
Čes. slov. Farm. 2015; 64, 119–125 119

P¤EHLEDY A ODBORNÁ SDùLENÍ 

Stanovenie flavonoidov v prírodnom materiáli 
metódou HPLC 

Determination of flavonoids in natural materials with HPLC 

Jarmila KrÀanová • Jozef Lehotay • Jozef âiÏmárik

Do‰lo 20. októbra 2014 / Prijaté 25. júna 2015

Súhrn

Práca sumarizuje doteraj‰í v˘voj pri stanovení flavonoi-
dov metódou HPLC. Flavonoidy sú skupinou polyfeno-
lick˘ch zlúãenín beÏne sa vyskytujúcich v rastlinách.
Úprava vzorky je dôleÏit˘m krokom v ich analytickej
chémii. Cieºom úpravy vzorky je previesÈ matricu do
takej formy, ktorá je vhodná na samotnú anal˘zu, ãi uÏ
ide o chromatografiu, alebo inú analytickú metódu. Prá-
ca sa zaoberá aj polymérmi s odtlaãkami molekúl, najmä
ich vyuÏitie ako sorbentov pri extrakcii na tuhej fáze pri
stanovení flavonoidov. 
Kºúãové slová: flavonoidy • hydrol˘za • vysokoúãinná
kvapalinova chromatografia •  polyméry s molekulov˘mi
odtlaãkami

Summary

The paper reviews recent developments in the
determination of flavonoids with HPLC. Flavonoids are
a group of polyphenolic compounds commonly found in
plants. Sample preparation is a very important step in the
analytical procedure. The basic concept of a sample
preparation method is to convert a real matrix into
a sample in a format that is suitable for analysis by
separation or analytical technique. In the present paper,
attention was focused on the applications of molecularly
imprinted polymers, especially on their utilization as
selective sorbents in solid-phase extraction in the
determination of flavonoids.

Key words: flavonoids • hydrolysis • high performance
liquid chromatography •  molecularly imprinted poly  -
mers

Úvod

V ostatnom ãase sa vo väã‰ej miere venuje pozornosÈ
názoru, Ïe zv˘‰ená konzumácia zeleniny a ovocia môÏe
zniÏovaÈ riziko vzniku niektor˘ch foriem rakoviny ale-
bo kardiovaskulárnych ochorení. Predpokladá sa, Ïe je
to vìaka vysokému obsahu antioxidantov, ktoré majú
schopnosÈ eliminovaÈ pôsobenie reaktívnych foriem
kyslíka a ìal‰ích radikálov vznikajúcich v tkanivách.
Medzi úãinné prírodné antioxidanty, ktoré sú súãasÈou
na‰ej potravy, patrí β�-karotén, vitamín C, vitamín E
a veºká skupina látok oznaãovan˘ch súhrne ako polyfe-
noly. V˘razné miesto medzi t˘mito látkami zastávajú aj
flavonoidy. Flavonoidy sú skupinou polyfenolick˘ch
zlúãenín beÏne sa vyskytujúcich v rastlinách, kde sú
ãasto zodpovedné za ich základné fyziologické funkcie
ako napr. farba, opelenie, ochrana pred UV Ïiarením,
ochrana pred patogénmi a predátormi. Hlavn˘m zdro-
jom flavonoidov pre ºudsk˘ organizmus je potrava
rastlinného pôvodu. Flavonoidy sa nachádzajú
v zelenine, ovocí, orechoch, semenách, korení, kvetoch
a sú beÏné konzumované ako súãasÈ ºudskej diéty.
Odhady denného príj mu flavonoidov potravou sú rôzne
a pohybujú sa od 50 mg aÏ do 1 g, priãom kvercetín
a kemferol patria medzi dva najviac sa vyskytujúce fla-
vonoidy.

Antioxidanty

Antioxidant je látka, ktorá chráni na‰e telo pred pro-
cesom zvan˘m oxidácia. Kyslík je pre telo veºmi dôleÏi-
t˘, je to v‰ak silne nestály a reaktívny prvok. Reaguje
s tukmi napríklad v masle, oxiduje ich a vyvoláva ich
Ïltnutie. Podobn˘ proces sa odohráva v tele. Ako starne-
me, objavuje sa viac kyslíku a na‰e telo urãit˘m spôso-
bom oxiduje (lipoperoxidácia a pod.). Látky, ktoré bránia
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Tab. 1. Príklady antioxidantov nachádzajúcich sa v potravinách rastlinného pôvodu

Antioxidant Zdroj Zástupca

tokoferoly, tokotrienoly rastlinné oleje �α-tokoferol

askorbová kyselina ovocie, zelenina

flavonoidy

flavonoly zelen˘ a ãierny ãaj katechíny

flavóny zeler, petrÏlen apigenín

flavonoly pór, brokolica, grapefruit, ãierny ãaj, cibuºa, jablko, olivov˘ olej, ãaj kempferol

kvercetín

flavanóny citrusové plody naringenín, hesperetín

izoflavóny sója daidzeín, genisteín

antokyanidíny maliny, jahody, ãervené hrozno kyanidin

fenolové kyseliny

hydroxy‰koricové olivy, káva, biele víno, ‰penát, p‰enica, ryÏa, kukurica, rajãiny kávová kyselina

ferulová kyselina

hydroxybenzoové repka, p‰enica syringová kyselina

karotenoidy ovocie, zelenina, palmov˘ olej β-karotén
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Obr. 1. Chemická štruktúra flavonoidov
X = O-gly, R1 = OH, R2 = OH alebo –OCH3
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a ìal‰ie cukry. Zvyãajne je naviazaná jedna cukorná jed-
notka, ale môÏu byÈ aj dve, tri ãi viac. Cukry môÏu byÈ
ìalej substituované napr. malonylovou skupinou8).

Niektoré flavonoidy boli skúmané z hºadiska ochrany
zdravia ãloveka. Îivoãíchy flavonoidy netvoria, môÏu
ich v‰ak prijaÈ v rastlinnej strave. Pôsobením ãrevn˘ch
baktérií sú flavonoidy uvoºnené zo ‰truktúr rozmanit˘ch
glykozidov, ktor˘ch sú súãasÈou v rastlinnom organizme,
a spolu s ostatn˘mi zloÏkami potravy sú vstrebané
a prevaÏne vo forme konjugátov sú potom vylúãené
moãom. Zhruba jedna desatina je vylúãená ako ãisté
(nekonjugované) flavonoidy. Flavonoidy majú veºa che-
mick˘ch vlastností, vìaka nim môÏu na rôznych úrov-
niach zasahovaÈ do dejov v organizme konzumenta6).

Analytické stanovenie flavonoidov

Polyfenolové látky majú v˘znamné prospe‰né vlast-
nosti pre zdravie. Vìaka ich biologick˘m a farmako -
logick˘m úãinkom ako napríklad protizápalov˘, antioxi-
daãn˘, antimutagénny, protirakovinov˘ a pod. sú
predmetom záujmu. Priazniv˘ vplyv rastlinn˘ch polyfe-
nolov na ºudské zdravie podnietil záujem o ‰túdium bio-
logickej dostupnosti t˘chto látok9).

oxidaãnému procesu alebo ho spomaºujú sa naz˘vajú
antioxidanty. Rôzne antioxidanty nás chránia pred rôz-
nym typom voºn˘ch radikálov, v rôznych ãastiach buniek
a v rôznych ãastiach tela. Antioxidanty si navzájom
pomáhajú – antioxidaãn˘ synergizmus – súãet je väã‰í
ako jeho ãasti1).

Antioxidanty sa dajú rozdeliÈ na dve skupiny:
• prírodné: v prírode alebo v danej potravine sa priro-

dzene vyskytujú
• syntetické: vytvorené bez patriãného relevantného

v˘skytu v prírode

Niektoré zdroje antioxidantov v potravinách rastlinné-
ho pôvodu sú uvedené v tabuºke 12).

Flavonoidy

Základná ‰truktúra flavonoidov je znázornená vo
vzorci na obrázku 13, 4).

Odhadovan˘ príjem flavonoidov vo v˘Ïive ãloveka je
v rozmedzí niekoºk˘ch desiatok aÏ stovky gramov za
deÀ, v závislosti od v˘Ïivov˘ch zvyklostí. Bolo naprík-
lad dokázané, Ïe japonská populácia má vy‰‰í príjem fla-
vonoidov, ão je pripísané konzumácii zeleného ãaju.
Medzi hlavné skupiny flavonoidov vo v˘Ïive ãloveka
patria flavanoly, flavanóny, flavóny, flavonoly, proanto-
kyanidíny, kyanidíny a izoflavonoidy. 

V̆ znamn˘ obsah polyfenolick˘ch látok bol preukáza-
n˘ aj v olivovom oleji. Sú to napríklad hydroxytyrazol,
oleuropein a jeho aglykón a niektoré fenolové kyseliny
(kávová, vanilová, syringová, protokatechová). Ich
obsah sa uvádza aÏ 1 g/kg oleja, závisí v‰ak na odrode,
podmienkach pestovania a spôsobe spracovania. Prítom-
nosÈ t˘chto látok je pripisovaná nízka frekvencia v˘sky-
tu kardiovaskulárnych ochorení a niektor˘ch druhov
rakoviny u obyvateºov v oblasti Stredomoria3–7).

Veºká ãasÈ flavonoidov je glykozylovaná. Naviazan˘
cukor b˘va napríklad glukóza, ramnóza, menej ãasto
galaktóza, arabinóza, xylóza, glukurónová kyselina
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aglykóny sú extrahované s alkoholmi alebo zmesami
alkohol – voda. Glykozidy sú viac rozpustné vo vode
a preto sú vhodné vodné roztoky alkoholov. Su‰en˘
rastlinn˘ materiál môÏe byÈ tieÏ extrahovan˘
v Soxhletovom prístroji, najskôr s hexánom, napr.
odstrániÈ tuky a potom s etylacetátom alebo etanolom.
Tento spôsob nie je vhodn˘ pre zloÏky citlivé na teplo.
Prv˘ krok, napríklad s dichlórmetánom vyextrahuje
aglykóny flavonoidov a menej polárny materiál. ëal‰í
krok s alkoholom vyextrahuje glykozidy flavonoidov
a polárne zloÏky. RozpustnosÈ flavanónov závisí od pH
roztokov obsahujúcich vodu. Flavan-3-oly (katechíny,
proantokyanidíny a taníny) môÏu byÈ ãasto extrahované
priamo vodou. ZloÏenie extraktu závisí od pouÏitého
rozpú‰Èadla – voda, metanol, etanol, acetón alebo etyla-
cetát. Napríklad metanol je najlep‰ie rozpú‰Èadlo pre
katechíny a 70% acetón pre prokyanidíny. Antokyaníny
sú extrahované so studen˘m okyslen˘m metanolom.
BeÏne pouÏívanou kyselinou je kyselina octová (asi 7%)
alebo trifluóroctová kyselina (TFA, asi 3%). PouÏitie
minerálnej kyseliny môÏe viesÈ k strate pripojen˘ch acy-
lov˘ch skupín. Extrakcia sa väã‰inou vykonáva vytrepá-
vaním alebo in˘mi metódami, ktoré zv˘‰ia úãinnosÈ
a r˘chlosÈ extrakcie17).

Flavonoidy a veºká skupina rastlinn˘ch polyfenolov
sú v rastlinn˘ch tkanivách prítomné v relatívnych vyso-
k˘ch koncentráciách, tieÏ ako konjugáty cukrov alebo
aglykóny. Stanovenie glykozidov flavonoidov v rast -
linnom materiáli je nároãné kvôli ich veºkému poãtu,
a pretoÏe komerãne dostupn˘ch je iba niekoºko glykozi-
dov flavonoidov, kvantitatívna anal˘za je ãasto neprak-
tická. Na odstránenie cukornej zloÏky z glyko zidov fla-
vonoidov sa pouÏíva kyslá, zásaditá a enz˘mová
hydrol˘za a v˘sledné aglykóny sú identifikované
a kvantifikované10, 12–14, 17, 25, 26).

V roku 1992 Hertog et al. optimalizovali podmienky
kyslej hydrol˘zy na uvoºnenie piatich majoritn˘ch agly-
kónov flavonoidov, vyskytujúcich sa v ovocí a zelenine
– kvercetínu, kempferolu, myricetínu, luteolínu a api -
genínu z rodiãovsk˘ch glykozidov. Systematicky sledo-
vali vplyv koncentrácie kyselín, reakãn˘ ãas a kon -
centráciu metanolu na glukozidy flavonolov a glykozidy
flavónov27).

Podmienky hydrol˘zy, ktor˘ch v˘sledkom je rozpad
glykozidov, môÏu byÈ príli‰ kyslé pre ostatné fenolové
zloÏky nachádzajúce sa v danom rastlinnom materiáli.
Preto sa ‰tudovala efektivita rozdielnych podmienok
hydrol˘zy a rozdielne antioxidanty na ãist˘ch glykozi-
doch a aglykónoch flavonoidov. Na základe v˘sledkov
so ‰tandardmi sa navrhli vhodné podmienky hydrol˘-
zy. Bolo dôleÏité urãiÈ aj vhodné podmienky hydrol˘-
zy pre anal˘zu flavonoidov a fenolov˘ch zloÏiek oso-
bitne pre kaÏd˘ rastlinn˘ materiál. V prípade, kedy sa
vyÏadovala veºmi vysoká presnosÈ, sa museli pouÏiÈ
rozdielne podmienky hydrol˘zy pre rôzne zloÏky toho
istého rastlinného materiálu. Zvyãajne kyslá hydrol˘za
glykozidov flavonoidov vyÏaduje relatívne vysoké
koncentrácie (1–2 mol/l) minerálnych kyselín pod ref-
luxom12, 28, 29).

V tabuºke 2 sú uvedené príklady extrakcie a hydrol˘zy
flavonoidov.

Metódy stanovenia polyfenolov˘ch látok sa dajú roz-
deliÈ na ne‰pecifické, ako sú spektrofotometrické metó-
dy, ktoré zisÈujú prítomnosÈ celej skupiny látok,
a metódy zaloÏené na separácii jednotliv˘ch zlúãenín,
ako sú chromatografické metódy. 

HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) je
metódou a technikou pre separáciu látok, ktorá bola
navrhnutá pre kvalitatívnu i kvantitatívnu anal˘zu flavo-
noidov v ovocí, nápojoch, brusnicov˘ dÏús, mede, pro-
polise a hlavne v rôznom rastlinnom materiáli (napr.
extrakty chmeºu, cibule, ‰penátu, grécke aromatické rast-
liny a iné) s pouÏitím rôznych detekcií10–15)..

Na anal˘zu fenolov˘ch zlúãenín sa vyuÏíva izokratic-
ká aj gradientová elúcia. V̆ ber vhodnej metódy závisí od
poãtu a typu analytov a pôvodu pouÏitej matrice. Aceto-
nitril a metanol sú najbeÏnej‰ími pouÏívan˘mi organic-
k˘mi rozpú‰Èadlami. Voºba kolón v kvapalinovej chro-
matografii závisí od pouÏitej techniky úpravy vzoriek,
pretoÏe surové rastlinné extrakty by mohli zníÏiÈ Ïivot-
nosÈ t˘chto kolón alebo ich úplne po‰kodiÈ16).

Absorpãné maximá jednoduch˘ch polyfenolov sa
pohybujú v rozmedzí 220–320 nm, av‰ak ich absorpcia
je znaãne ovplyvnená povahou rozpú‰Èadla a jeho pH16).

Flavonoidy majú charakteristické fyzikálne a che -
mické vlastnosti. Patrí sem aj absorpcia ultrafialového
Ïiarenia (UV), ão robí ich UV spektrum veºmi charakte-
ristické. Pre svoju aromatickosÈ sú polyfenolové zlúãeni-
ny vo v‰eobecnosti detegované pouÏitím UV/VIS detek-
ciou, PDA (photodiode array) a UV-fluorescenãn˘ch
detektorov17).

Iné metódy vyuÏívané na detekciu tak˘chto látok
zahrÀujú elektrochemické coulometrické stanovenia, MS
–  hmotnostnú spektrometriu a  NMR detekciu. Kom  bi -
nácia HPLC techniky a voltampérometrie sa úspe‰ne
vyuÏíva na detekciu, identifikáciu a kvantifi káciu flavo-
noidov a fenolov˘ch kyselín vo víne18–23).

Extrakcia a hydrol˘za flavonoidov 

Existuje mnoho typov matríc obsahujúcich flavonoidy
a ìal‰ie fenolové látky ako napríklad rastliny,
z kvapaln˘ch vzoriek biologické tekutiny a nápoje. Pev-
né vzorky je potrebné najskôr zhomogenizovaÈ. Homo-
genizáciou je moÏné perforovaÈ plazmatické membrány
buniek za úãelom uvoºnenia bunkového obsahu do pro-
stredia. K tomu sa pouÏívajú rôzne metódy, najãastej‰ie
rozbitie buniek ultrazvukom, pouÏitie mierneho deter-
gentu na perforáciu plazmatickej membrány, alebo roz-
bitie buniek dobre tesniacim rotaãn˘m piestom
v hrubostennej nádobe. Nasleduje izolácia analytu
pomocou extrakcie vhodn˘m rozpú‰Èadlom, prípadne
preãistenie a zakoncentrovanie vzorky extrakciou tuhou
fázou (SPE). Kvapalné vzorky sa zvyãajne najskôr fil-
trujú, prípadné ìal‰ie neãistoty sa oddelia na vysokof-
rekvenãnej centrifúge24). 

Na extrakciu sa vyberá rozpú‰Èadlo podºa typu flavo-
noidu. DôleÏité je zobraÈ do úvahy aj polaritu. Menej
polárne flavonoidy (napr. izoflavóny, flavanóny, metylo-
vané flavóny a flavonoly) sú extrahované s chloro -
formom, dichlórmetánom, dietyléterom alebo etylacetá-
tom, zatiaº ão glykozidy flavonoidov a viac polárne
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Polyméry s  odtlaãkami molekúl

MIP (molecularly imprinted polymer) –  polyméry
s odtlaãkami molekúl sú syntetické materiály s umelo
vytvoren˘mi interakãn˘mi miestami schopn˘mi pred-
nostne viazaÈ sledovan˘ analyt (templát) v prítomnosti
in˘ch ‰truktúrne podobn˘ch zlúãenín. Získavajú sa poly-
merizáciou funkãného a zosieÈovacieho monoméru oko-
lo molekuly templátu, to vedie ku vzniku vysoko zosie-
Èovanej trojrozmernej siete polyméru. Monoméry sa
volia s ohºadom na ich schopnosÈ interagovaÈ s funk -
ãn˘mi skupinami molekuly templátu. Po procese poly-
merizácie sa templát odstráni z polyméru a vo vzniknu-
tom polymére zostávajú kavity, ktoré sú veºkosÈou,
tvarom a voºn˘mi funkãn˘mi skupinami komplementár-
ne molekule templátu39, 40).

Polyméry s odtlaãkami molekúl môÏu byÈ pripravova-
né tromi rôznymi spôsobmi kovalentn˘m, nekovalent-
n˘m a semi-kovalentn˘m spôsobom41, 42).

Polymerizaãná zmes zvyãajne obsahuje porogén,
templát, funkãn˘ monomér, zosieÈovacie ãinidlo
a iniciátor. Molekula templátu musí obsahovaÈ funkãné
skupiny, ktoré budú dostatoãne interagovaÈ s funkãn˘mi
molekulami monoméru a vytvoria stabiln˘ komplex.
Kyselina metakrylová a TFMAA (trifluórmetakrylová
kyselina) sú beÏne pouÏívané ako monoméry pre tem-
pláty obsahujúce základné skupiny. Pre analyty
s kysl˘mi funkãn˘mi skupinami sú vhodné monoméry
s bázick˘mi vlastnosÈami, ktoré sa dajú vyuÏiÈ k príprave
stacionárnych fáz v HPLC, ako sú napr. 2-VP (2-vinyl-
pyridín), 4-VP (4-vinylpyridín) alebo akrylamid42, 43).

Imprintované polyméry,ktoré sa dajú vyuÏiÈ pre prí-
pravu stacionarn˘ch fáz v HPLC, v porovnaní s bio -
molekulami (receptory, enz˘my) majú niekoºko v˘hod,
ale tieÏ majú aj niekoºko vlastností, ktoré by bolo potreb-
né zlep‰iÈ alebo úplne odstrániÈ41, 44 ).

ZloÏenie niektor˘ch imprintovan˘ch polymérov je
uvedené v tabuºke 3.

Záver

Flavonoidy sú prírodné látky vyskytujúce sa v ºudskej
potrave. Nakoºko sa preukázala ich antioxidaãná aktivi-
ta, majú veºk˘ v˘znam pre ºudsk˘ organizmus. Vìaka

zlep‰ujúcej sa prístrojovej technike je moÏné získaÈ stále
presnej‰ie v˘sledky anal˘z z rôznych vzoriek a medze
detekcie klesajú aÏ po femtogramy. Av‰ak ak sa pouÏije
nevhodná metóda úpravy vzorky, aj dobr˘ analytick˘
postup môÏe viesÈ k chybn˘m v˘sledkom.

Cieºom úpravy vzorky je previesÈ matricu do takej
formy, ktorá je vhodná na samotnú anal˘zu (chromato-
grafia alebo iná analytická metóda). Úprava vzorky je
dôleÏit˘m krokom v analytickej chémii. Je potrebná
kvôli extrakcii, izolácii a skoncentrovaniu sledovan˘ch
analytov z matríc a odstráneniu látok, ktoré by mohli
komplikovaÈ anal˘zu alebo po‰kodiÈ analytick˘ systém.
Pri analytick˘ch metódach je dôleÏitá selektivita
k analytom. Polyméry s odtlaãkami molekúl sa prejavu-
jú vysokou selektivitou. Pripravujú sa priamo na dan˘
typ analytu. VyuÏívajú sa v rôznych analytick˘ch metó-
dach.

Stret záujmov: Ïiadny.
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