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Wykaz skrótów: DAD – detektor z matrycą 
diodową (ang. diode array detector); HPLC – wy-
sokosprawna chromatografia cieczowa (ang. 
high performance liquid chromatography); MS 
– spektrometr mas (ang. Mass Spectrometry); 
PTFE - politetrafluoroetylen (ang. polytetraflu-
oroethylene); PVDF – polifluorek winylidenu 
(ang. polyvinylidene fluoride); TBHQ – tert-bu-
tylohydrochinon (ang. tert-butylhydroquinone); 
TFA – kwas trifluorooctowy (ang. trifluoroacetic 
acid); UV-VIS – spektroskopia z zakresu ultra-
fioletu i światła widzialnego (ang. ultraviolet-
-visible spectroscopy)

Metodyczne aspekty oznaczania flawonoidów w produktach żywieniowych 
o potencjale kardioprotekcyjnym – przegląd warunków HPLC

STRESZCZENIE

Wzrasta zainteresowanie flawonoidami jako bioaktywnymi składnikami żywności funk-
cjonalnej. Flawonoidy to obszerna grupa naturalnych związków polifenolowych, któ-

re pełnią wiele istotnych funkcji biologicznych, działając przeciwutleniająco, przeciwzapal-
nie, przeciwzakrzepowo oraz kardioprotekcyjnie. W kontekście rosnącej zachorowalności 
na choroby układu sercowo-naczyniowego, spożywanie żywności zawierającej flawonoidy, 
jako czynnika prewencyjnego, nabiera szczególnego znaczenia. Źródłem tych związków są 
przede wszystkim owoce, takie jak aronia, czarna porzeczka, jabłka, głóg, cytryny czy czer-
wone winogrona. Oznaczono w nich flawonoidy o udokumentowanym działaniu kardiopro-
tekcyjnym, tj. katechinę, epikatechinę, kwercetynę, kemferol, myricetynę, rutynę, apigeni-
nę, luteolinę, naringeninę i hesperetynę. Precyzyjna identyfikacja i oznaczenie flawonoidów 
wymaga zastosowania odpowiednich metod analitycznych. Wysokosprawna chromatografia 
cieczowa pozostaje obecnie jedną z najczęściej wykorzystywanych technik w analizie ja-
kościowej i ilościowej. Wybór warunków ekstrakcji oraz parametrów chromatograficznych, 
takich jak typ kolumny, rodzaj fazy ruchomej, sposób elucji czy zastosowany detektor, są 
kluczowe dla zapewnienia selektywności i powtarzalności oznaczeń. Celem niniejszej pracy 
jest przegląd metodycznych aspektów oznaczania flawonoidów w wybranych produktach 
żywieniowych, stosowanych w profilaktyce chorób krążenia. Zestawiono metody ekstrakcji 
flawonoidów oraz warunki prowadzenia chromatografii cieczowej. Analizowane badania 
zawierały surowce roślinne, zarówno w postaci świeżej, jak i liofilizowanej czy mrożonej. 
Ekstrakty pochodziły z całych surowców, jak również z ich miąższu, skórek czy liści. Praca 
stanowi przegląd praktycznych rozwiązań i może posłużyć jako wsparcie w planowaniu ana-
liz ilościowych flawonoidów.

WPROWADZENIE
Zarówno medycyna ludowa, jak i współczesna podkreślają znaczenie spo-

żywania znacznych ilości owoców. Szczegółowa analiza literatury naukowej 
wskazuje na to, że dieta zawierająca owoce może przeciwdziałać chorobom 
układu sercowo-naczyniowego. Na podstawie ilości publikacji, dostępnych w 
bazie danych Google Scholar, obejmujących lata 2010–2025, wybrano, do scha-
rakteryzowania pod względem warunków ekstrakcji flawonoidów i oznaczeń 
ilościowych, produkty żywieniowe o najlepiej udokumentowanym działaniu 
kardioprotekcyjnym (Tab. 1). Spożywanie tych owoców czy też ich suplemen-

tów wykazuje działanie hipotensyjne i wspomagające krążenie i wpływa na po-
prawę elastyczności naczyń krwionośnych [1-14]. Odpowiadają za to flawono-
idy, takie jak katechina, epikatechina, kwercetyna, kemferol, myricetyna, rutyna, 
apigenina, luteolina, naringenina i hesperetyna. Wzory strukturalne tych związ-
ków zostały przedstawione na rycinie 1. Ze względu na ich właściwości, związki 
te są coraz częściej postrzegane, nie tylko jako składniki odżywcze, ale również 
jako czynniki bioaktywne o potencjale terapeutycznym, zwłaszcza w kontekście 
profilaktyki chorób układu krążenia. Ich obecność w diecie człowieka wiąże się 
z szeregiem korzystnych efektów biologicznych, w tym działaniem przeciwutle-
niającym, przeciwzapalnym, przeciwpłytkowym oraz kardioprotekcyjnym. Re-
dukują szkodliwe skutki stresu oksydacyjnego wywołanego nagromadzeniem 
się w organizmie dużych ilości reaktywnych form tlenu, hamują utlenianie li-
pidów i kwasów nukleinowych. Badania naukowe potwierdziły, że zmniejszają 

Tabela 1. Ilość dostępnych publikacji w bazie danych Google Scholar (2010–2025), na temat owoców zawie-
rających flawonoidy o działaniu kardioprotekcyjnym.

Owoce Ilość publikacji
Aronia (Aronia melanocarpa) 7 050
Czarna porzeczka (Ribes nigrum) 7 020
Głóg (Crataegus Monogyna) 2 630
Jabłko (Malus) 19 000
Winogrona czerwone (Vitis vinifera) 17 400
Cytryny (Citrus limon) 17 800
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ryzyko wystąpienia chorób układu krążenia poprzez roz-
szerzanie naczyń krwionośnych, obniżanie ciśnienia krwi i 
poziomu lipoproteiny o niskiej gęstości (cholesterolu LDL). 
Hamują tworzenie się blaszek miażdżycowych i indukują 
działanie enzymu metaloproteinazy, co zmniejsza śmiertel-
ność pacjentów z chorobami wieńcowymi serca [15-20]. Ba-

dacze sugerują, że spożycie 400–600 mg/dobę flawonoidów 
może zmniejszać ryzyko związane z chorobami układu krą-
żenia [18]. O ile rola tych związków w profilaktyce chorób 
układu krążenia została już wielokrotnie udokumentowana 
i nie budzi już obecnie wątpliwości, to sposób ich oznacze-
nia nie został jednoznacznie ujednolicony i zoptymalizo-

Tabela 2. Warunki ekstrakcji flawonoidów w wybranych produktach żywieniowych stosowanych w profilaktyce chorób układu krążenia.

Surowiec/
część rośliny

Flawonoid Metoda ekstrakcji Temperatura Przygotowanie próbki do 
HPLC

Referencje

Aronia (Aronia 
melanocarpa)
/owoce 
mrożone

katechina, 
epikatechina

rozmrozić i zmielić w 
blenderze; przepuścić 
przez prasę (3 bar/5 min); 
rozcieńczyć z wodą (3:1);
przepuścić przez filtr 
membranowy; przechowywać 
przez 90 dni w ciemnym 
miejscu

pasteryzować w 
temp. 80°C przez 
10 minut

rozcieńczyć za pomocą 
mieszaniny: 50 ml 
metanolu (99,9%), 345 
ml dejonizowanej wody, 
0,5 ml kwasu octowego 
(99,7%) i 1 g kwasu 
askorbinowego;
przefiltrować przez 0,45 μm 
PTFE

[46]

Aronia
(Aronia 
melanocarpa) /
owoce mrożone

katechina, 
kwercetyna

zblendować 40 g owoców;
dodać 200 ml 50% etanolu;
wytrząsać przez 1 godz. przy 
30 obr./min;
przepuścić przez filtr No2. 
Whatman;
liofilizować przez 48 godz.

wytrząsać w 
temp. pokojowej; 
odparować pod 
próżnią w temp. 
40°C

4 mg próbki rozpuścić w 1 
ml 50% etanolu;
sonifikować przez 30 min;
przefiltrować przez 0,22 μm 
PVDF

[47]

Aronia
(Aronia 
melanocarpa) 
/owoce 
liofilizowane

kemferol, 
kwercetyna

zmiażdżyć i poddać liofilizacji;
zmielić i
hydrolizować za pomocą 
kwasu askorbinowego; 
wytrząsać w łaźni wodnej 
przez 16 godz.

wytrząsać w temp. 
35°C

przefiltrować przez 0,22 μm 
PVDF

[45]

Czarna 
porzeczka
(Ribes nigrum)
/owoce i liście 
liofilizowane

katechina, 
epikatechina, 
kwercetyna, 
kemferol

owoce: 50 mg próbki 
ekstrahować z 1,5 ml 
mieszaniny: kwas 
mrówkowy:acetonitryl 10:5 
(v/v);
sonifikować 20 min;
wirować (13000 obr./min 
przez 10 min)
liście: 400 mg próbki 
ekstrahować z 14 ml 50% 
etanolu, z 0,05 mol/dm3 
H3PO4;
sonifikować 15 min;
wirować (13000 obr./min przez 
10 min)

temp. pokojowa przefiltrować przez 0,22 μm 
PVDF

[48]

Czarna 
porzeczka
(Ribes nigrum)
/owoce mrożone

kwercetyna, 
kemferol, 
myricetyna

rozdrobnić 100 g próbki w 
blenderze;
przygotować 4 próbki po 5 g;
dodać do każdej 50 ml 
50% metanolu i 20 mg tert-
butylohydrochinonu (TBHQ);
sonifikować 2 godz.;
odwirować (10 min, 4000 obr./
min);
10 ml ekstraktu przenieść do 
szklanej probówki;
dodać 2 ml 6- molowego HCl i 
ogrzać w łaźni wodnej
przez 1 godz.;
dodać 2 ml 6-molowego
NaOH;
ekstrahować za pomocą 20 ml 
octanu etylu przez 15 min;
odparować do sucha warstwę 
z octanem etylu

sonifikować. w 
temp. 35°C;
ogrzać w łaźni 
wodnej w
temp. 80°C;
odparować w 
temp. 35°C

rozpuścić w 500 μl metanolu 
i przefiltrować przez 0,45 
μm PVDF

[49]

Czarna 
porzeczka
(Ribes nigrum)
/skórki owoców

rutyna zmieszać próbki z wodą 
destylowaną w stosunku 1:10 
(w/v);
sonifikować w łaźni 
ultradźwiękowej przez 2 godz.

25°C przefiltrować przez filtr 
membranowy 0,22 μm

[50]
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Jabłko (Malus)
(odmiany: King
Luscious, 
Amasya, Ervin 
Spur, Sky Spur, 
Arap Kizi, Lutz 
Golden, Granny 
Smith)
/miąższ i skórka- 
liofilizowane

katechina, 
epikatechina

1 g skórek i 10 g miąższu 
ekstrahować w trzech etapach 
z 70% roztworem metanolu: 
(10 ml/60 min), (10 ml/45 
min), (5 ml/15 min);
przefiltrować przez bibułę 
filtracyjną i 0,45 μm PTFE;
hydrolizować w 50% metanolu, 
zakwaszonym 1,2 -molowym 
roztworem HCl (2 godz.)

hydrolizować w 
temp. 80°C

przefiltrować przez bibułę 
filtracyjną i 0,45 μm PTFE

[51]

Jabłko (Malus)
(odmiany: 
Auksis,
Aldas, Ligol, 
Lodel) /owoce 
liofilizowane

epikatechina, 
kwercetyna, 
rutyna

zmielić próbki na proszek;
odważyć 2,5 g próbki i dodać 
30 ml etanolu (70%, v/v);
ekstrahować w łaźni 
ultradźwiękowej przez 20 min

ekstrahować 
w łaźni 
ultradźwiękowej w 
temp. 40°C

przefiltrować przez filtr 
papierowy;
przemyć dwukrotnie 10 ml 
etanolu (70%, v/v);
przefiltrować przez filtr 0,22 
μm

[52]

Winogrona 
czerwone
(Vitis vinifera)
(odmiany: 
Summer
Royal, Autumn
Royal, Crimson,
Carati, 
Thompson) /
skórki owoców

katechina, 
kwercetyna, 
kemferol

zebrać 3 próbki po 10 jagód, 
z różnych kiści winogron dla 
każdej odmiany;
zamrozić i
obrać ze skórek; do skórek 
dodać 25 ml 70% etanolu z 1% 
roztworem HCl;
zawiesinę pozostawić na noc 
bez dostępu światła

temp. pokojowa przefiltrować przez filtr 
celulozowy 0,45 μm

[53]

Winogrona 
czerwone
(Vitis vinifera)
(odmiany:
Cardinal, Gros 
noir, Muscat 
noir) /skórki 
owoców

kwercetyna próbki wysuszyć i zetrzeć na 
proszek;
ekstrahować dwukrotnie w 
80 ml metanol/woda/TFA 
(80:20:0,05) i 50 ml aceton/
woda (60:40) przez 15 min);
wirować przez 10 min (10000 
obr./min);
przefiltrować przez szklany 
filtr z mikrofibry;
suszyć pod próżnią

wysuszyć w temp. 
50°C; ekstrahować 
w (temp. 25°C; 
wirować w temp. 
10°C; suszyć pod 
próżnią w temp. 
30°C

rozpuścić w 5 ml metanolu [54]

Głóg
(Crataegus
monogyna,
Crataegus
Azarolus) 
/owoce 
liofilizowane

epikatechina, 
kwercetyna, 
kemferol, 
apigenina, 
luteolina

2 g próbki ekstrahować w łaźni 
ultradźwiękowej trzykrotnie 
za pomocą 15 ml mieszaniny 
etanolu i wody, zakwaszonej 
1,5-molowym roztworem HCl 
(30 minut);
do fazy wodnej dodać octan 
etylu (3 x 100 ml);
zebraną fazę z octanem 
etylu wysuszyć nad Na2SO4; 
odparować próżniowo do 
sucha i ponownie rozpuścić w 
wodzie, a następnie ponownie 
liofilizować

ekstrahować w 
temp. pokojowej

dodać metanol i 
przefiltrować przez filtr 
membranowy 0,45 μm

[55-56]

Głóg
(Crataegus) /
liście

katechina, 
rutyna, 
myricetyna, 
kwercetyna, 
kemferol

przygotować napary z 15 g 
świeżych liści w 100 ml wody 
destylowanej;
sonifikować w łaźni 
ultradźwiękowej przez 30 
minut;
wirować przez 10 min (2000 
obr./min)

temp. pokojowa przefiltrować przez filtr 0,45 
μm

[57]

Cytryny (Citrus 
limon)
(odmiany: 
Pica lemon, 
Genova lemon, 
Sutil lemon) /
skórki i miąższ 
owoców

kwercetyna, 
kemferol, 
apigenina, 
luteolina, 
hesperetyna, 
naringenina, 
rutyna

umyć i obrać cytryny; oczyścić 
miąższ z pestek;
100 g skórki i 100 g miąższu 
zmiksować oddzielnie i dodać 
100 ml 0,1% HCl w metanolu;
ekstrahować trzykrotnie w 
łaźni ultradźwiękowej przez 1 
godz. bez dostępu światła;
połączyć ekstrakty, odparować 
próżniowo;
próbki nanieść na złoże 
Amberlite XAD-7;
przepłukać 100 ml ultraczystej 
wody;
eluować za pomocą 100 ml 
0,1% HCl w metanolu

odparować 
próżniowo w temp. 
40°C

rozpuścić ekstrakty w 2 ml 
0,1% HCl w metanolu;
przefiltrować 0,45 μm PTFE

[44]
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wany. Brak standaryzacji w tym zakresie może prowadzić 
do rozbieżności w wynikach i trudności w porównywaniu 
danych literaturowych. W praktyce laboratoryjnej analizie 
poddawane są różne postacie produktów żywieniowych, 
zarówno świeże, jak i liofilizowane, suszone czy mrożone, 
a także różne wyizolowane części, takie jak miąższ, skórka 
czy liście. Różnorodność ta wpływa nie tylko na skład jako-
ściowy i ilościowy flawonoidów, ale także na stopień eks-
trakcji i stabilność tych związków [21-23]. Z tego względu 
niezbędna jest dokładna, powtarzalna i selektywna analiza 
flawonoidów, którą umożliwia wysokosprawna chromato-
grafia cieczowa (HPLC). Jednakże, ze względu na różnice 

w składzie chemicznym flawonoidów, ich polarności, ma-
sie cząsteczkowej oraz powinowactwie do fazy stacjonarnej, 
nie istnieje uniwersalna metoda rozdziału, dlatego warunki 
chromatograficzne muszą być zoptymalizowane indywidu-
alnie dla danej matrycy i grupy analitów [24-33]. Stosowa-
nie różnych kolumn chromatograficznych pozwala dosto-
sować selektywność rozdziału do charakterystyki flawono-
idów, umożliwiając rozdzielenie nawet bardzo podobnych 
strukturalnie związków. Z kolei dobór eluentów wpływa 
na efektywność elucji, jonizację związków i ich wykrywal-
ność. Gradient elucji, temperatura kolumny, przepływ fazy 
ruchomej czy typ detekcji również wymagają precyzyjnego 

Cytryny (Citrus 
limon)
Lemon 
IntegroPectin 
/skórki 
liofilizowane

hesperetyna,
kemferol

do 600 mg próbki dodać 50 ml 
etanol/woda (v/v, 4:1);
sonifikować przez 15 min w 
temp. 40°C;
wirować (10000 obr./min, 10 
min)

sonifikować w 
temp. 40°C

przefiltrować przez filtr 
membranowy

[58]

Cytryny (Citrus 
limon) /skórki 
liofilizowane

rutyna, 
naringenina, 
kwercetyna

zetrzeć próbki na proszek;
ekstrahować 95% etanolem 
(1/10, w/v) w łaźni 
ultradźwiękowej (60 min);
filtrować próżniowo;
przepuścić przez 
makroporowatą żywicę AB-8 
i odparować w wyparce 
próżniowej

ekstahować w temp. 
50°C

rozpuścić w metanolu [59]

Rycina 1. Wzory strukturalne flawonoidów o działaniu kardioprotekcyjnym.

Rycina 2. Schemat ogólnej procedury analitycznej oznaczania flawonoidów w próbkach żywności.
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Tabela 3. Warunki oznaczania flawonoidów metodą HPLC w wybranych produktach żywieniowych stosowanych w profilaktyce chorób układu krążenia.

Surowiec Kolumna
Temp. termostatu, 
objętość próbki, 
szybkość przepływu

Detektor Eluenty Warunki elucji Czas ana-
lizy Referencje

Aronia
(Aronia melano-
carpa)

C18 (50 mm x 
4,6 mm);
wielkość 
cząstek 1,8 µm

25°C, 10 µl, 1 ml/
min UV-VIS

A-4,5% kwas 
mrówkowy w wodzie, 
B-acetonitryl

0 min, 3% B; 7 min, 9% 
B; 13 min, 12% B; 20 min, 
14% B; 21 min, 80% B; 26 
min, 80% B; 27 min, 3% 
B; 36 min, 3% B

36 min [46]

Aronia
(Aronia melano-
carpa)

C18 (250 mm x 
4,6 mm);
wielkość 
cząstek 5 μm

30°C, 10 μl, 1 ml/
min UV-VIS

A-0,5% kwas 
mrówkowy w 
wodzie, B-0,5% kwas 
mrówkowy w acetoni-
trylu

7-40% B 70 min [47]

Aronia
(Aronia melano-
carpa)

C18 (150 mm x 
3,6 mm)

b.d., b.d., 0,5 ml/
min DAD

A-50 mM diwodorofos-
foran amonu (pH=2,6), 
B-20% A w 80% 
acetonitrylu, C-0,2 mM 
kwas fosforowy(V) 
(pH=1,5)

A:B:C od (100:0:0) do 
(0:80:20) 60 min [45]

Czarna porzec-
zka
(Ribes nigrum)

C18 (250 mm x 
4,6 mm);
wielkość 
cząstek 4 µm

24°C, 20 μl (owoce), 
10 μl (liście),
1,2 ml/min

DAD

A-kwas mrówkowy/
woda (7:93 v/v), B-
acetonitryl/ metanol/
woda (90:5:5 v/v/v)

0-2 min, 8% B; 2-21,5 
min, 8-16% B; 21,5-51,5 
min, 16-23% B; 51,5-56,5 
min, 23-40% B; 56,5-61,5 
min, 8% B

61,5 min [48]

Czarna porzec-
zka
(Ribes nigrum)

C18 (125 mm x 
3 mm);
wielkość 
cząstek 5 μm

b.d., 10 μl,
0,4 i 0,5 ml/min DAD

A-1% kwas mrówkowy 
w wodzie, B-acetoni-
tryl

0-10 min, 5-40% B w A; 
10-20 min, 40-70% B w 
A; 20-22 min, 70-90% B 
w A; 22-25 min, 90-5% 
B w A

25 min [49]

Czarna porzec-
zka
(Ribes nigrum)

C18 (250 mm x 
4,6 mm);
wielkość 
cząstek 5 μm

35°C, b.d.,
1,2 ml/min UV-VIS

A-0,1% (v/v) wodny 
roztwór kwasu 
mrówkowego, B-
acetonitryl

0-20 min, 8-30% B; 20-35 
min, 30-70% B; 35-40 
min, 70-8% B

40 min [50]

Jabłko (Malus)
(odmiany: King
Luscious, 
Amasya, Ervin 
Spur, Sky Spur, 
Arap Kizi, Lutz 
Golden, Granny 
Smith)

C18 (250 mm x 
4,6 mm);
wielkość 
cząstek 5 μm

b.d., 20 μl, 1 ml/min UV-VIS A- metanol, B-H3PO4 
(0,2%, v/v)

0–5 min, 30% A; 40 min, 
66% A 40 [51]

Jabłko (Malus)
(odmiany: 
Auksis,
Aldas, Ligol, 
Lodel)

C18 (250 mm x 
4,6 mm);
wielkość 
cząstek 5 μm

25°C,10 μl,
1 ml/min DAD

A-2% (v/v) kwas 
octowy w wodzie, 
B-100% acetonitryl

0–30 min, 3–15% B; 
30–45 min, 15–25% B; 
45–50 min, 25–50% B; 
50–55 min, 50–95% B

55 min [52]

Winogrona 
czerwone
(Vitis vinifera)
(odmiany: Sum-
mer
Royal, Autumn
Royal, Crimson,
Carati, Thomp-
son)

C18 (250 mm x 
4,6 mm);
wielkość 
cząstek 5 μm

b.d., 3 μl, 0,7 ml/
min DAD, MS

A-acetonitryl, B-woda/
kwas mrówkowy 
(90:10, v/v)

0 min, 5% A; 10 min, 
13% A; 20 min, 15% A; 
30 min, 22% A; 50 min, 
22% A; 55 min, 5% A

55 min [53]

Winogrona 
czerwone
(Vitis vinifera)
(odmiany:
Cardinal, Gros 
noir, Muscat 
noir)

C18 (250 mm x 
4,6 mm)

10°C, b.d., 0,8 ml/
min DAD

A-kwas mrówkowy/
woda/acetonitryl 
(10:60:30 v/v/v), 
B-kwas mrówkowy/
woda (10:90 v/v)

0–26 min, 80–15% A; 
26–30 min, 15–80% A 30 min [54]

Głóg
(Crataegus
monogyna,
Crataegus
Azarolus)

C18 (150 mm x 
4,6 mm);
wielkość 
cząstek 5 μm

25°C, 20 μl, 0,5 ml/
min DAD, MS

A-woda, B-acetonitryl, 
C-kwas mrówkowy 
(1%), D-kwas 
mrówkowy (1%) z 
acetonitrylem (90:10)

3 min, od 100% C do 
100% D; 4 min, od 100% 
D do 1% B; 3 min, 1% 
B; 20 min, 12% B; 5 min, 
50% B; 2 min, 100%

37 min [55-56]
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Głóg
(Crataegus)

C18 (150 mm x 
4,6 mm);
wielkość 
cząstek 5 μm

25°C, 20 μl, 0,5 ml/
min DAD, MS

A-0,1% kwas octowy w 
wodzie (99:1), B-0,1% 
kwas octowy w ace-
tonitrylu

2 min, 5% B; 2-18 min, 
5-40% B; 18-20 min, 40-
90% B; 20-24 min, 24-25 
min, 90-5% B

25 min [57]

Cytryny (Citrus 
limon)
(odmiany: Pica 
lemon, Sutil 
lemon, Genova 
lemon)

C18 (250 mm x 
5 mm);
wielkość 
cząstek 4,6 μm

25°C, 10 μl, 1 ml/
min

UV-VIS, 
MS

A-10% kwas 
mrówkowy w wodzie,
B-acetonitryl

4 min, 90% A; 25 min, 
75% A 29 min [44]

Cytryny (Citrus 
limon)
Lemon Integro-
Pectin

C18 (50 mm x 
2,1 mm);
wielkość 
cząstek 1,8 μm

20°C, 5 μl, 0,25 ml/
min

UV-VIS, 
MS

A-0,1% wodny roztwór 
kwasu mrówkowego, 
B- 0,1% metanolowy 
roztwór kwasu 
mrówkowego

1 min, 95% A; 1-14 min, 
100% B; 15-20 min, 100% 
B; 20-21 min, 95% A

21 min [58]

Cytryny (Citrus 
limon)

C18 (50 mm x 
4,6 mm);
wielkość 
cząstek 2,6 μm

30°C,
10 μl, 0,5 ml/min

UV-VIS, 
MS

A-0,5% wodny roztwór 
kwasu octowego, B-
acetonitryl

b.d. b.d. [59]

b.d. – brak danych

Rycina 3. Chromatogramy ekstraktów z różnych odmian cytryn [44]. Pica – flawonoidy w skórce: 12, 39 – apigenina, 14, 20, 25, 27, 40 – luteolina, 22 – hesperetyna, 28 – 
naringeina.  Pica – flawonoidy w miąższu: 12, 39 – apigenina, 19 – rutyna, 22 – hesperytyna, 25, 40 – luteolina, 28 – naringenina, 36 – kwercetyna.  Genova – flawonoidy 
w skórce: 12, 20, 39 – apigenina, 14, 40– luteolina, 19 – rutyna, 22 – hesperetyna, 28 – naringenina. Genowa - flawonoidy w miąższu: 12 – apigenina, 22 – hesperetyna, 28 – 
naringenina. Sutil - flawonoidy w skórce: 12, 20, 33, 34, 35, 39 – apigenina, 19 – rutyna, 21 – kemferol, 22 – hesperetyna, 25, 40 – luteolina, 28 – naringenina, 32 – kwercetyna. 
Sutil – flawonoidy w miąższu: 2, 3 – apigenia, 4 – kwercetyna, 22 – hesperetyna, 25, 27, 40 – luteolina.
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dostosowania, ponieważ niewłaściwe warunki mogą pro-
wadzić do niepełnego rozdziału, nakładających się pików 
lub degradacji analitów. Optymalizacja tych parametrów 
jest zatem kluczowa dla zapewnienia dokładności, czułości 
i powtarzalności oznaczeń [34-42].

OZNACZANIE FLAWONOIDÓW W PRODUKTACH 
ŻYWIENIOWYCH – WARUNKI EKSTRAKCJI 
I POMIARU ZA POMOCĄ HPLC

Wybór odpowiednich warunków ekstrakcji oraz warun-
ków chromatograficznych stanowi kluczowy etap metody 
analitycznej i determinuje jakość uzyskanych wyników. 
Na rycinie 2 przedstawiono schemat blokowy ogólnej pro-
cedury analitycznej oznaczania flawonoidów w próbkach 
żywności. Tabela 2 zawiera przegląd warunków ekstrak-
cji flawonoidów w wybranych produktach żywieniowych 
stosowanych w profilaktyce chorób układu krążenia. Wa-
runki oznaczania flawonoidów metodą HPLC, takie jak 
typ kolumny chromatograficznej, temperatura termostatu, 
objętość próbki, szybkość przepływu eluentów, zastosowa-
ny detektor, rodzaj eluentu, sposób elucji oraz czas analizy 
zostały przedstawione w tabeli 3. Większość naturalnych 
produktów żywieniowych zawiera dużą liczbę różnych 
związków fenolowych, z których wiele ma podobne wła-
ściwości chemiczne, takie jak polarność, co sprawia, że cał-
kowite rozdzielenie i identyfikacja wszystkich związków 
jest niezwykle trudna [43]. Przykładowy chromatograf 
związków fenolowych wyizolowanych z różnych odmian 
cytryn przedstawia rycina 3 [44]. Obecny stan wiedzy nie 
pozwala na zoptymalizowanie metod wstępnego przygoto-
wania próbek czy doboru warunków chromatograficznych. 
Niemniej jednak, naukowcy stale opracowują, modyfiku-
ją i stosują nowe metody, aby osiągnąć prostsze, szybsze, 
bardziej przyjazne dla środowiska i tańsze metody analizy. 
Waliduje się takie parametry jak rodzaj i temperaturę ko-
lumny, rodzaj eluentów czy różne stężenia rozpuszczalni-
ków ekstrakcyjnych [45].

PODSUMOWANIE

W kontekście rosnącego zainteresowania prewencją cho-
rób układu krążenia, analiza flawonoidów w matrycach 
roślinnych wymaga zastosowania czułych i selektywnych 
metod chromatograficznych. HPLC, w połączeniu z róż-
nymi typami detekcji, pozwala na oznaczanie ilościowe 
flawonoidów w różnych formach produktów (świeżych, 
liofilizowanych, suszonych czy mrożonych). Zaletą HPLC 
jest możliwość stosunkowo szybkiego dostosowania wa-
runków analitycznych, takich jak typ kolumny, skład fazy 
ruchomej, gradient elucji czy temperatura kolumny do kon-
kretnej grupy flawonoidów i badanej matrycy. W pracy do-
konano przeglądu i porównania warunków ekstrakcji oraz 
parametrów chromatograficznych stosowanych w analizie 
flawonoidów w różnych produktach żywieniowych o udo-
kumentowanym znaczeniu kardioprotekcyjnym. Ze wzglę-
du na ogromną różnorodność flawonoidów, nie istnieje 
optymalna metoda ekstrakcji i ich oznaczenia w złożonych 
matrycach. Przyszłe perspektywy w tej dziedzinie powinny 
koncentrować się na rozwoju czułych i przyjaznych dla śro-
dowiska metod analitycznych, a także na szybszej i bardziej 
selektywnej ekstrakcji flawonoidów.
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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.




