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ABSTRACT

Isoflavones are a subclass of flavonoids and are also described as phytoestrogen
compounds, since they exhibit estrogenic activity (similar effects to estradiol hormo-
nes). The basic characteristics of isoflavone structure is a flavone nucleus, composed of
two benzene rings (A and B) linked to a heterocyclic ring C (Fig. 1). The benzene ring
B position is the basis for the categorization of a flavanoid class (position 2) and a iso-
flavonoid class (position 3) [8]. Isoflavones are classified according to substitutions. The
glucoside forms can be esterified at the 6”-O-position of the glucose ring with malonyl
or acetyl groups forming another compounds.

In food and plants, flavonoids exist primarily as 3-O-glycosides and polymers [14].
Isoflavonoids are a group of chemical compounds which is widely distributed in the
vegetable world. Their biological activity has found remarkable pharmaceutical, the-
rapeutic, dietary and nutritional applications. The structure of phytoestrogens enables
them to bind to the estrogen receptors (ERs), they are similar to 17-estradiol, contain
an aromatic ring with hydroxyl group and have the binding affinity to both estrogen. In
addition, isoflavones interact with the metabolism of steroid hormones. Recently, they
have come into focus of interest due to several reports about their positive effect on
human health, in particular prevention of hormone-dependent cancers, cardiovascular
diseases, osteoporosis, adverse menopausal manifestations and age-related cognitive
decline.

To identify the potential health benefits associated with the consumption of isofla-
vones, it is of critical importance to have high-quality and comprehensive data. To this
end, adequate analytical methodologies are essential for a reliable and exact identifica-
tion as well as for quantification. Moreover, methodologies and techniques used need to
keep up with technology to improve the performance in terms of resolution, efficiency,
precision, reproducibility and speed, allowing a proportionate increase in the amount
and quality of information gathered [7].

Common methods for the extraction of isoflavones from soybeans and soy pro-
ducts include organic solvent extraction with aqueous methanol, ethanol or acetonitrile,
using simple mixing, ultra-sonification or refluxing techniques [24].

The application of micro-scale and nano-scale extraction and separation techniques
is the most likely future development, resulting in quick, sensitive analytical methods for
sample preparation and analysis of flavonoids and their metabolites. Miniaturization,
high-throughput systems utilizing new sorbents and automation of chromatographic
systems are of great interest in clinical, pharmaceutical, environmental and food fields.
The most used analysis technique for the quantification of isoflavones in solid sam-
ples is, with no doubt, reversed-phase HPLC using C18 based columns with water and
methanol or acetonitrile containing small amounts of acid as a mobile phase [7].

Keywords: isoflavone, sample preparation, determination, high performance liquid
chromatography (HPLC)

Stowa kluczowe: izoflawony, przygotowanie prébek, oznaczanie, wysokosprawna chro-
matografia cieczowa
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WPROWADZENIE

Izoflawony z chemicznego punktu widzenia sg aromatycznymi polifenolami
o budowie zblizonej do budowy hormonéw steroidowych, jednak nie sg pochod-
nymi cholesterolu. Dlatego tez nazywane s3 hormonami niesteroidowymi, ktdre to
w organizmie zwierzat i ludzi mogg wykazywa¢ dziatanie hormonalne.

Naturalnie izoflawony wystepuja w ponad 300 rodzajach roslin, najczesciej
w ich korzeniach i nasionach [1]. W znacznych ilo$ciach mozna je znalez¢ w soi,
koniczynie czerwonej, nasionach roslin bobowatych, soczewicy oraz szpinaku.
Moga by¢ produkowane przez niektére rodzaje bakterii i grzyby. Zawartos¢ izofla-
wondéw w poszczegdlnych roslinach zalezna jest od gatunku, warunkow klimatycz-
nych oraz jakosci uprawy i waha sie pomiedzy 560 a 3810 mg/kg [2]. Spozycie tych
zwigzku w krajach europejskich i azjatyckich jest diametralnie rézne. Mieszkancy
Holandii, Wloch i Wielkiej Brytanii dziennie przyjmuja od 3 do 11 mg izoflawondw,
natomiast Japonczycy i Koreanczycy od 23 do 200 mg/dzien [3,4].

W roélinach izoflawony wystepuja gléwnie w wakuolach komoérkowych
w postaci wolnej lub w formie glukokoniugatéow takich jak: daidzina, genistina,
glicytina, onionin i sissotrin, ktdre sg biologicznie nieaktywne. Obok tych zwiazkdw,
wystepuja posrednie produkty metabolizmu glukozydéw jakimi sa formy malonylo
i acetylo glukozowe. W organizmie zwierzat i ludzi wszystkie formy sa hydrolizo-
wane przez enzymy ukladu pokarmowego oraz jego mikroflore do form aktywnych
jakimi sg - aglikony, kolejno: daidzeina, genisteina, glicyteina, formononetyna oraz
biochanina A [5]. Analiza stezenia poszczegolnych czasteczek jest istotna dla osza-
cowanie form aktywnych oraz form glukozowych, co ma znaczenie w badaniach
nad wplywem tych zwigzkéw na procesy fizjologiczne.

Od wielu lat wzrasta liczba doniesien naukowych opisujacych wplyw izofla-
wonow na aktywnos¢ biologiczng i farmakologiczng w organizmie zwierzat i ludzi.
Ich struktura chemiczna jest podobna do 17-$-estradiolu, dzieki czemu zdolne sg
do wigzania receptordw estrogenowych, przy czym wyzsze powinowactwo majg
w stosunku do ER- niz ER-a. Co wiecej, moga wplywaé na aktywacje zaréwno
genomowego jak i niegenomowego szlaku sygnalizacji estrogendéw. Ponadto zwigzki
te wplywaja na metabolizm hormonéw steroidowych. Dzieki tym wlasciwosciom
mozliwe jest dzialanie na mechanizm regulujacy procesy fizjologiczne (np. wpltyw
na rozwo6j nowotworéw hormonozaleznych, metabolizm lipidéw oraz witamin
z grupy D) [6].

Istnieje wiele technik analitycznych pozwalajacych na oznaczanie zwigzkow
izoflawonowych. Najlepiej poznanymi i wykazujacymi najwieksza czutos¢ s chro-
matografia gazowa (GC-MS) lub chromatografia cieczowa (HPLC lub UHPLC)
z detekcja UV/VIS lub spektrometrig mas. Przedmiotem tego artykutu jest przeglad
publikacji dotyczacych analiz zwiazkow izoflawonowych metodg HPLC w materiale
pochodzenia sojowego. Gtéwnym zagadnieniem na ktére nalezy zwroci¢ uwage przy
oznaczaniu tych zwigzkéw jest odpowiednio dobrana procedura ekstrakcji bada-
nego materialu oraz optymalizowanie rozdzielenia chromatograficznego koniuga-
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tow (malonylo, acetylo i form glukozowych), ktére niejednokrotnie ulegaja elucji
bez zadowalajacego rozdzielania analizowanych zwiazkow [7].

1. STRUKTURA

Flawonoidy do ktérych zaliczamy: izoflawony, katechiny, antocyjanidyny,
flawonole, flawony, flawanony i flawanonole stanowig jedng z wazniejszych grup
polifenoli. Sg naturalnymi pochodnymi 2-fenylochromen-4-onu (2-fenylo-1,4-ben-
zopiron) tzw. flawonu [8]. Ich struktura opiera si¢ na 15 weglowym szkielecie
C6-C3-C6 w niektorych publikacjach oznaczana jako pierscieniowa forma A+C+B.
Ponizej (Rys. 1) przedstawiony jest podstawowy model budowy zwiagzkéw flawo-
nowych. Pierscien C6-C3 (A+C), zwany chromonem powstaje na drodze redukeji
kwasu cynamonowego do kwasu kumarowego, natomiast pierscien C6-C1 (B) w
wyniku kondensacji trzymolowych fragmentéw malonylo-koenzymu A i polaczony
jest z pierscieniem C3 (C) poprzez wegiel C-2 lub C-3 [9].

W ogdlnym wzorze izoflawonowym obecny jest tlen w pozycji 4 oraz grupa
OH przy weglu C-7. Zwiazki te przejawiajg silna tendencje do wigzania grup gliko-
zydowych przy tlenie z grupy wodorotlenowej obecnej w pozycji C-7. Takie zwigzki
nazywa glikozydami. Ponadto do form glikozydowych nalezy zaliczy¢ zwigzki
posiadajace grupe malonylowa oraz acetylowy, ktére znajduja si¢ przy ugrupo-
waniu glukozowym. W wyniku hydrolizy zasadowej oraz kwasowej dochodzi do
rozerwania wigzan pomiedzy grupami - kolejno malonylowy i acetylowg a cukrem
przylaczony do pierscienia A. Dzigki temu m.in. w ukladzie pokarmowym powstaja
zwiazki pozbawione grupy glikozydowej czyli aglikony. Struktura chemiczna agli-
konoéw izoflawonow jest podobna do 17-B-estradiolu, dzigki czemu zdolne sa do
wigzania ERs [10].

Przedstawicielami izoflawonow sg takie zwigzki jak: biochanina A, formono-
netina, genisteina, sissotrin, glyciteina, daidzeina, ononin, genistina, glycitina lub
daidzina. Struktury chemiczne tych zwiazkéw widniejg ponizej (Rys. 3); po lewej
stronie umieszczone sg aglikony a po prawej ich prekursory.

Rysunek 1. Struktura chemiczna aglikonu izoflawonéw
Figure 1. The chemical structure of aglicone isoflavone
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Rysunek 3. Wzory strukturalne izoflawonow
Figure 3. The chemical structures of all isoflavons

2. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA IZOFLAWONOW

Na rynku dostepnych jest wiele suplementéw diety produkowanych na bazie
ziot oraz roslin z rodziny bobowatych zawierajacych opisywne fitoestrogeny.
Gléwnym celem zazywania tych preparatow jest fagodzenie negatywnych skutkow
menopauzy, bez koniecznosci stosowania terapii hormonalnej. Jednak zwigzki te
charakteryzuja si¢ szerszym zakresem aktywnosci biologicznej i farmakologiczne;j
o duzej skutecznosci dzialania leczniczego, kosmetycznego oraz profilaktycznego.
Do najbardziej aktywnych biologiczne izoflawondéw zaliczamy genisteine, daidze-
ing, biochanine A oraz formononetyne.

Aktywacja blonowych receptoréw estrogenowych przez te zwiazki powoduje
kaskad¢ wewnatrzkomoérkowych mechanizméw prowadzacych do zmiany aktyw-
noéci bialek G, fosfolipazy, kinazy bialkowej oraz adenocyklazy. Zdolno$¢ taczenia
sie z receptorami estrogenowymi w jadrze komorkowym prowadzi do ekspresji wielu
genow, majgcych istotny wplyw na procesy fizjologiczno-metaboliczne organizmu
ludzkiego lub zwierzecego. Inne mechanizmy zwigzane z aktywacja receptorow
estrogenowych moga prowadzi¢ do hamowania lub aktywowania licznych enzy-
moéw estrogenozaleznych, ponadto wykazuja konkurencje z estradiolem o miejsce
wigzania w receptorze [11,12]. Kolejna droga dzialania izoflawonéw na poziomie
komorki jest inhibicja aktywno$ci topoizomerazy I i II DNA oraz helikazy rozplata-
jacej podwdjna ni¢ DNA, w celu udostepnienia miejsc dla enzymow replikacyjnych
i transkrypcyjnych [13].
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Aktywnos$¢ antyoksydacyjna tych zwigzkéw wynika z latwosci oddawania
atomow wodoru z grup hydroksylowych, dzigki czemu neutralizujg wolne rodniki
nadtlenkowe i wodorotlenkowe. Procesy wolnorodnikowe modyfikuja w komor-
kach struktury biatkowe, materiat DNA; modyfikacje te moga powodowa¢ mutage-
neze, karcinogeneze lub cytotoksycznos¢. Izoflawony dziataja rowniez stymulujaco
na aktywno$¢ roznych enzymoéw antyoksydacyjnych (np.: katalazy, peroksydazy
glutationowej, dysmutazy nadtlenkowej czy reduktazy glutationowej). Struktura
chemiczna izoflawonoéw sprzyja wydajnemu kompleksowaniu kationéw metali,
w szczegolnosci dwuwarto$ciowych, ktore katalizujg reakcje utleniania [14].

Xiaoping Liu i in. [15] dowiedli, iz stosowanie doustnie dzaidzeiny lub jej
metabolitu ekwolu hamuje wzrost DMBA oraz wzrost linii komérkowej ludzkiego
raka piersi MCF-7. Genisteina dziala hamujaco na aktywno$¢ kinaz tyrozynowych
zlokalizowanych w blonie komérkowej, ktdre to uczestnicza w wytwarzaniu, modu-
lacji i przekazywaniu sygnatéw chemicznych do jadra komérkowego wywolujgcych
ekspresje genéw odpowiedzialnych réwniez za nowotwory. Badania epidemiolo-
giczne potwierdzajg przeciwnowotworowe dzialania izoflawonéw. Wynika z nich,
iz u kobiet azjatyckich spozywajacych je w znacznie wiekszych ilosciach, obserwuje
sie czterokrotnie rzadsze wystepowanie raka piersi niz u kobiet z krajéw zachod-
nich. Izoflawony zmniejszaja ryzyko choréb ukladu krwionosnego, zwlaszcza
choroby wieficowej serca i miazdzycy naczyn krwionosnych. Pod wplywem fito-
estrogendw nastepuje obnizenie we krwi poziomu catkowitego cholesterolu, lipo-
protein o niskiej gestosci i triglicerydéw, a takze zmniejszenie ilosci endogennego
cholesterolu. Daidzeina i pueraria, poprzez zmniejszenie lepkosci krwi, poprawiaja
mikrokrazenie obwodowe oraz zmniejszaja ryzyko agregacji erytrocytow i plytek
krwi w naczyniach krwionosnych. Dzigki swoim wlasciwosciom antyoksydacyj-
nym, hamujg one mikrosomalne utlenianie lipidow, zwlaszcza tych z nienasyco-
nymi kwasami tluszczowymi ktérych oksydacja powoduje utrate przepuszczalnosci
blon komoérkowych co sprzyja powstawaniu miazdzycy. Izoflawony, podobnie jak
cholesterol i witamina E latwo wigzg si¢ z rdzeniem lipidowym btony komdrkowej
co wzmaga jej stabilno$¢ oraz zmniejsza ptynnos¢ i mozaikowatos¢ [16, 17].

Biochanina A i genisteina hamuja tworzenie si¢ osteoklastow (komorek
kosciogubnych), natomiast stymulujg aktywnos¢ osteoblastow (komorek koscio-
tworczych). Ponadto mogg stymulowaé sekrecje IGF-I, ktory pobudza biosynteze
kolagenu in vitro przez osteoblasty. Proces ten stymuluje dzialanie parathormonu
regulujacego gospodarke wapniowo-fosforanowa organizmu powodujac wzrost
poziomu wapnia we krwi i ko$ciach. Izoflawony wykazujg réwniez wplyw na meta-
bolizm witaminy D, (cholekalcyferol). Stymuluja aktywno$¢ enzymu CYP27B1
katalizujacego synteze 1,25-dihydroksycholekalcyferolu o funkcji hormonalnej,
majgcego wplyw na wzrost, roznicowanie i metabolizm komorek tkanki kostnej, ich
mineralizacje i regeneracje [18,19].
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3. METODY OZNACZANIA IZOFLAWONOW

Dzieki obecnosci pierscieni fenolowych, izoflawony w analizowanych probkach
mozna bez upochodnienia identyfikowa¢ wykorzystujac pordwnanie widm UV,
IR lub PMR z widmami standardéw. Jednakze metody te wymagaja czesto staran-
nego usuwania z analizowanych probek endogennych skladnikéw utrudniajgcych
jakosciowe i ilosciowe oznaczanie izoflawondéw; dlatego tez metody te moga by¢
kosztowne oraz pracochlonne. Najcze$ciej stosowang technika do analizy ilosciowej
i jakosciowej jest chromatografia cieczowa. Przy uzyciu wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej (HPLC) lub Ultra HPLC (UPLC) w polaczeniu z réznymi tech-
nikami detekeji istnieje mozliwo$¢ dokladnego i precyzyjnego rozdzielenia oraz
wykrycia poszczegolnych izoflawonow.

3.1. PRZYGOTOWANIE PROBKI DO OZNACZANIA IZOFLAWONOW

niezmiernie istotnym jest odpowiednie przygotowanie analizowanej probki; jej
stan skupienia oraz stezenie i struktura chemiczna oznaczanego izoflawonu w anali-
zowanym materiale biologicznym rzutuje na metode przygotowania badanej probki.
Jezeli analizujemy material biologiczny w ktérym znajduja sie niskie stezenia izo-
flawonéw mozemy zastosowac ekstrakcje; pozwoli to na zwiekszenie stezenia ana-
litu oraz moze zmniejszy¢ efekty zwigzane z obecnoscia matrycy [20]. W materiale
roélinnym oraz probkach zywnosci wystepuja przede wszystkim glikozydy, nato-
miast w materiale pochodzacym z organizmu zwierzecego lub ludzkiego wystepuja
w wyzszych stezeniach pochodzace od nich aglikony, a w moczu i krwi dodatkowo
obecne sa koniugaty glukuronowe i siarczanowe. Biologiczna probka, w zalezno-
$ci od jej stanu skupienia najpierw powinna by¢ zhomogenizowana, zliofilizowana
lub zamrozona w cieklym azocie. Kolejno przeprowadzana jest ekstrakcja w ukla-
dzie LLE przy zastosowaniu eteru dietylowego, octanu, etylu lub chlorku metylenu
z mala ilo$cig kwasu octowego lub mréwkowego. Czesto tez stosuje si¢ wstepne usu-
niecie endogennych skladnikéw analizowanej probki wykorzystujac ekstrakcje SPE.
Podstawg tej techniki analitycznej sa kolumny pakowane zelem krzemionkowym,
modyfikowanym oktadecylem (C18), natomiast faze ciekla stanowi metanol, eta-
nol lub acetonitryl [1]; nastepnie oznaczane anality w uzyskanym eluacie sg finalnie
analizowane przy uzyciu RP-HPLC. W przypadku badania prébek cieklych wystar-
czy zazwyczaj zastosowac tylko filtracje lub wirowanie [21].

W niektorych prébkach biologicznych, na przyklad w soi oraz produktach
sojowych, pojawiaja sie duze ilosci polarnych izoflawonéw (m.in. glikozydy izo-
flawondéw) [22]. Dlatego tez te grupe polarnych izoflawonow zaleca si¢ analizowaé
przy uzyciu kolumn chromatograficznych zawierajacych wypetnienie z ugrupowa-
niem polarnym, ktére wbudowane jest w hydrofilowy tancuch, takich jak faza acy-
loamidowa, cholesterolowa lub fosfolipidowa.
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3.1.1. Ekstrakcja

Proces ekstrakcji zwigzkow izoflawonowych jest trudnym wyzwaniem, zalez-
nym od ilosci zwigzkow jakie chcemy wyizolowa¢, form malonylo- i acetylogluko-
zowych oraz dostepnosci rynkowej standardow. Inne metody ekstrakcji oraz rodzaj
rozpuszczalnika bedziemy stosowali w celu oznaczenia glikozydéw a inne agliko-
néw. Najwiekszg game zwigzkéw mozna znalez¢ w materiale biologicznym pocho-
dzacym z kundzu, bo az 31 oraz z koniczyny takowej i lucerny [23]; niestety wigze
sie to z bardziej skomplikowanym procesem ekstrakcji. W produktach sojowych
spodziewa¢ si¢ mozna pochodnych daidziny, genistyny oraz glicytyny. Najprost-
szym sposobem jest ekstrakcja na goraco metanolem i wodg w réznych proporcjach
objetosciowych. Co umozliwia izolacje glukozydow i aglikonéw w przyblizonej
zawartosci. Jednak aby calkowicie przeksztalci¢ formy malonylo- i acetylogluko-
zowe w glukozydy i aglikony nalezy zastosowa¢ odpowiednio hydroliz¢ zasadowa
oraz kwasowa. Dzigki tym procesom wszystkie izoflawony moga by¢ fatwo ozna-
czone w badanych materiatach biologicznych [7, 24].

Zadaniem ekstrakeji zasadowej jest usuniecie wiazan estrowych, w rezultacie
czego z form 6”-O-malonylo-glukozydowych i 6”-O-acetylo-glukozydowych otrzy-
mujemy odpowiednie -glukozydy. Dla produktéw sojowych czesto stosowana jest
hydroliza zasadowa zgodnie z metodg AOAC 2001.10 [25] lub jej modyfikacje (Tab.
1).

Hydroliza katalizowana kwasami stymuluje pe¢kanie wigzan glikozydowych
miedzy aglikonami a grupa glukozowa dajac aglikony z wyjatkiem pueraryny.
Stosuje sie ja do analizy ztozonych prébek i identyfikacji cukrowych izoflawonow
poprzez poréwnanie z wynikami hydrolizy zasadowej. Dzieki temu mozna oszaco-
wac zawartos$¢ aglikonow, ktore moga by¢ polaczone z cukrami innymi niz glukoza
lub formami niedostepnymi; probki te moga by¢ standardami aglikonow.

Selektywna hydroliza enzymatyczna jest réwniez czesto stosowana jako
metoda obrobki wstepnej probek plazmy, moczu i tresci pokarmowej. Przy uzyciu
B-glukuronidazy/sulfatazy (z H. pomatia), sulfatazy (typu VIII) czy -glukuronidazy
(typu B-1: z bydlecej watroby) mozna odseparowac aglikony od form glukuronido-
wych i sulfatowych [26].

3.1.2. Sonifikacja

Poddawanie probek dziataniu ultradzwiekdéw moze znacznie skréci¢ czas eks-
trakcji oraz w duzej mierze ufatwi¢ ten proces. Chen i in. [27] (Tab. 1) wykazali, iz
w celu utrzymania koncentracji izoflawondéw na stalym poziomie nalezy przeprowa-
dza¢ sonifikacje od 20 do 50 min. Diugi czas tego procesu prowadzi do ubytku form
acetylowych. Aby unikng¢ hydrolizy form acetylowych (stymuluje ja wysoka tempe-
ratura), sonifikacje nalezy przeprowadzi¢ w temperaturze pokojowej (tj. ok. 25°C).
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3.1.3. REFLUXING - MROZENIE

Wielu autoréw zaleca oznaczanie izoflawonéw po uprzednim poddaniu probek
procesowi mrozenia w zakwaszonym metanolu, w celu konwersji wszystkich form
acetylowych i glikozydowych do prostych aglikonéw. Po 60 minutowym wymraza-
niu, wszystkie formy acetyloglikozydowe przechodza do form glikozydowych lub
aglikonow. Wydluzenie czasu wymrazania zwigksza wydajnos¢ konwersji gliko-
zydow w kierunku aglikonéw; dlatego tez po 4 godzinach wymrazania w badanej
probee znajduja sie tylko izoflawony w formie aglikonéw. Ciekawym zjawiskiem
odnotowanym przez Chena i in. [27] byl brak stabilnosci aglikonéw po 4 godzinach
wymrazania; st¢zenie genisteiny zmniejszalo sie, przy czym pojawiat si¢ na chroma-
togramie dodatkowy niezdentyfikowany pik. Dlatego tez proces wymrazania nalezy
optymalizowacd.

3.2. UZYCIE STANDARDU WEWNETRZNEGO

W celu poprawienia doktadnosci analizy ilo§ciowej niezbednym jest zastoso-
wanie standardu wewnetrznego, dzigki ktéremu mozemy oceni¢ rozmiar straty ana-
litu; bledy te moga pojawiaé sie podczas przygotowywania probki. Dobér IS w tych
metodach utrudnia fakt, iz w materiatach roslinnych wiekszo$¢ mozliwych do
uzycia standardow wewnetrznych eluuje niemal jednocze$nie wraz z endogennymi
substancjami analizowanej probki. Suplementy diety sa zwykle mieszanka ekstrak-
tow z zi6l zawierajacych liczne nieznane komponenty. Dlatego znalezienie odpo-
wiedniego standardu wewnetrznego, ktory nie ulegalby elucji w tym samym czasie
co reszta zwigzkow znajdujgcych sie w badanej probce jest nie lada wyzwaniem. Co
wiecej, wazne jest, aby zwigzek uzywany jako standard nie ulegal degradacji w trak-
cie hydrolizy katalizowanej kwasami lub zasadami.

Apigenina - flawonowy analog genisteiny oraz fluorescyna sa jak podaje
Griffith i Collison [28] szeroko stosowanym standardem wewnetrznym w analizach
gradientowych HPLC. Krenn i in. [29] w analizie izoflawonéw stosowali jednocze$ni
kilka réznych standardéw wewnetrznych przy analizie probek koniczyny tgkowe;.

Delmonteiin. [23] (Tab. 1) zaobserwowali, Ze 2’-metoksyflawon oraz 6’-metok-
syflawon nie eluujg z innymi zwigzkami pochodzenia izoflawonowego oraz wyka-
zuja wysokie odzyski po procesach hydrolizy. Zwigzkow tych uzyli jako standardow
wewnetrznych w metodach opracowanych przez innych badaczy (Tab. 1). Do ana-
lizy izoflawonéw przy pomocy HPLC z detekcjg UV stosuje si¢ réwniez flawon lub
fluorescing, natomiast do HPLC sprz¢zonej ze spektrometrem mas (MS) jako stan-
dard wewnetrzny mozna zastosowaé deuterowang genisteing, daidzeing, biochanine
lub formononetyne. W niektérych metodach pomijany jest standard wewnetrzny;
szczegdlnie dotyczy to technik analitycznych wykorzystujacych spektrometrie mas
(np. LC/MS).
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3.3. CHROMATOGRAFICZNE TECHNIKI OZNACZANIA IZOFLAWONOW

Znanych jest kilka technik analizy badanych izoflawondw. Sg nimi chromato-
grafia gazowa (GC) oraz chromatografia cieczowa (LC), niekiedy réwniez, elektro-
foreza kapilarna (CE). Najczesciej stosowana metodg oznaczania izoflawonéw i ich
pochodnych oraz metabolitow jest HPLC lub UHPLC. W zwiazku z tym, iz zwigzki
te charakteryzuja si¢ duza liczbg i réznorodnoscia podstawnikéw wysokosprawna
chromatografia cieczowa w ukladzie odwrdconych faz zapewnia najlepsze rozdzie-
lenie izoflawondéw. Najbardziej istotny jest wybor fazy ruchomej, ktdrg moze sta-
nowi¢ roztwor metanolu lub acetonitrylu z woda. Poniewaz izoflawony sg stabymi
kwasami, w celu polepszenia ich retencji oraz zwiekszenia rozdzielczosci pikow, faze
ruchoma zakwasza si¢ 0,1-1% kwasem mrowkowym, kwasem octowym, kwasem
trifluoroctowym, octanem lub mréwczanem amonu. Wyzej opisane rodzaje faz sto-
sowane s3 w ukladzie faz odwroconych (RP-HPLC).

Dzigki obecnosci aromatycznych pierscieni oraz licznych podstawnikéw moz-
liwych jest kilka sposobdw detekeji. Zwigzki te posiadaja dwa charakterystyczne
zakresy absorpcji promieniowania z zakresu UV-VIS. Pierwszy z nich wynika
z obecnodci pierscienia A i wynosi 240-285 nm (zakres UV); natomiast drugi zakres
zwiazany z obecnoscig pierscienia B zawiera si¢ w zakresie 300-550 nm (zakres VIS).
Przy oznaczaniu réznych grup izoflawondw stosuje sie detektor z matryca fotodio-
dowg UV-DAD, ktory umozliwia rejestracje widm w szerokim zakresie UV-VIS
w trakcie jednej analizy; pozwala to na bardziej selektywne oznaczanie analitow
(tj. optymalizowanie wyboru analitycznej diugosci fali). W zwigzku z obecnoscia
elektroaktywnych grup fenolowych, fitoestrogeny ulegaja utlenieniu, a ich potencjat
utlenienia (najczesciej ok. 700 mV) pozwala na zastosowanie elektrochemicznego
detektora (ED). Detektor ten charakteryzuje si¢ wyzsza izoflawonoéw, rzadko stosuje
sie detektor fluorescencyjny (FL), gdyz tylko niewielka grupa tych zwigzkéw wyka-
zuje naturalng fluorescencje; sg to izoflawony posiadajace grupy hydroksylowe przy
3 atomie wegla. Najczulszym, najbardziej selektywnym i wszechstronnym detek-
torem jest spektrometr mass (MS). Stosujagc HPLC-MS uzyskujemy jednocze$nie
informacje o zwigzku chemicznym, iloéci, czasie retencji oraz masie czasteczkowe;j
i sktadzie pierwiastkowym analitu w badanej prébce. Takie polaczenie stosuje si¢
najczesciej w przypadku ztozonych matryc.

Bez watpienia kluczowym elementem chromatograficznego ukladu jest
kolumna analityczna; od rodzaju jej wypelnienia czyli §rednicy ziarna oraz dlugosci
i szerokosci kolumny, zalezy jej sprawno$¢. Wypelnienie kolumny powinno zawie-
ra¢ homogeniczne i sferyczne czasteczki, zapewnia¢ wysoka stabilnos¢ cisnieniowa
oraz dopuszcza¢ szeroki zakres pH (1-11) uzywanych eluentdw.

Analizy izoflawondéw prowadzone przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii
cieczowej wykorzystujac najczesciej kolumny C18 o diugosci 250 mm i $rednicy
ziarna od 4 do 5 um. Kolumny te wypelnione sg fazg oktadecylowa osadzong na
podtozu krzemionkowym o $redniej srednicy ziarna od 4 do 5 pm modyfikowana
fazg oktadecylowa (tj. grupami funkcyjnymi zawierajagcymi 18 atoméw wegla:
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-(CH,),,CH,); pozwala to na zadowalajace rozdzielenie wszystkich izoflawonéw
w czasie ok. 60 min. W chwili obecnej wprowadza si¢ wiele istotnych zmian w para-
metrach tego typu kolumn; ma to na celu polepszenie selektywnosci, rozdzielczo-
$ci oraz skrécenie czasu analizy. Rozmiar $redniej $rednicy ziaren wypelnienia
kolumny rzutuje na efekt przenoszenia masy oraz na optymalng predkos¢ liniowa
fazy ruchomej; w przypadku mniejszych ziaren wypelnienia odnotowuje si¢ rela-
tywnie mniejszy spadek sprawnosci przy uzyciu wyzszej od optymalnej predkosci
linowej przeplywu eluentu, niz ma to miejsce w przypadku ziaren wypelnienia
o wigkszej $rednicy. Zatem, dla malych $rednic ziaren wypelnienia, mozna stosun-
kowo ,,bezkarnie” stosowa¢ predkosci przeplywu wigksze od optymalnego; pozwala
to na skrocenia czasu analizy chromatograficznie.

Zmniejszenie $redniej $rednicy ziaren wypelnienia powoduje wzrost cisnie-
nia zwrotnego kolumny, co moze by¢ jedng z przyczyn awarii kolumn oraz innych
elementéw ukladu chromatograficznego. Przy wypelnieniu ziarnami o $rednicy
3-5 um, pojawiajg sie ograniczenia co do dlugo$ci kolumny oraz szybkosci prze-
plywu eluentéw. Ograniczenia te wynikajg z limitu ci$nienia jakim charakteryzuja
sie starsze uklady HPLC. Wypelnienie o $redniej $rednicy ziarna ponizej 2 pum
umozliwiajg bardzo szybka analize chromatograficzng; wymagaja jednak zastoso-
wania sprzetu ultra ci$nieniowego (UHPLC), ktory pozwoli na zastosowanie ci$nien
do ok. 12000 bar. Nowoczesng technologig pozwalajacg na uzyskanie lepszej selek-
tywnosci, przy nizszym ci$nieniu pracy chromatografu, jest uzycie kolumn nowej
generacji wypelnionych powierzchniowo porowatg krzemionka; technologia ta
nosi nazwe ,,Fused-Core technology”. Jej istota jest zastosowanie specjalnego ztoza
o sztywnym, nieporowatym rdzeniu, ktéry pokrywa si¢ cienkg porowata warstwa;
to w niej zachodzi proces rozdzielania analitow. Dzieki temu ogranicza si¢ nieko-
rzystne efekty dyfuzji analitow w glab rdzenia ziaren stanowigcych wypelnienie
kolumny. Faza ta charakteryzuje si¢ bardzo wysoka sprawnoscig oraz nie generuje
wysokich ci$nien. Szybkos¢ oraz sprawnos¢ analizy chromatograficznej przy zasto-
sowaniu ztoza o $redniej wielko$ci ziarna ok. 2,6 um pakowanych technika Fused-
-core jest podobna co kolumn tradycyjnych o $rednicy ziarna ponizej 1,3 um. Co
wiecej, kolumny te mozna bez obawy stosowa¢ w ukladach chromatograficznych
typu UHPLC jak réwniez w starszych HPLC [31].

Do zastosowania szybkich i rutynowych oznaczen izoflawondéw w zywnosci
czesto poleca sie metody utrasprawnej/ultracisnieniowej chromatografii cieczowej
(UHPLC) z racji jej wysokiej wydajnosci. Fiechter i in. [32] opracowali metode okre-
$lenia catkowitego stezenia aglikonéw w soi po enzymatycznej hydrolizie, w ktorej
to w ciggu 3 minut dokonano rozdziatu wszystkich aglikonéw.

Oczekiwana kolejnos¢ elucji dla zwiazkow izoflawonowych, przy uzyciu kolumn
C18 przedstawia si¢ nastepujgco: glukozydy izoflawonéw pueraryna < daidzeina <
glicytyna<genistyna; aglikony daidzeina < glicyteina < genisteina. Aglikony takie
jak formononetyna i biochanina wymywane sg najszybcie;j.
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Wyzszy procentowy udzial czynnika polarnego w eluencie zapewnia szybsza
elucje analitow; jednakze moze to spowodowac spadek rozdzielczo$ci ukltadu chro-
matograficznego. Ponadto, im analit jest mniej polarny, tym dluzszy bedzie jego czas
retencji. Zatem nalezy optymalizowa¢ parametry elucji gradientowej lub izokratycz-
nej i/lub skiad fazy ruchomej. Przykladem tego moze by¢ zoptymalizowana elucja
biochaniny przy uzyciu fazy ruchomej, ktora stanowi roztwér metanolu w wodzie
(85:100, v/v). Zastepujac oktadecylowe grupy fazy stacjonarnej grupami bardziej
polarnymi (np. fenylowymi lub cyjanowymi) mozna skutecznie eluowaé aglikony
przy mniejszym udziale procentowym rozpuszczalnika polarnego [31]. Formy
acetylo- i malonylo-glukozowe eluuja pomiedzy glikozydami a aglikonami. Podsu-
mowujac, sklonno$¢ do przejawiania hydrofobowosci, a co za tym idzie kolejnos¢
wymywania izoflawondw, zaczyna sie od glikozydéw poprzez malonyloglukozydy,
acetyloglukozydy, a na koncu szeregu pojawiaja si¢ wolne (niehydratowane) agli-
kony [33].

PODSUMOWANIE

Skrécenie czasu analizy, obnizanie wartosci granicy wykrywalnosci izoflawo-
néw oraz stosowanie mozliwie malej ilosci odczynnikéw i masy badanej probki,
prowadzi chemie¢ analityczng w kierunku usprawnienia, miniaturyzacji i optyma-
lizowania wydajno$ci analiz. Najnowsze prace koncentruja si¢ na badaniu szlakow
metabolicznych izoflawondw, ich pochodnych oraz ich metabolitéw pojawiajacych
sie w zywych organizmach. Z racji szerokiego zakresu wystepowania izoflawonéw,
ich zastosowania oraz znaczenia w medycynie, farmacji i zywieniu, metody detekcji
tych zwigzkow powinny by¢ nadal przedmiotem badan. Ponadto, w zywych organi-
zmach funkgje fizjologiczne metabolitow fitoestrogendw nie sa do konca poznane,
réwniez nie jest gruntownie poznany mechanizm ich powstawania w ustrojach
zywych. Wszystko to sklania fizjologéw oraz analitykéw do prowadzenia kolejnych
prac usprawniajacych metody analityczne, ktére pozwolilyby na jeszcze bardziej
wiarygodne oznaczanie izoflawonéw i ich pochodnych oraz metabolitéw w mate-
riatach biologicznych.
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Tabela 1. Metody oznaczania izoflawonéw przy uzyciu HPLC
Table 1. Analytical methods for the determination of selected isoflavonoids
Zwigzki Przygotowanie probki Parametry analizy chromatograficznej Ref.
daidzeina | Materiak: 1. Kolumna: YMC ODS-AM, 5 um, Griffith
L Biatko sojowe, zywno$¢ oraz 250 x 3 mm, i Collison
genisteina .
odzywcze suplementy pochodze- | Eaz4 mobilna: (28]
glyciteina nia sojowego A - 0,1 % (v/v) kwas octowy w wodzie
daidzyna Ekstrakcja: B- O,I%I(V/V) kwas octowy
) o 1 g prébki umiesci¢ w pro- w acetonitrylu
genistyna boéwce, z nakretky, o wymiarach | Przeplyw: 0,65 ml/min
glycityna 125 mm x 20 mm Temp. kolumny: 40°C
acetyloda- o doda¢ 6 ml wody dejonizowanej Nastrzyk: 5 pl
i oraz 0,5 ml standardu wewnetrz- P Juciis
idzina nego - apigeniny (2000 pug/ml arametry elucji:
acetylogli- w MSO). Wymieszac. Czas (min) A B
cina « ekstrakcja w mieszalniku obroto- 0 90 10
acetyloda- wym przez 2 godziny 60 70 30
idzyna « doda¢ 3,5 ml wody dejonizowa- 63 10 90
nej i wymieszac 73 90 10
o uzupelni¢ 50% roztworem
acetonitrylu 2.jw.
« wirowac przez 10 min przy 2000 Parametry elugji:
obrotéw Czas (min) A B
o ilo$¢ probki przenoszonej do 0-5 85 15
naczynek uprzednio przefiltro-
wacé przez 0,45 pm filtr PVDF 36 71 29
44 65 35
47 10 90
57 90 10

3. Kolumna: Altima C18, 3 um , Rocket
53 x 7 mm,

Temp. kolumny: 40°C
Przeptyw: 3 ml/min
Natrzyk: 5 pl
Detekcja: 260 nm

Faza mobilna:

A: 0.1% roztwor kwasu octowego
doprowadzony 25% wodnym roztwo-
rem amoniaku do pH = 3,5.

B: 100% acetonitryl

Program elucji:

Czas (min) A (%) B (%)
0-9 73 27
13 71 29

15 90 10
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Zwigzki Przygotowanie probki Parametry analizy chromatograficznej Ref.
daidzeina | Material: Kolumna: Luna C18, 5 um,150 x 4,6 Chen [27]
. Suplementy sojowe mm,

genisteina

Ekstrakcja: Faza mobilna:
glyciteina | | 0,2 grama oznaczanej prébki (brak doktadnego sformutowania, odsy-
daidzyna umiesci¢ w 20 ml probéwee famy do publil;acji)

, . A - acetonitry.
genistyna | df)dac 4 m.l WOd,Y i16 ml aceto- | g 809 metanol w wodzie (v/v)
nitrylu. Miesza¢ wytrzgsajac. ; mi
glycityna o przez 40 min sonifikowa¢ Preeplyw: O’S'Tn fmin
acetyloda- W 25°C Program elucji:
idzina « pobra¢ 1 ml probki i wirowad Czas (min) A B
10 mi 2000
acetylogli- przez 10 min w Xg 0 88 12
cina o przefiltorwany supernatant 10 70 30
przefiltrowa¢ przez PVFD 0.45 40 10 9

acetyloda- zla¢ do fiolka uzupetnic¢ 80%
idzyna acetonitrylem 46 88 12

Procedura ta skraca obstuge 56 88 12

w trakcie przygotowywania

probki.
daidzeina | Material: Kolumna: C18, 3,5 pum, 150 x 3 mm, Morales de la
genisteina Napoj owocowo-sojowy Przedkolumna, C18, 5 pm, Pefiaiin [34]
glyciteina | Ekstrakcja: Faza mobilna:
daidzyna | * 1 gliofilizatu + 80% etanol A - woda/metanol (80:20);

24 zakwaszony 1M HCI B - woda/metanol/acetonitrylu

genistyna | | inkubacja w 80°C przez 1 h (40:40:20)
glycityna chlodzenie probki i wytrzasanie | Przeptyw: 0,3 ml/min

przez 2 min

» wirowanie 10 min, 12 000 xg
w4°C

« supernatant pobra¢, a reszte
ponownie ekstrahowac¢ z 7,5 ml
80% etanolu i zla¢ do kolby
miarowej ktorg nastepnie wypel-
niono 80% etanolem.

o filtracja przez filtr 0,2 um

Nastrzyk: 20 ul

Temperatura:
kolumna - 37°C

podajnik - 4° C

Program elugji:

Czas (min) A (%) B (%)
0 80 20
15 80 20
25 0 100
50 0 100
52 80 20

70 80 20
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0,5 ml, wymieszac

o doda¢ 8 ml acetonitrylu
wymieszac

o doda¢ 5 ml czystej dejonizowa-
nej wody i wymiesza¢

« kolejne kroki nie sa konieczne
dla prébek juz rozpuszczonych

« miesza¢ na wytrzasarce, przez
60 min z przekrecaniem co
5 min.

o dodac 6,5 ml wody dejonizowa-
nej — mieszac

» wirowac przez 10 min w 200 xg

o supernatant, przefiltrowa¢ przy
pomocy filtra strzykawko-
wego i przenie$¢ do naczynek
pomiarowych

1,5 ml/min dla kolumny4,6 mm

Detekcja UV przy dlugosci fali 260 nm
Temperatura kolumny: 40°C

Faza mobilna:

A -H,020,05% H,PO,

B - 100 % acetonitryl

Program elucji:

Czas (min) A B
0 90 10

60 70 30

63 10 90

73 90 10

Zwigzki Przygotowanie probki Parametry analizy chromatograficznej Ref.
daidzyna Material: Kolumny: AOAC
daidzeina | Sojaizywnos¢ pochodzenia (brak danych producenta) 2001.10 [25]

. sojowego. C18200 x 2,Imm
genistyna Eistrakeja: C18 200 x 4,6mm
genistena | o1 g probki zmiesza¢ z40 ml | Faza mobilna:
glycityna 80% metanolu (mieszanina A - woda-metanol-kwas octowy
genistein ekstrakcyjna) (88:10:2)
« wytrzasaé w 65°C przez B - metanol-kwas octowy (98:2)
2 godziny Przeplyw:
« ochlodzi¢ do temperatury poko- 0,4 ml/min dla kolumny 2,1 mm
jowej i do,dac' 3 ml2M NaOH 1,5 ml/min dla kolumny 4,6 mm
. Wqusac w Wrzqsarce orbital- Cras analizy: 44,5 min
nej przez 10 min
« doda¢ 1 ml lodowatego kwasu Program elucji:
octowego, wymieszac i uzu- Czas (min) A B
petni¢ do .50 ml mieszaning 0.1 90 10
ekstrakcyjna
o przefiltrowac i pobra¢ 5 ml 30 40 60
ekstraktu doda¢ 4 ml wody 31 0 100
i uzupelni¢ do 10 ml metanolem, 37 90 10
mieszaning lekko wymiesza¢
o pobra¢ ok 1 ml ekstraktu do 445 %0 10
1,5 ml probéwki Eppendorfa i
wirowa¢ przez 5 min na 7000 xg
« tak oczyszczong probke przeno-
simy do naczynka
o supernatnatu nie nalezy filtro-
wac przez filtry membranowe
daidzeina | Material: Kolumna: AOAC
daidzeina | Zywnos¢ oraz suplementy diety ODS, C18; 5 um 2008.03 [35]
. pochodzenia sojowego rekomendowane wymiary:
genisteina , 250 x 3 mm lub 250 x 4,6 mm
o Ekstrakcja: 4 >
genisteina | g produktow sojowych w wyta- | Nastrzyk: 5 ul
glycitina rowanej zlewce z korkiem Przeplyw:
genistein + doda¢ standard wewnetrzny 0,65 ml/min dla kolumny 3 mm
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puerarina | Materiak: Kolumna: Waters Nova-Pak C18 Delmonte
daidzina Suplementy diety i zywnosci 150 x 3,9 mm, 4 um. iin. [23]

Iveitina pochodzenia sojowego, z ekstrak- | ,2¢. 100 min + 20 min
el téw koniczyny takowej oraz kudzu
enistina Nastrzyk: 5 pl
8 Ekstrakeja: Temp: 40°C
malonylo- | Modyfikacja oficjalnej metody emp:
daidzina | AOAC 2001.10 oraz metody Detekeja:
malonylo- | zastosowanej przez Griffitha skan: 200-400nm, 260nm
lycitina i Collisona, poprzez zastosowanie | Przeptyw: Iml/min
gly pop
malonylo- 1 ml standardu wewnetrznego Faza mobilna:
genistina (2mg/ml) 2’-metoksy-flawonu A - 0,1% kwasu octowego w wodzie;
od oraz 6’-metoksy-flawonu do obu B - 0,1% kwasu octowego
flgejfy 0da- | metod. w acetonitrylu
idzina
o Hydroliza zasadowa: Program elugji:
daidzeina | | 4 1] ekstraktu do 5 ml kolby .
K . Czas (min) A B
acetyloda- miarowej
idzina « doda¢ 300 pl 2 M NaOH. wiro- 0 95 5
acetylogli- wac przez 10 min 50 80 20
cina « doda¢ 100 pl lodowatego 90 60 40
glukozyd CH,COOH
[ . 10 30 70
formone- » dopelni¢ mieszaning H,0/
tyny MeCN (50:50) do catkowitej Réwnowaga: 20 min
glyciteina objetosci 5 ml
calykosin o roztwor przefiltrowac przez 0,45
] um PTFE membrane
acetyloge-
nistina Hydroliza kwasowa:
istei « 4 ml ekstraktu do zakrecanych
genisteina probowek z 1 ml stezonego HCI
glukozyd o probéwki przedmuchano azo-
biocha- tem i ogrzewano w 80°C przez
niny A 2 godziny
pratenseina | ¢ do schfodzonych prébek w
pseudo- temperaturze pokojowej doda¢
bapti 2 ml roztworu 50:5:45 NH,OH
aptige- 1
nina (28-30% w H,0) / lodowaty
CH,COOH/DMSO
formono- | 1 twor przefiltrowad przez
netyna 0,45 um PTFE membrane
prunetina
biocha-

nina A
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Zwigzki Przygotowanie probki Parametry analizy chromatograficznej Ref.
ekwol Materiat: Kolumna: C18 UG120 250 x 4,6 mm Jouiin. [36]
daidzeina | Stinki tofu Detekcja:
dihydroda- Ekstrakcja: 254 nm
idzeina o 3-krotne rozcienczenie woda 280 nm - ekwol
ODMA destylowang probki przeptyw: 1 ml/min

o 1 g zawiesiny dwukrotnie ekstra- | ... mobilna:
genisteina howa¢ 5 ml n_heksa.nem, A - 18% metanolu, 1,8% octan etylu,
dihydroge- | + dwukrotna ekstrakcja 5 ml 0,04% fosforanu oraz 8 pg/ml EDTA-Na
nisteina octanu etylu w wodzie
glicyteina | * odp a.rc.>wac’ OCtaI_lIWV 40f’C pod B - 2% octan etylu w metanolu
zmniejszonym ci$nieniem przez | program elucji gradientowej:
2 godzmyr ) . Udzial solwentu B ronie liniowo
* pozostalod¢ rozpuscié w 1 od 0 do 70% w fazie ruchomej
ml mieszaniny roztworéw A
(18% metanolu, 1.8% octanu
etylu, 0,04% fosforanu, 8 ug/ml
EDTA-Na, reszta woda) i B (2%
octanu etylu w metanolu) w pro-
porgji 1:1 (v/v).
daidzina Materiat: Kolumna: KinetexTM C18, 2,6 um, Manchén
glicytina soja odmiana zo6tta, maka sojowa 100 A,100 x 4,6 mm iin. [30];
genistina | * 058 proébki z 25 ml 50% eta- Czas: min. 12 min Rostagno i in.
lonvleli nolu, ekstrahowa¢ w 20°C przez | Nastrzyk: 10 pl (7]
zrilz:ny &1 60 min; wieloczestotliwo$ciowa Temp: 25-50°C
ekstrakcja (25 i 45 kHz) prowa- Detekcia:
malonylda- dzona w tazni ultradzwiekowej etekcja:
idzi . a1 o skan: 200-400 nm, 254 nm
1dzin » wirowa¢ probki w 10°C przez 2.7 ml/mi
malonylge- 10 min przy obrotach 4000 rpm, przeplyw: 2,7 ml/min
histin stosujac wiréwke Universal 320R | Faza mobilna:
acetylda (Andreas Hettich GmbH & Co. A - 0,1% kwasu octowego w wodzie;
; dzir}ll KG. Tutlingen, Germany) B - 100% acetonitrylu
| « przefiltrowa¢ przez 0,2 um nylo- Program elucji:
acetylgeni-
wtin nowy filtr strzykawkowy Czas (min) A B
malonylgli- 0 92
citin 1,04 85 15
daidzeina 3,56 83 17
genisteina 4,56 80,8 19,2
glicyteina 5,50 50 50
6,50 0 100
7,50 92 8
Réwnowaga: 2 min
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