UDC: 633.32
FARMACIJA

Medicina danas 2011;10(7-9):259-265
BIBLID 1451-124X:(2011);10(7-9):25v9-265
ORIGINALNI NAUCNI RAD
ANALIZA FITOESTROGENA CRVENE DETELINE

ANALYSIS OF PHYTOESTROGENS IN RED CLOVER

Bursa¢ M?, Atanackovi¢ M, Cvejic¢ J1, Vasiljevi¢ S2
1Zavod za farmaciju, Medicinski fakultet, Hajduk Veljkova 3, Novi Sad
2Qdeljenje za krmno bilje, Institut za ratarstvo i povrtarstvo, Maksima Gorkog 30, Novi Sad

SAZETAK

Uvod: Crvena detelina (Trifolium pratense L., Fabaceae) je jedan od znacajnijih izvora fitoestrogena, od kojih su
najzastupljeniji izoflavoni: daidzein, genistein, formononetin i biohanin A. Ove supstance se koriste za
ublazavanje tegoba u menopauzi, a smatra se da mogu da imaju ulogu u prevenciji osteoporoze, kancera i
kardioloskih poremecaja.

Cilj: Cilj rad je utvrdivanje sadrZaja pojedinacnih izoflavona razli¢itih sorti crvene deteline gajenih na podrudju
Vojvodine, kao i u pojedinim delovima biljke.

Materijal i metode: Analizirano je pet sorti crvene deteline (stabljika, list i cvet). Nakon ekstrakcije, u uzorcima su
identifikovani i kvantifikovani izoflavoni visoko-efikasnom te¢nom hromatogafijom (HPLC).

Rezultati: Sadrzaj ukupnih izoflavona varira od 0,41 do 3,81 mg/g, a u proseku najzastupljeniji su u listovima
(2,73%£0,97 mg/g), dok stabljike crvene deteline sadrze najmanju koncentraciju tih jedinjenja (0,47+0,06 mg/g).
U listovima je dominantan formononetin (prosecno 1,62+0,97 mg/g), dok je najmanji prose¢ni sadrzaj biohanina
A u stabljikama ispitivanih uzoraka (0,04+0,06 mg/g). U sorti m21 prosecna vrednost ukupnih izoflavona u
stablu, listu i cvetu je najvecaiiznosi 1,78+1,77 mg/g.

Zakljucak: Najveca koncentracija izoflavona utvrdena je u listovima. Sorta m21 je najbogatija izoflavonima, a u
svim analiziranim uzorcima, u proseku je najvise zastupljen formononetin.

Kljucne reci: crvena detelina, izoflavoni, HPLC

SUMMARY

Introduction: Red clover (Trifolium pratense L., Fabaceae) is one of the main sources of phytoestrogens, among
which are the most present isoflavones: daidzein, genistein, formononetin and biochanin A. These substances are
used for reduction of menopausal symptoms, and they are considered to have certain role in prevention of
osteoporosis, cancer and cardiovascular diseases.

Aim: The aim of this study was to determine content of isoflavones in different red clover cultivars, cultivated in
Vojvodina, and also in their plant parts.

Material and methods: Five cultivars were analyzed (stem, leaf and flower). After extraction, isoflavones were
identified and quantified in samples by high-performance liquid chromatography (HPLC).

Results: Total isoflavone content varied between 0,41 do 3,81 mg/g, and it was on average the highest in leaves
(2,73%£0,97 mg/g), and the lowest in stems of red clover cultivars (0,47+0,06 mg/g). In leaves formononetin was
dominant (on average 1,62+0,97 mg/g), while the lowest average content had biochanin A in stems (0,04+0,06
mg/g). Cultivar m21 had the highest average total isoflavone content in stem, leaf and flower - 1,78+1,77 mg/g.
Conclusion: The highest concentration of isoflavones was determined in leaves. Cultivar m21 was the richest in
isoflavones, and on average in all analyzed samples formononetin was the most present isoflavone.

Key words: red clover, isoflavones, HPLC

Uvod estrogenima, ¢ime se i objasnjava njihov afinitet

vezivanja za humane estrogene receptore [2].

Izoflavoni su biljni proizvodi koji
spadaju u Kklasu jedinjenja poznatoj pod
nazivom fitoestrogeni ili biljni estrogeni.
Fitoestrogeni  takode  ukljucuju lignane,

Utvrden je vedi afinitet vezivanja fitoestrogena
za estrogene receptore 3, u odnosu na a, a
pored agonistickog dejstva, u zavisnosti od
ciljnog tkiva i koncentracije izoflavona, mogu

kumestane i gljivicne estrogene [1]. 1zoflavoni
su polifenolne supstance strukturno bliske

ispoljiti i antagonisticko dejstvo [3-6].Crvena
detelina (Trifolium pratense L., Fabaceae) je
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biljka koja predstavlja bogat izvor fitoestrogena.
Zbog toga se danas sve ceSce koristi kao
sirovina za izradu dijeteskih suplemenata koji
se primenjuju u menopauzi. Soja, koja je
najpoznatiji izvor fitoestrogena u ljudskoj
ishrani, ima drugaciji profil izoflavona od
crvene deteline. U semenu soje najvisSe su
prisutni genistein, daidzein i glicitein, odnosno
njihove glikozidne forme [7,8]. Ekstrakti crvene
deteline takode sadrZe visoku koncentraciju
izoflavona - ali preteZno genisteina, daidzeina i
njihovih metilovanih derivata biohanina A i
formononetina, kao i odgovaraju¢ih glikozida.
Ukazano je na  moguénost upotrebe
suplemenata na bazi crvene deteline Kkao
alternative hormonskoj terapiji [9,10]. [ako su
dosadasnji  rezultati klinickih studija o
efikasnosti preparata sa ekstraktom crvene
deteline na ublaZavanje tegoba u menopauzi
Cesto oprecni [11-14], uoceno je da, izmedu
ostalog, postoji potencijal ove biljke za
smanjenje teZih oblika napada vrudine [15].
Klasi¢na terapija simptoma u menopauzi
podrazumeva supstitucionu
terapiju. Glavni razlog primene hormona je

hormonsku

olakSanje vazomotornih tegoba, ali i prevencija
gubitka koStane mase kao i ishemijske bolesti
srca [16]. Postoje, medutim, i dokazi koji
ukazuju da hormonska terapija povecava rizik
od raka dojke, Sloga i infarka miokarda [17].
Zbog rizika dugorotnom
primenom ovakve terapije, ali i ¢injenice da je
kontraindikovana kod nekih pacijentkinja [18],
uocava se trend prelaska na alternativne biljne
lekove [19,20].

Na trziStu Srbije postoji veci broj
preparata sa fitoestrogenima koji kao sirovinu
koriste crvenu detelinu, tako da je od velike
vaznosti utvrditi kvalitativno i kvantitativno
variranje fitoestrogena u zavisnosti od sorte kao
i dela biljke. Takode, takve analize su pored

povezanih  sa

farmaceutske industrije, vazne i sa aspekta
poljoprivrede, jer se ova biljka koristi i u sto¢noj
ishrani.

Cilj ovog rada je prvo preliminarno

utvrdivanje sastava i koncentracije izoflavona u
sortama crvene deteline uzgajanim na teritoriji
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Vojvodine, kao i u razli¢itim delovima biljke
(list, cvet, stabljika).

Materijal i metode

Biljni materijal

Sorte crvene deteline dobijene su od
donatora (genetske banke: Nordic Gene Bank,
Sweden). Mati¢njak crvene deteline je zasnovan
na polju na Rimskim San¢evima pocetkom
aprila 2009 godine, a 2010. iz drugog otkosa
(prva polovina jula meseca) u fazi punog
cvetanja uzeti su uzorci Svedskih sorti crvene
deteline. Zatim je
odvajanje zelenog uzorka na tri dela:list,
stabljika i cvast, nakon ¢ega su tako odvojeni
delovi suSeni na tavanu do vazduSno suvog
stanja, a zatim spakovani u papirnu ambalazu, i
cuvani na suvom i tamnom mestu do analize.

Analizirano je 5 sorti crvene deteline
(Trifolium pratense L.) poreklom iz Svedske, i to
hibridne tertraploidne (4n) sorte, sa oznakama:
m21, m24, m26, m28, m29, a od svake posebno
list, cvet i stabljika.

uradeno fizicko

Supstance i rastvaraci

Kori$¢eni su: etanol 96% (Zorka Pharm,
Sabac), metanol p.a. (POCH, Poland), sumporna
kiselina p.a. (RTB Bor), hlorovodonicna kiselna
(POCH, Poland), acetonitrii HPLC C(istoce
(Sigma-Aldrich) i standardne supstance -
formononetin, biochanin A (Sigma-Aldrich),
daidzein, genistein (ChromaDex).

Ekstrakcija izoflavona

Prethodno samleveni biljni materijal, 1 g
(list, cvet ili stablo) pomesSan je sa 2 ml vode i
inkubiran u vodenom kupatilu 30 minuta na
37°C. Zatim je dodato 16 ml etanola i 2 ml 3M
hlorovodonicne kiseline, i uzorci su uz mesanje
Nakon
ekstrakti su filtrirani kroz filter hartiju. Metod
ekstrakcije na cvrstoj fazi (SPE-Solid Phase
Extraction) koriS¢en je za dalje preciS¢avanje
ekstrakata. Oasis HLB 3 ml kertridzi
kondicionirani su sa 5 ml metanola i
ekvilibrisani sa 5 ml dejonizovane vode. Dodato
je 1 ml biljnog ekstrakta sa 3 ml vode, ispiranje
je vrSeno sa 2 ml 20% metanola, a elucija sa 2

zagrevani do Kkljucanja. hladenja
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ml 80% metanola [21]. Pre HPLC analize
dobijeni ekstrakti filtrirani su kroz membranske
filtere (Agilent Technologies 0.45 um).

Kvantifikacija izoflavona

Za analizu izoflavona koris$¢en je Agilent
1100 HPLC - hromatograf,
opremljen binarnom pumpom, degaserom,
autosemplerom i DAD detektorom. Separacija
izoflavona postignuta je na Zorbax SB C1s koloni
(250x4.6 mm, 5 pm). Mobilna faza sastojala se
od rastvaraca A (voda podeSena na pH=2.7 sa
sumpornom kiselinom) i rastvarata B
(acetonitril). Primenjeni su gradijentni program
i uslovi analize kao u radu Krenn i sar. [22].

[zoflavoni su identifikovani na osnovu
retencionog vremena i UV  spektara
odgovaraju¢ih  standardnih  supstanci -
daidzein, genistein, formononetin, biochanin A.
Konstruisane su kalibracione Kkrive od pet
taCaka za svaki standard, sa koeficijentom
korelacije r2 20.999. Na osnovu kalibracionih
kriva izvrSena je kvantifikacija odgovarajucih
izoflavona u uzorcima.

series tecni

Statisticka analiza

Sve analize radene su u duplikatu, a
vrednosti izrazene kao srednje vrednosti uz
standardne devijacije. Statisticka analiza radena
je u programskom paketu Excel, uz primenu
Student t-testa na nivou znacajnosti p<0,05.

Rezultati

Ispitivani izoflavoni identifikovani su u

gotovo svim ispitivanim uzorcima crvene
deteline. Jedino prisustvo biohanina A nije
detektovano  primenjenom  metodom u

stabljikama sorti m21 i m28, kao i cvetu sorte
m29. Najve¢i pojedinacni sadrZaj izoflavona
odreden je u listu sorte m21, gde je sadrzaj
formononetina iznosi 2,89 mg/g (Tabela 1).
Najve¢i sadrzaj daidzeina utvrden je u listu
sorte m28 (0,50 mg/g), genisteina u listu sorte
m29 (0,84 mg/g), a biohanina A u listu sorte
m24 (0,57 mg/g) (Tabela 1).

Tabela 1. SadrZaj pojedinih izoflavona (mg/g) u uzorcima crvene deteline

sorta deo daidzein genistein formononetin biohanin A
m21 stabljika 0.2297 0.0650 0.1833 /
list 0.4434 0.1976 2.8983 0.2680
cvet 0.1523 0.1347 0.6028 0.1619
m24 stabljika 0.1313 0.1564 0.1021 0.0225
list 0.3528 0.3175 2.3822 0.5668
cvet 0.1428 0.1683 0.3345 0.1947
m26 stabljika 0.1915 0.0950 0.1447 0.0340
list 0.2163 0.5283 0.9071 0.0926
cvet 0.1979 0.1993 0.0897 0.0446
m28 stabljika 0.1039 0.2242 0.0925 /
list 0.5028 0.7749 1.2144 0.1984
cvet 0.3267 0.4614 0.2382 0.1162
m29 stabljika 0.1327 0.1268 0.1636 0.1507
list 0.1199 0.8446 0.6872 0.1667
cvet 0.3336 0.1334 0.0777 /

*date su srednje vrednosti merenja, a standardne devijacije su <0,18

Rezultati analize pokazuju da je generalno u
svim ispitivanim sortama i njihovim biljnim
delovima najzastupljeniji formononetin, Kkoji
¢ini u proseku polovinu sadrzaja ukupnih

ispitivanih izoflavona sa sadrzajem 0,67 mg/g.
U proseku je u analiziranim uzorcima najmanje
zastupljen biohanin A (0,13 mg/g), dok je
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prosecni sadrzaj genisteina 0,24 mg/g, a
daidzeina 0,29 mg/g.

Na Grafiku 1 se uocava da je sadrZaj svih
ispitivanih  izoflavona, posmatrajuc¢i biljne
delove, najve¢i u listovima, a najmanji u

stablima sorti crvene deteline. Prosecni sadrzaj
ukupnih izoflavona u listovima svih sorti iznosi
2,73+0,97 mg/g, u cvetovima 0,82+0,28 mg/g, a
u stablima je najmanji - 0,47+0,06 mg/g.

Grafik 1. Prosecne vrednosti pojedinih izoflavona (mg/g) u razli¢itim biljnim delovima uzoraka crvene deteline

daidzein genistein

Hstablo Mlist ®cvet

1.6178

formononetin bichanin A

Grafik 2. Ukupni* izoflavoni (mg/g) u delovima biljke razli¢itih sorti crvene deteline

mg/g

m21 m24

Hstablo Mlist Ecvet

m28 m29

* ukupni sadrZaj izoflavona predstavlja zbir sadrZaja daidzeina, genisteina, formononetina i biohanina A u mg/g

Sorta najbogatija izoflavonima je m21 (prosecna
vrednost ukupnih izoflavona u stablu, listu i
cvetu iznosi 1,78 mg/g), a takodje to je i sorta sa
najve¢im sadrzajem ukupnih izoflavona u
listovima (3,81 mg/g). Najmanji sadrzaj
ukupnih izoflavona je detektovan u sorti m26
(sa prosetnom vrednos¢u ukupnih izoflavona
0,91 mg/g) koja je takode imala najmanji
sadrzaj i u listu (1,74 mg/g) i u cvetu (0,53
262

mg/g). U cvetovima je najveci sadrzaj izoflavona
odreden u sorti m28 (1,14 mg/g). Generalno je
u stabljikama ispitivanih uzoraka najmanji
sadrzaj izoflavona i iznosi od 0,41 do 0,57 mg/g.
Jedino je kod sorte m29 sadrzaj ukupnih
izoflavona veéi u stabljiki u odnosu na cvet
(Grafik 2).

S obzirom na to da sorta m21 ima i
najveéi ukupni sadrZaj fitoestrogena, moze se
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re¢i da je formononetin komponenta koja ima
najveci udeo u ovakvom rezultatu. Kako je ve¢
pomenuto, to je najzastupljeniji izoflavon u
analiziranim sortama, a i sorte se najviSe
razlikuju po njegovom sadrzaju.

Poredeé¢i  prosetne vrednosti pojedinih
izoflavona po sortama, utvrdena je statistiCki
znacajna  razlika sadrzaja  svih
izoflavona medusobno (p<0,05), osim daidzeina
i genisteina, koji imaju i slicnu prosecnu
zastupljenost.

izmedu

Diskusija

Na osnovu dobijenih rezultata, utvrdeno
je da postoji statisticki znacajna razlika
(p<0,05) u sadrZaju ukupnih izoflavona u
razli¢itim delovima biljke. Generalno, listovi su
najbogatiji izoflavonima, dok je njihov sadrzaj u
stabljikama najmanji.

U studiji Vetter i saradnika (1995)
analizirano je viSe Trifolium vrsta, kod kojih je
ispitivan sadrzaj daidzeina, genisteina,
biohanina A i formononetina u razli¢itim biljnim
delovima [23]. Dobijeni rezultati rezultati
ukazuju da je sadrzaj ukupnih izoflavona u
crvenoj detelini bio najveéi u cvetovima, a
najmanji u stabljikama, Sto su i rezultati ove
studije potvrdili. U svim fazama zrelosti u studiji
Sivesind i (2005),  prosecne
koncentracije izoflavona su najviSe u listovima,
Sto je u skladu sa rezultatima ovog rada, dok su
najnize bile u cvetovima ili u stabljikama, u
zavisnosti od faze cvetanja [21], a u ispitivanim
sortama u ovoj studiji najniza koncentracija

Seguin

zabelezena u stabljikama. Takode, Tsao i
saradnici su u svom istrazivanju pokazali da
listovi crvene deteline najvecu
koncentraciju  izoflavona, S$to  odgovara
rezultatima prikazanim u ovom radu [24].

sadrze

Prosecni sadrzaj svih odredivanih
izoflavona u ovom radu se u stabljikama i
znacajno  razlikuje, dok je
koncentracija genisteina i

znacajno razlic¢ita i u cvetovima u odnosu na

listovima
formononetina

listove.

U istraZivanju Booth-a i saradnika
(2006) rezultati pokazuju da nadzemni delovi
biljke i cvasti sadrZze u najvetoj meri

formononetin [25], Sto je potvrdila analiza u
ovom radu. U studiji Vetter i saradnika (1995) u
listovima najviSe je bio zastupljen formononetin
0,38 mg/g, a u stablu i cvetovima daidzein 0,33-
0,46 mg/g [23], dok je u uzorcima analiziranim
u ovom radu formononetin dominantni
izoflavon u listovima i cvetovima, a daidzein u
stabljikama (Grafik 1).

Sivesind i Seguin (2005) su u svom radu
naveli da se koncentracija formononetina u
ispitivanim uzorcima iz Kanade krece od 4,84
do 7,19 mg/g u zavisnosti od sorte, a sadrzaj
biohanina 4,08 - 5,33 mg/g. SadrZaj
formononetina u uzorcima analiziranim u ovom
radu krece se izmedu 0,07 i 2,89 mg/g, a sadrzaj
biohanina do 0,57 mg/g, Sto je manje u odnosu
na Kanadske sorte [21].

0d svih ispitivanih faktora koji mogu
uticati na sadrzaj izoflavona u crvenoj detelini
utvrdeno je da deo biljke, faza razvoja, faktori
spoljasnje sredine i sorta mogu imati znacajni
uticaj, Sto moZe objasniti i vrlo razlicite
koncentracije izoflavona dobijene u rezultatima
sprovedenih studija.

U pogledu pojedinacnih izoflavona,
formononetin i biohanin su bili dominantni u
profilima ispitivanih sorti u studiji Tsao i
saradnika (2006), dok su sorte ispitivane u
ovom radu, pokazale da je biohanin
procentualno najmanje zastupljen fitoestrogen,
posmatrajuci sve biljne delove, Sto moze biti
karakteristika sorti ili ukazuje da je potrebna
dalja optimizacija primenenjene metodologije.

Medutim, sastav izoflavona u razli¢itim
sortama crvene deteline moZe znacajno varirati,
tako da formononetin i biohanin ne moraju biti
dominantni po sadrzaju, kao Sto je prikazano u
studiji Wu i saradnika (2003). Ovaj podatak bi
mogao objasniti i neocCekivano mali sadrzaj
biohanina A u uzorcima ispitivanim u naSem
radu. U pomenutom radu dokazano je i da je
sadrzaj izoflavona mnogo veci u crvenoj detelini
u odnosu na srodne vrste (T. repense, T.
campestre, T. hybridum), kao i da su ukupni
izoflavoni znacajno vedi u listu, stablu i korenu,
nego u cvetu crvene deteline [26].
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Zakljucak

Utvrdeno je da se analizirane sorte
medusobno razlikuju po sadrzaju izoflavona,
kao i da sorta m21 sadrzi najvecu Kkolicinu
izoflavona. Deo biljke koji je najbogatiji
izoflavonima je list, dok je u stablima zabeleZen

prose¢no  najmanji  sadrzaj izoflavona.
Generalno, u ispitivanim sortama
najzastupljeniji  izoflavon u listovima i
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