezultata ispitivanja i
stvarnih ili prihvacenih referentnih vrijednosti. Odredena je analizom uzoraka poznate
koncentracije. Mjerene su tri otopine djelatnih tvari, na trima koncentracijskim razinama:
niska (5 pg/mL), srednja (100 pg/mL) i visoka (250 pg/mL). Rezultati su pikazani kao prinos,
kao razlika izmedu srednje izmjerene vrijednosti i prihvacene stvarne vrijednosti, izraZzeno u
postotku. Na osnovi dobivenih vrijednosti (98,37 - 105,00 %) moguce je zakljuliti da je

to¢nost predlozene metode zadovoljavajuéa. Rezultati su prikazani u tablici 4.

Stabilnost

Stabilnost analita ispitana je upotrebom standardne otopine genisteina (0,1 pg/mL) te
ekstrahiranih uzoraka dodataka prehrani. Ispitivala se stabilnost unutar radnog tjedna (ukupno
pet dana) za standardnu otopinu genisteina, uvanu u hladnjaku pri 4 °C. Takoder se ispitivala
dugoroc¢na stabilnost ekstrahiranih uzoraka nakon dva tjedna ¢uvanja u hladnjaku pri 4 °C.
Stabilnost je izrazena analitickim prinosom, a izraCunata kao omjer koncentracije analita
odredene analizom uzorka neposredno poslije pripreme i koncentracije analita odredene
nakon zadanog razdoblja skladiStenja. Oba su se analita pokazala stabilna u ispitivanim

vremenima, odnosno njihove koncentracije razlikovale su se manje od 1,5 %.

5.3.3. Primjena novorazvijene metode za analizu hrane, biljnih industrijskih materijala i
dodataka prehrani

Razvijena i validirana LC/MS/MS metoda primijenjena je za analizu raznovrsnih
uzoraka koji sadrzavaju fitoestrogene: hrana (oznake H1 - H4), biljni industrijski materijal
(oznake BIM1 - BIMY) i dodatci prehrani (oznake DP1 - DP20). Koli¢ine analita prikazane su

u tablici 5. 1 tablici 6.
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Tablica 5. Sadrzaj fitoestrogena u ispitivanim uzorcima hrane i biljnoga industrijskog materijala dobiven LC/MS/MS metodom

8%21}:& BOI];;%I}?KI KONCENTRACIJA ANALITA (mg/g + RSD* (%), n =3)
daidzein genistein formononetin | biokanin A apigenin kasticin preniln:r-ingenin izoksantohumol | ksantohumol matairezinol sekoizolaricirezinol
HRANA

H1 soja 0,002+5,0 | 0,036+7,7 NO** NO NO NO NO NO NO NO NO

H2 soja NPp##** <LOQ#*** NO NO NO NO NO NO NO NO NO

H3 lan NO NO NO NO NO NO NO NO NO NP NP

H4 lan NO NO NO NO NO NO NO NO NO NP NP

BILJNI INDUSTRIJSKI MATERIJAL

BIM1 soja 38,26 £0,8 2,44 +£4,7 NO NO NO NO NO NO NO NO NO
BIM2 konopljika NO* NO* NO* NO* 37,9939 | 0,078+4,4 NO NO NO NO NO
BIM3 djc.g:l?sa 290+6,6 | 2,12+55 | 1234+35 | 30,63+0,8 NO NO NO NO NO NO NO
BIM4 hmelj NO NO NO NO NO NO NP <LOQ <LOQ NO NO
BIMS lan NO NO NO NO NO NO NO NO NO 0,013+1,2 0,539 +2,1

*RSD - relativna standardna devijacija (engl. Relative Standard Deviations)
**NO — nije ocekivan
***NP — nije pronaden

****L0Q - granica odredivanja (engl. Limit of Quantification)
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Kako se i ocekivalo, u uzorcima hrane soje utvrdene su znatno niZze koncentracije
fitoestrogena u odnosu na prisutnost u dodatcima prehrani. Nadalje, samo je u jednom uzorku
(H2) odredena koncentracija genisteina. U pojedinim azijskim drzavama, gdje je soja u
svakida$njoj prehrani zastupljena vise od 3000 godina, normalni unos moze iznositi i do 100
g/dan. U zapadnim je drzavama uporaba soje porasla tek posljednjih desetljeca, zajedno s
popularizacijom vegetarijanstva i osvjeSéivanjem stanovniStva. Prethodna istrazivanja na
biljnom materijalu koji sadrzi daidzein i genistein upucuju na varijabilnost u njihovom
sadrzaju izmedu pojedinih vrsta te pod razli¢itim uvjetima uzgoja (Nakamura 2000, He 2013).
Tako su Neascu i suradnici (Neascu 2008) pronasli vise koncentracije izoflavona u
modificiranoj soji. Takoder, veliki utjecaj na udio izoflavona moZze imati obradenost soje (He
2013, Rizzo 2018).

Rezultati provedenog istrazivanja upucuju na niske koli¢ine daidzeina 1 genisteina
(nize od 3,77 mg/dan) u prehrambenim proizvodima.

Lan je najbogatiji prehrambeni izvor lignana (Popova 2009). No, oba ispitivana uzorka
(H3 i H4) nisu sadrzavala mjerljive koncentracije lignana. Moguce je pretpostaviti da je
razlog tomu prisutnost lignana u glikozidnom obliku (tablica 5.).

Kvaliteta dodatka prehrani ponajprije ovisi o kvaliteti biljnih industrijskih materijala
koji se primjenjuju u njihovoj proizvodnji. Osiguranje kvalitete biljnih industrijskih materijala
nije jednostavno s obzirom da na njihovu kvalitetu utjecu brojni ¢imbenici poput fizioloskih,
genetskih i okoliSnih ¢imbenika te uvjeta branja te skladistenja. Upravo zbog navedenog od
izuzetno je velike vaznosti redovita provjera prisustva aktivnih i toksi¢nih tvari. HPLC/MS"
metoda opisana u ovom radu primijenjena je za analizu pet biljnih industrijskih materijala koji
se primjenjuju u proizvodnji dodataka prehrani. Djelatne tvari navedene na deklaracijama
proizvoda potvrdene su primijenjenom HPLC/MS" metodom. Biljni industrijski materijal,
dekariran kao soja ekstrakt (BIM1) sadrzavao je daidzein i genistein. Za razliku od uzoraka
hrane, omjer koncentracija daidzeina i genisteina bio je 16 : 1. Osim daidzeina i genisteina u
biljnom industrijskom materijalu, deklariranom kao ekstrakt crvene djeteline (BIM3) odredeni
su i izoflavoni formononetina i biokanina A. Biljni industrijski materijal deklariran kao
konopljika (BIM2), sadrzavao je flavonoide apigenin 1 Kkasticin, dok su lignani,
sekoizolaricirezinol i matairezinol, odredeni u biljnom industrijskom materijalu deklariranom
kao ekstrakt lana (BIMS). U biljnom industrijskom materijalu deklariranom kao ekstrakt
hmelja (BIM4) indentificirani su izoksantohumola i ksantohumola, dok jedan od

najdjelotvornijih fitoestrogena, 8-prenilnaringenin, nije pronaden u navedenom uzorku.
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Ukupni sadrzaj fitoestrogena u uzorcima iznosio je od 0,01 (BIM4) do 48 (BIM3) mg/g.
Pokazalo se da su crvena djetelina, soja i konopljika najbolji izvori fitoestrogena (tablica 5.)

Naposljetku, metoda je primijenjena za odredivanje 11 fitoestrogena u 20 razlicitih
dodataka prehrani namijenjenih za uklanjanje simptoma menopauze (tablica 6.). Vecina
uzoraka sadrzavala je samo jedan ispitivani biljni ekstrakt: soja (oznake od DP1 do DP4),
konopljika (oznake od DP5 do DP9), crvena djetelina (oznake od DP10 do DP11), hmelj
(oznake od DP12 do DP14) i lan (oznaka DP15). Dio uzoraka sadrzavao je dva ekstrakta: soja
i konopljika (oznake DP16 i DP17), soja i crvena djetelina (oznaka DP18), soja i lan (oznaka
DP19) te crvena djetelina i hmelj (oznaka DP20). Dostupne informacije na deklaracijama
proizvoda nisu bile ujednacene, odnosno nisu pruzale jednake informacije. Detaljni opisi
nalaze se u prilogu 7.3. Kod gotovo polovice proizvoda oznacene specifikacije naznacile su
samo koli¢inu biljnih ekstrakata upotrijebljenih u proizvodnji gotovih proizvoda dok uopce
nisu sadrzavale koli¢ine fitoestrogena. Deklaracije devet proizvoda sadrzavale su ukupne
koli¢ine fitoestrogena, dok su na deklaracijama svega dva proizvoda bile navedene koli¢ine
pojedinacnih fitoestrogena.

U svrhu odredivanja prosjecne mase dozirnog oblika odvagano je deset tableta ili
kapsule Za sve uzorke utvrdena je ujednacena tezina dozirnih obila osim za jedan uzorak
(DP5) koji je znacajno varirao u tezini (razlika manja od 5 % je oznaena kao prihvatljiva).
Osam uzoraka sadrzavalo je soju, §to je potvrdeno njihovom analizom buduéi da su u ovim
uzorcima identificirani sojini izoflavoni, daidzein i genistein, a iznimka je uzorak DP19.
Ukupni sadrzaj sojinih izoflavona iznosio je izmedu 0,4 i 3,9 mg/g. Slicno analiziranom
biljnome industrijskome materijalu soje, najzastupljeniji izoflavon bio je daidzein, no znatno
manje koli¢ine nadene su u dodacima prehrani. Sli¢ne vrijednosti nadene su i u prijaSnjim

ispitivanjima (Delmonte 2006, Boniglia 2009, Uifalean 2015).
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Tablica 6. Sadrzaj fitoestrogena u ispitivanim uzorcima dodataka prehrani dobiven LC/MS/MS metodom

UKUPNA
KOLICINA
. PRONADEN/
OZNAKA | BOTANICKI .o FITOESTROG
UZORKA ZVOR KONCENTRACIJA ANALITA (mg/g + RSD* (%), n = 3) ENA U DEKL/ERIRAN
DNEVNOJ (%)
DOZI (mg)
- 9 < £ = g £ =
g E 2 g £ 5 iz | £s | 2 > 2z
= Z g £ g % 2 o= § g g S5 £3 SIS
‘= 5] s R = 2 g & o~ 3 = S S
3 3) g =} & g S o 1) s < .=
oh & ) a, N 1] g g °
DP1 soja 1,26 £6,5 0,668 + 6,1 NO** NO NO NO NO NO NO NO NO 1,64 5,1
DP2 soja 2,04 +3,6 1,02+38 NO NO NO NO NO NO NO NO NO 14 2,0
DP3 soja 0,643 £2,9 0,093 5,3 NO NO NO NO NO NO NO NO NO 0,57 2,6
DP4 soja 231+1,8 1,54 £2,4 NO NO NO NO NO NO NO NO NO 2,77 11,6
DP5 konopljika NO NO NO NO NP#*#% NP NO NO NO NO NO
. <LOQ***
DP6 konoplijka NO NO NO NO 0,150 +=4.,6 h NO NO NO NO NO
DP7 konopljika NO NO NO NO NP 0,168 +2,1 NO NO NO NO NO
DP8 konopljika NO NO NO NO NP 0,003 + 3,4 NO NO NO NO NO 0,01 ND
DP9 konopljika NO NO NO NO NP <LOQ NO NO NO NO NO
DP10 crvena djetelina NP <LOQ 6,79 32 5,57+58 NO NO NO NO NO NO NO 1,76 4.4
DP11 crvena djetelina <LOQ <LOQ 0,299+1,9 | 0,390+0,5 NO NO NO NO NO NO NO 0,28 ND
DPI12 hmelj NO NO NO NO NO NO NP NP NP NO NO
DP13 hmelj NO NO NO NO NO NO NP <LOQ <LOQ NO NO
DP14 hmelj NO NO NO NO NO NO NP <LOQ <LOQ NO NO
DP15 lan NO NO NO NO NO NO NO NO NO NP 2,10£0,1 0,01 ND####*
DP16 soja, konopljika <LOQ <LOQ NO NO 0,222 +2,7 <LOQ NO NO NO NO NO 0,14 ND
DP17 soja, konopljika | 0,815+0,3 0,559 +0,5 NO NO NP <LOQ NO NO NO NO NO 0,84 4,0
DPI8 5"({;‘6’;3::3 0,345+ 46 0,118+7,5 1,26+2,0 0,134+22 NO NO NO NO NO NO NO 1,60 46
DP19 soja, lan NP NP NO NO NO NO NO NO NO NP 0,037+ 0.8 0,02 0,2
DP20 | orvena NP NP 482405 122406 NO NO 0032437 | 004450 | 0030% NO NO 6,61 634
djetelina, hmelj 8,0

"RSD - relativna standardna devijacija (engl. Relative Standard Deviations)

“NO—

ocekivan
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Svi proizvodi sa konopljikom sadrzavali su barem jednu od ispitivanih djelatnih tvari,
apigenin i kasticin (osim DPS5). Medutim, njihove koncentracije su znatno varirale izmedu
ispitivanih uzoraka, vjerojatno zbog razlicitih izvora biljnih industrijskih materijala te
proizvodnih postupaka. Pregledom literature pronaden je mali broj ispitivanja koja su
obuhvacala odredivanje djelatnih tvari u dodatcima prehrani koji su sadrzavali konopljiku.
No, sli¢ne koncentracije kasticina (DP7 i DP8) pronadene su u ispitivanju Mari i suradnika
(Mari 2012), nakon analize pet proizvoda s konopljikom.

U proizvodima koji su sadrzavali crvenu djetelinu (DP10, DP11 i DP20), najvece
koncentracije nadene su za izoflavone biokanin A i formononetin, dok su nadene nize
koncentracije daidzeina i genisteina. U skladu s ocekivanim, dodatak prehrani sa sojom i
crvenom djetelinom (DP18), sadrzavao je i znatne koncentracije daidzeina i genisteina. Vazno
je istaknuti da je ukupna koncentracija izoflavona u navedenim uzorcima bila izmedu 0,6 1
12,4 mg/g. Medutim, i prethodna ispitivanja sadrzaja proizvoda s crvenom djetelinom
pokazala su znatna odstupanja u sadrzaju djelatnih tvari (Almeida 2015, Andres 2015,
Delmonte 2006).

8-prenilnaringenin jedan od najdjelotvornijih fitoestrogena pronaden je samo u uzorku
DP20. Uz to, u istom su uzorku odreden je i sadrzaj drugih fitoestrogena hmelja,
ksantohumola te izoksantohumola. Koncentracija ksantohumola bila je znatno veca (vise od
dvadeset puta) u odnosu na 8-prenilnaringenin i izoksantohumol, $to upucuje da je
ksantohumol najzastupljeniji fitoestrogen hmelja u ovom uzorku. Nize koncentracije u
ostalim proizvodima koji sadrze hmelj (DP13, DP14), a nijedan od triju navedenih
prenilflavonoida nije pronaden u uzorku DP12. Dobiveni rezultati sukladni su onima
dobivenim u prethodnim ispitivanjima (Clarke 2008). Prema naSim saznanjima, to je prvi put
da je dokazano postojanje  8-prenilnaringenina u dodatku prehrani namijenjenom za
otklanjanje simptoma menopauze.

Mnoga su ispitivanja pokazala da je lan vazan izvor lignana, difenolnih tvari koje
imaju slabo estrogensko djelovanje u Zena u postmenopauzi (Thompson 2007). Za razliku od
rezultata dobivenih analizom biljnoga industrijskog materijala lana (ukupna koli¢ina lignana
bila je 0,55 mg/g), niske koncentracije sekoizolaricirezinola pronadene su u dodatcima
prehrani (DP15 1 DP19). Uz to, matairezinol nije naden ni u jednom od uzoraka.

S obzirom na navedene rezultate, najbolji izvor fitoestrogena, odnosno u kojem je
njihova koncentracija najveca, jest uzorak DP10 koji sadrzi 12,3 mg izoflavona crvene
djeteline po gramu proizvoda. Najvisa koncentracija fitoestrogena, po pojedinacnoj dozi,

odredena je u dodatku prehrani koji sadrzi crvenu djetelinu i hmelj, DP20 (6,61 mg/tableti), te
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u dodatku prehrani koji sadrzi soju, DP4 (2,77 mg/kapsuli). Prema uputama proizvodaca,
preporuceni unos bio je od jedne do Sest tableta/kapsula na dan. Prema dobivenim rezultatima
mogucée je uocCiti kako pacijent ukoliko slijedi upute proizvodaca najveéu koli¢inu
fitoestrogena unese uzorkom DP20. Usporedbom dobivenih vrijednosti i onih navedenih na
deklaracijama proizvoda uoceno je da su izmjerene vrijednosti nize od onih navedenih na
deklaracijama (manje od 63 % u odnosu prema navedenim vrijednostima). Medutim, uocljive
razlike izmedu dobivenih i navedenih vrijednosti zamijeéene su i u prethodnim ispitivanjima
(Boniglia 2009, Almeida 2015, Uifalean 2015). Te bi se razlike donekle mogle objasniti
nejasnim oznacavanjem sadrzaja na deklaracijama. Vecina proizvoda nije imala navedene
omjere aglikonskih i glikozidnih oblika fitoestrogena.

Odstupanja u sadrzaju aktivnih tvari medu razli¢itim proizvodnim serijama pruza
informaciju o ujednacenosti proizvodnje pojedinog proizvoda. Prirodne razlike u biljnim
industrijskim materijalima, visSestruki procesi proizvodnje koji utjeCu na njihov sastav te
interakcije izmedu viSe sastavnica mogu prouzrociti velike razlike izmedu pojedinih serija
proizvoda (Mornar 2013, Mornar 2016). Zbog toga su svi ispitivani uzorci analizirani u
dvjema serijama. Relativne standardne devijacije izmedu ispitivanih serija su bile izmedu 1,4
1 24,3 %. Najveca razlika izmedu ispitivanih serija zabiljezena je u proizvodima koji su

sadrzavali konopljiku (RSD od 9,8 do 24,3 %).

Konacno, usporedeni su rezultati istrazivanja dobivenim DI-MS i LC/MS/MS
tehnikama. Zasigurno naprednom LC/MS/MS tehnikom postignuta je bolja selektivnost i
osjetljivost anliticCkog postupka. Premda je istrazivatka grupa tijekom preliminarih
istrazivanja pokuSavala razviti kvantitativhu metodu za analizu fitoestrogena primjenom DI-
MS tehnike od navedenog se odustalo zbog slabe ponovljivosti inteziteta signala ,,qualifier*
iona. Kona¢no usporedbom dobivenih podataka moguce je zakljuciti da DI-MS metoda u
odnosu na LC/MS/MS metodu ima ograni¢enja poput slabije selektivnosti (primjer
ksantohumol i izoksantohumol), osjetljivosti (nije prikladna za analite prisutne u
koncentracijama manjim od 100 mg/kg) te ponovljivosti (usporedbom inteziteta signala za
pojedine analite dobivene ponovljenim mjerenjem kroz tri dana pokazala je RSD vrijednosti
veée od 5 %). S druge strane, metoda je iznimno brza, ekoloski i ekonomski prihvatljiva te
prikladna za brzu identifikaciju fitoestrogena koncentracija preko 100 mg/kg u raznovrsnim
uzorcima. LC/MS/MS metoda primjenjiva je za potrebe pouzdanog odredivanja niskih

koncentracija fitoestrogena u raznovrsnim uzorcima.
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5.4. Sadrzaj ukupnih polifenola odreden folin ciocalteu metodom

Biljni polifenoli su aromatske hidroksilirane djelatne tvari koje cesto nalazimo u
svakida$njoj prehrani (voce, povrée), a spadaju i medu terapeutski najcesée upotrebljavane
bioaktivne tvari. Stvaraju ih biljne vrste, kao posljedicu prilagodbe na oksidacijske procese.

Do danas su provedena mnoga istrazivanja u kojima je ispitan njihov antioksidacijski,
antitumorski, antivirusni i antibiotski ucinak. Posljednjih se desetlje¢a istiCe potreba za
prehranom bogatom biljnim polifenolima u svrhu dugotrajnijeg odrzavanja zdravlja te
smanjenja nastanka kroni¢nih i degenerativnih bolesti (Apak 2007).

Sadrzaj ukupnih polifenola u uzorcima odreduje se analitickom metodom koja se
zasniva na reakciji fenolnih spojeva s kolorimetrijskim reagensom (Folin-Ciocalteu reagens)
koji omogucuje mjerenja u vidljivom podrucju spektra.

U ovom je doktorskom radu primijenjena Folin-Ciocalteu metoda za odredivanje
ukupnih polifenola u prehrambenim proizvodima, biljnim industrijskim materijalima te
dodatcima prehrani koji sadrzavaju soju, crvenu djetelinu, hmelj, lan i konopljiku. Primjenjem
je isti postupak ekstrakcije uzoraka kako je opisano u poglavlju 4.1. koji se pokazao
prikladnim i za ova istrazivanja.

Zato je u ovome radu modificirana, validirana i primjenjena Folin-Ciocalteu metoda

kojom se odredila koli¢ina ukupnih polifenola u navedenim uzorcima.

5.4.1. Modifikacija folin ciocalteu metode

Tijekom modifikacije literaturno dos