Metodyczne aspekty oznaczania flawonoidow w produktach zywieniowych
o potencjale kardioprotekcyjnym - przeglad warunkéw HPLC

STRESZCZENIE

Wzrasta zainteresowanie flawonoidami jako bioaktywnymi skltadnikami zywnosci funk-
cjonalnej. Flawonoidy to obszerna grupa naturalnych zwiazkéw polifenolowych, kt6-
re pelnia wiele istotnych funkcji biologicznych, dzialajac przeciwutleniajaco, przeciwzapal-
nie, przeciwzakrzepowo oraz kardioprotekcyjnie. W kontekscie rosnacej zachorowalnosci
na choroby ukladu sercowo-naczyniowego, spozywanie zywnosci zawierajacej flawonoidy,
jako czynnika prewencyjnego, nabiera szczegolnego znaczenia. Zrédlem tych zwiazkow sa
przede wszystkim owoce, takie jak aronia, czarna porzeczka, jablka, glog, cytryny czy czer-
wone winogrona. Oznaczono w nich flawonoidy o udokumentowanym dziataniu kardiopro-
tekcyjnym, tj. katechine, epikatechine, kwercetyne, kemferol, myricetyne, rutyne, apigeni-
ne, luteoling, naringenine i hesperetyne. Precyzyjna identyfikacja i oznaczenie flawonoidéw
wymaga zastosowania odpowiednich metod analitycznych. Wysokosprawna chromatografia
cieczowa pozostaje obecnie jedna z najczesciej wykorzystywanych technik w analizie ja-
kosciowej i iloSciowej. Wybér warunkow ekstrakcji oraz parametrow chromatograficznych,
takich jak typ kolumny, rodzaj fazy ruchomej, sposob elucji czy zastosowany detektor, sa
kluczowe dla zapewnienia selektywnosci i powtarzalnosci oznaczen. Celem niniejszej pracy
jest przeglad metodycznych aspektéw oznaczania flaiwonoidéw w wybranych produktach
zywieniowych, stosowanych w profilaktyce choréb krazenia. Zestawiono metody ekstrakcji
flawonoidéw oraz warunki prowadzenia chromatografii cieczowej. Analizowane badania
zawieraly surowce roslinne, zarowno w postaci §wiezej, jak i liofilizowanej czy mrozonej.
Ekstrakty pochodzily z catych surowcéw, jak réwniez z ich miazszu, skérek czy lisci. Praca
stanowi przeglad praktycznych rozwiazan i moze postuzy¢ jako wsparcie w planowaniu ana-
liz ilosciowych flawonoidéw.

WPROWADZENIE

Zaréwno medycyna ludowa, jak i wspodlczesna podkreslaja znaczenie spo-
zywania znacznych iloéci owocéw. Szczegdélowa analiza literatury naukowej
wskazuje na to, ze dieta zawierajaca owoce moze przeciwdziata¢ chorobom
ukladu sercowo-naczyniowego. Na podstawie ilosci publikacji, dostepnych w
bazie danych Google Scholar, obejmujacych lata 2010-2025, wybrano, do scha-
rakteryzowania pod wzgledem warunkéw ekstrakcji flawonoidéw i oznaczen
ilosciowych, produkty zywieniowe o najlepiej udokumentowanym dziataniu
kardioprotekcyjnym (Tab. 1). Spozywanie tych owocéw czy tez ich suplemen-

Tabela 1. Ilos¢ dostepnych publikacji w bazie danych Google Scholar (2010-2025), na temat owocoéw zawie-
rajacych flawonoidy o dziataniu kardioprotekcyjnym.

Owoce Ilos¢ publikacji

Aronia (Aronia melanocarpa) 7 050
Czarna porzeczka (Ribes nigrum) 7020
Glog (Crataegus Monogyna) 2630
Jabtko (Malus) 19 000
Winogrona czerwone (Vitis vinifera) 17 400
Cytryny (Citrus limon) 17 800

tow wykazuje dziatanie hipotensyjne i wspomagajace krazenie i wptywa na po-
prawe elastycznosci naczyn krwionosénych [1-14]. Odpowiadaja za to flawono-
idy, takie jak katechina, epikatechina, kwercetyna, kemferol, myricetyna, rutyna,
apigenina, luteolina, naringenina i hesperetyna. Wzory strukturalne tych zwiaz-
kow zostaly przedstawione na rycinie 1. Ze wzgledu na ich wtadciwosci, zwigzki
te sa coraz czesciej postrzegane, nie tylko jako skladniki odzywcze, ale réwniez
jako czynniki bioaktywne o potencjale terapeutycznym, zwlaszcza w kontekscie
profilaktyki choréb uktadu krazenia. Ich obecnoé¢ w diecie czlowieka wiaze sie
z szeregiem korzystnych efektéw biologicznych, w tym dziataniem przeciwutle-
niajacym, przeciwzapalnym, przeciwplytkowym oraz kardioprotekcyjnym. Re-
dukuja szkodliwe skutki stresu oksydacyjnego wywolanego nagromadzeniem
si¢ w organizmie duzych ilosci reaktywnych form tlenu, hamuja utlenianie li-
pidéw i kwaséw nukleinowych. Badania naukowe potwierdzily, ze zmniejszaja
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ryzyko wystapienia choréb uktadu krazenia poprzez roz- dacze sugeruja, ze spozycie 400-600 mg/ dobe flawonoidéw

szerzanie naczyn krwionoénych, obnizanie ci$nienia krwi i moze zmniejszac ryzyko zwigzane z chorobami ukladu kra-
poziomu lipoproteiny o niskiej gestosci (cholesterolu LDL). zenia [18]. O ile rola tych zwigzkéw w profilaktyce choréb
Hamuja tworzenie sie blaszek miazdzycowych i indukuja ukladu krazenia zostala juz wielokrotnie udokumentowana
dzialanie enzymu metaloproteinazy, co zmniejsza $miertel- i nie budzi juz obecnie watpliwosci, to sposéb ich oznacze-
nos¢ pacjentéw z chorobami wiericowymi serca [15-20]. Ba- nia nie zostal jednoznacznie ujednolicony i zoptymalizo-

Tabela 2. Warunki ekstrakgji flawonoidéw w wybranych produktach Zywieniowych stosowanych w profilaktyce choréb uktadu krazenia.

Surowiec /0Noi <strakeji Temperatura Przygotowanie probki do

czesd¢ rosliny HPLC

Aronia atechina, zblendowac 40 g owocow; wytrzasa¢ w 4 mg probki rozpusci¢ w 1
(Aronia kwercetyna dodac 200 ml 50% etanolu; temp. pokojowej; ml 50% etanolu;
melanocarpa) / wytrzasac przez 1 godz. przy odparowac pod sonifikowac przez 30 min;
owoce mrozone 30 obr./min; prézniag w temp. przefiltrowac przez 0,22 pm
przepuscic¢ przez filtr No2. 40°C PVDF
Whatman;

zarna atechina, B gp i temp. pokojowa przefiltrowac przez 0,22 pm

porzeczka epikatechina, ekstrahowac z 1,5 ml PVDF
(Ribes nigrum) kwercetyna, mieszaniny: kwas
/owoce i liscie kemferol mréwkowy:acetonitryl 10:5
liofilizowane v/v);
sonifikowacé 20 min;
wirowac (13000 obr./min

przez 10 min)

lidcie: 400 mg probki
ekstrahowac z 14 ml 50%
etanolu, z 0,05 mol/dm?®

H,PO,;

sonifikowacé 15 min;

wirowac (13000 obr./min przez

Czarna rutyna zmieszac probki z woda przefiltrowac przez filtr
porzeczka destylowana w stosunku 1:10 membranowy 0,22 pm
(Ribes nigrum) (w/v);

/skorki owocow sonifikowaé w tazni

ultradzwiekowej przez 2 godz.
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epikatechina,
kwercetyna,
rutyna
Aldas, Ligol,
Lodel) /owoce

czerwone
(Vitis vinifera)
(odmiany:
Cardinal, Gros
noir, Muscat
noir) /skorki
owocow

Glog atechina,

(Crataegus) / rutyna,

liscie myricetyna,
kwercetyna,
kemferol
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zmieli¢ probki na 5
odwazy¢ 2,5 g probki i dodac
30 ml etanolu (70%, v/v);
ekstrahowac w fazni
ultradzwiekowej przez 20 min

probki wysuszyc i zetrze¢ na
proszek;

ekstrahowaé dwukrotnie w
80 ml metanol/woda/TFA
(80:20:0,05) i 50 ml aceton/
woda (60:40) przez 15 min);
wirowac przez 10 min (10000
obr./min);

przefiltrowac przez szklany
filtr z mikrofibry;

przygotowac napary z15 g
swiezych lisci w 100 ml wody
destylowanej;

sonifikowac¢ w tazni
ultradzwiekowej przez 30
minut;

wirowac przez 10 min (2000

ekstrahowac

w tazni
ultradzwiekowej w
temp. 40°C

wysuszy¢ w temp.
50°C; ekstrahowad
w (temp. 25°C;
wirowac w temp.
10°C; suszy¢ pod
prézniag w temp.
30°C

temp. pokojowa

przefiltrowac przez fi
papierowy;

przemy¢ dwukrotnie 10 ml
etanolu (70%, v/v);
przefiltrowac przez filtr 0,22

rozpusci¢ w 5

przefiltrowac przez filtr 0,45
pm




Cytryny (Citrus hesperetyna, do 600 mg probki dodaé 50 ml
limon) kemferol etanol/woda (v/v, 4:1);
Lemon sonifikowac przez 15 min w
IntegroPectin temp. 40°C;

/skorki wirowac (10000 obr./min, 10

sonifikowaé w
temp. 40°C

przefiltrowaé przez filtr [58]
membranowy

Rycina 1. Wzory strukturalne flawonoidéw o dziataniu kardioprotekcyjnym.

Flawonoidy
o dziataniu
kardioprotekcyjnym

== katechina

\ apigenina

wany. Brak standaryzacji w tym zakresie moze prowadzi¢
do rozbieznoéci w wynikach i trudnosci w poréwnywaniu
danych literaturowych. W praktyce laboratoryjnej analizie
poddawane sa rézne postacie produktéw zywieniowych,
zaréwno $wieze, jak i liofilizowane, suszone czy mrozone,
a takze r6zne wyizolowane czesci, takie jak miazsz, skérka
czy liscie. R6znorodnosé ta wptywa nie tylko na sktad jako-
Sciowy i ilosciowy flawonoidéw, ale takze na stopieri eks-
trakgcji i stabilnosé tych zwigzkéw [21-23]. Z tego wzgledu
niezbedna jest dokladna, powtarzalna i selektywna analiza
flawonoidéw, ktéra umozliwia wysokosprawna chromato-
grafia cieczowa (HPLC). Jednakze, ze wzgledu na réznice

w skladzie chemicznym flawonoidéw, ich polarnosci, ma-
sie czagsteczkowej oraz powinowactwie do fazy stacjonarnej,
nie istnieje uniwersalna metoda rozdziatu, dlatego warunki
chromatograficzne musza by¢ zoptymalizowane indywidu-
alnie dla danej matrycy i grupy analitéw [24-33]. Stosowa-
nie réznych kolumn chromatograficznych pozwala dosto-
sowac selektywnos¢ rozdziatu do charakterystyki flawono-
idéw, umozIliwiajac rozdzielenie nawet bardzo podobnych
strukturalnie zwigzkéw. Z kolei dobér eluentéw wplywa
na efektywnos¢ elugji, jonizacje zwigzkéw i ich wykrywal-
nos¢. Gradient elucji, temperatura kolumny, przeptyw fazy
ruchomej czy typ detekcji réwniez wymagaja precyzyjnego

Pobieranie
prébki

Homogenizacja

Ekstrakcja

é
HPLC Analiza
jakosciowa i
ilosciowa

Filtracja

Rycina 2. Schemat ogélnej procedury analitycznej oznaczania flawonoidéw w probkach zywnosci.
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Tabela 3. Warunki oznaczania flawonoidéw metodg HPLC w wybranych produktach zywieniowych stosowanych w profilaktyce choréb uktadu krazenia.

Temp. termostatu,
Surowiec Kolumna objetosé probki, Detektor  Eluenty Warunki elugji
szybkos¢ przeptywu

Czas ana-
lizy

Aronia C18 (250 mm x jr?&%fvﬁfx; iv
. 0,
(Aronia melano- :;?erﬁg?é 131(1)1;:’ 107, L ml/ UV-VIS wodzie, B-0,5% kwas 7-40% B 70 min [47]
carpa) czastek 5 um mréwkowy w acetoni-
q ]’1 try].u

) 0-2 min, 8% B; 2-21,5
Crama porzec. Eés rr(lif;) MM X 540C, 20 pl (owoce), iolii":‘(;g‘;“’l"/"b)‘“gy/ min, 8-16% B; 21,5-51,5
zka oo 10 pl (liscie), DAD tonitryl/ metanol/ i 1623% B;515565  615min  [48]
Ribes nigrum) 0 1,2 ml/min acetomitry’/ metanol/- i, 23-40% B; 56,5-61,5
2 =
czastek 4 pm woda (90:5:5 v/v/v) min. 8% B

019
Czarna porzec- ﬁsﬁo_ e b ﬁ) gt,:v/gr(‘liw//v ‘;)SKOdny 0-20 min, 8-30% B; 20-35
zka & ,)ﬁ Y UV-VIS min, 30-70% B; 35-40 40 min [50]
. . wielkosé 1,2 ml/min mréwkowego, B- . o
(Ribes nigrum) czastek 5 pm acetonitryl min, 70-8% B

Jabtko (Malus)

(Ebitkriv: C18 (250 mm x A-2% (v/v) kwas 0-30 min, 3-15% B;
any: 4,6 mm); 25°C,10 pl, ° ; 30-45 min, 15-25% B; .
Auksis, X . b DAD octowy w wodzie, . o T 55 min [52]
Aldas, Ligol wielkosé 1 ml/min B-100% acetonitryl 45-50 min, 25-50% B;
Lo deli 8oL czastek 5 pm ? Ty 50-55 min, 50-95% B

Winogrona

czerwone A-kwas mrowkowy/

(Vitis vinifera) o woda/acetonitryl . . LB A

o — C18 (250 mm x 10' C, b.d., 0,8 ml/ DAD (10:6030 v/v/v), 0-26 min, 80-15 A:) A; 30 min [54]
. 4,6 mm) min . 26-30 min, 15-80% A

Cardinal, Gros B-kwas mrowkowy/

noir, Muscat woda (10:90 v/v)

noir)
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C18 (150 mm x A-0,1% kwas octowy w 2 min, 5% B; 2-18 min,
Glog 4,6 mm); 25°C, 20 pl, 0,5 ml/ DAD. MS wodzie (99:1), B-0,1%  5-40% B; 18-20 min, 40-
Crataequs) wielkos¢ min ’ kwas octowy w ace- 90% B; 20-24 min, 24-25
( S wy
min, 90-5% B

25 min [57]

czastek 5 pm tonitrylu

A-0,1% wodny roztwoér

Cytryny (Citrus  C18 (50 mm x kwasu mréwkowego, 1 min, 95% A; 1-14 min,

Limon) 2,1 mm); 20°C,5¢l, 025 ml/ UV-VIS, g 419, metanolowy ~ 100% B; 1520 min, 100% 21 min [58]
Lemon Integro- wielkos¢é min MS p . o

. roztwor kwasu B; 20-21 min, 95% A
Pectin czastek 1,8 pm

mréwkowego

b.d. - brak danych

Intens. 1]
[ B
] {a) Pica peel
2000
] 40
1000 39
] - .
“_ a0
] ib) Pica pulp
M—E »
5060 1738
" myqle | 229 B g Y 34 se M M\
» — :
Tt 16
3000 (e) Genova peel
1000
g » =5
] "
] (d) Genova pulp
2000
; 1 e L b 3 3
' Fo. S, —
s
port ie) Sutil peel . \
] 3940
1008 § n T 23 4 3738
] 1 o I
3 - i T JL‘J;\_'_ J} N I"'.\‘.-F“&u_jw 3334 35 r"\ _,.r'l..l‘1| e
(] |
00 - i) Sutil pulp
oy 1
4 40
- ] JL 3 3 i 5 ¢ ¥ a0 _,,H-'“—J\-_.,,_
8 P J'Lu_lhu_._,.ﬂ. J"\I._N- ;
L] 0 = ® Time (min.)

Rycina 3. Chromatogramy ekstraktow z réznych odmian cytryn [44]. Pica - flawonoidy w skorce: 12, 39 - apigenina, 14, 20, 25, 27, 40 - luteolina, 22 - hesperetyna, 28 -
naringeina. Pica - flawonoidy w miazszu: 12, 39 - apigenina, 19 - rutyna, 22 - hesperytyna, 25, 40 - luteolina, 28 - naringenina, 36 - kwercetyna. Genova - flawonoidy
w skorce: 12, 20, 39 - apigenina, 14, 40- luteolina, 19 - rutyna, 22 - hesperetyna, 28 - naringenina. Genowa - flawonoidy w migzszu: 12 - apigenina, 22 - hesperetyna, 28 -
naringenina. Sutil - flawonoidy w skérce: 12, 20, 33, 34, 35, 39 - apigenina, 19 - rutyna, 21 - kemferol, 22 - hesperetyna, 25, 40 - luteolina, 28 - naringenina, 32 - kwercetyna.
Sutil - flawonoidy w migzszu: 2, 3 - apigenia, 4 - kwercetyna, 22 - hesperetyna, 25, 27, 40 - luteolina.
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dostosowania, poniewaz niewlasciwe warunki moga pro-
wadzi¢ do niepelnego rozdziatu, nakladajacych sie pikéow
lub degradacji analitow. Optymalizacja tych parametréw
jest zatem kluczowa dla zapewnienia dokladnosci, czulosci
i powtarzalnosci oznaczen [34-42].

OZNACZANIE FLAWONOIDOW W PRODUKTACH
ZYWIENIOWYCH - WARUNKI EKSTRAKC]JI
I POMIARU ZA POMOCA HPLC

Wybér odpowiednich warunkéw ekstrakcji oraz warun-
kéw chromatograficznych stanowi kluczowy etap metody
analitycznej i determinuje jako$¢ uzyskanych wynikow.
Na rycinie 2 przedstawiono schemat blokowy ogélnej pro-
cedury analitycznej oznaczania flawonoidéw w prébkach
zywnosci. Tabela 2 zawiera przeglad warunkéw ekstrak-
gji flawonoidéw w wybranych produktach zywieniowych
stosowanych w profilaktyce choréb ukiadu krazenia. Wa-
runki oznaczania flawonoidéw metoda HPLC, takie jak
typ kolumny chromatograficznej, temperatura termostatu,
objetos¢ probki, szybkos¢ przeptywu eluentéw, zastosowa-
ny detektor, rodzaj eluentu, sposob elucji oraz czas analizy
zostaly przedstawione w tabeli 3. Wiekszoé¢ naturalnych
produktéw zywieniowych zawiera duza liczbe réznych
zwigzkoéw fenolowych, z ktérych wiele ma podobne wia-
Sciwosci chemiczne, takie jak polarnosé, co sprawia, ze cat-
kowite rozdzielenie i identyfikacja wszystkich zwigzkéw
jest niezwykle trudna [43]. Przykladowy chromatograf
zwigzkoéw fenolowych wyizolowanych z réznych odmian
cytryn przedstawia rycina 3 [44]. Obecny stan wiedzy nie
pozwala na zoptymalizowanie metod wstepnego przygoto-
wania probek czy doboru warunkéw chromatograficznych.
Niemniej jednak, naukowcy stale opracowuja, modyfiku-
ja i stosuja nowe metody, aby osiagnac prostsze, szybsze,
bardziej przyjazne dla srodowiska i tarisze metody analizy.
Waliduje sie takie parametry jak rodzaj i temperature ko-
lumny, rodzaj eluentéw czy rézne stezenia rozpuszczalni-
kow ekstrakcyjnych [45].

PODSUMOWANIE

W kontekscie rosnacego zainteresowania prewencja cho-
réb ukladu krazenia, analiza flawonoidéw w matrycach
roslinnych wymaga zastosowania czutych i selektywnych
metod chromatograficznych. HPLC, w polaczeniu z réz-
nymi typami detekcji, pozwala na oznaczanie ilosciowe
flawonoidéw w réznych formach produktéw ($wiezych,
liofilizowanych, suszonych czy mrozonych). Zaleta HPLC
jest mozliwosé¢ stosunkowo szybkiego dostosowania wa-
runkéw analitycznych, takich jak typ kolumny, sklad fazy
ruchomej, gradient elucji czy temperatura kolumny do kon-
kretnej grupy flawonoidéw i badanej matrycy. W pracy do-
konano przegladu i poréwnania warunkéw ekstrakcji oraz
parametréw chromatograficznych stosowanych w analizie
flawonoidéw w réznych produktach zywieniowych o udo-
kumentowanym znaczeniu kardioprotekcyjnym. Ze wzgle-
du na ogromna réznorodnosé¢ flawonoidéw, nie istnieje
optymalna metoda ekstrakcji i ich oznaczenia w zlozonych
matrycach. Przyszte perspektywy w tej dziedzinie powinny
koncentrowac sig¢ na rozwoju czutych i przyjaznych dla éro-
dowiska metod analitycznych, a takze na szybszej i bardziej
selektywnej ekstrakeji flawonoidéw.
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ABSTRACT

There is growing interest in flavonoids as bioactive components of functional foods. Flavonoids are a broad group of natural polyphenolic
compounds that perform many important biological functions, including antioxidant, anti-inflammatory, antithrombotic, and cardioprotec-
tive effects. Given the rising incidence of cardiovascular disease, consuming foods containing flavonoids as a preventive factor is particularly
important. These compounds are primarily sourced from fruits such as chokeberry, blackcurrant, apples, hawthorn, lemons, and red grapes.
Flavonoids with documented cardioprotective effects have been identified in these foods, including catechin, epicatechin, quercetin, kae-
mpferol, myricetin, rutin, apigenin, luteolin, naringenin, and hesperetin. Precise identification and characterization of flavonoids requires
the use of appropriate analytical methods. High-performance liquid chromatography remains one of the most commonly used techniques in
qualitative and quantitative analysis. The selection of extraction conditions and chromatographic parameters, such as column type, mobile
phase, elution method, and detector, are crucial for ensuring selectivity and repeatability of determinations. The aim of this paper is to review
the methodological aspects of flavonoid determination in selected food products used in the prevention of cardiovascular disease. Flavonoid
extraction methods and liquid chromatography conditions are summarized. The analyzed studies included plant materials in both fresh,
freeze-dried, and frozen forms. Extracts were derived from whole plants, as well as from their flesh, peels, and leaves. This paper provides an
overview of practical solutions and can be used to support planning quantitative flavonoid analyses.
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