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Stanovenie flavonoidov v prirodnom materiali

metodou HPLC

Determination of flavonoids in natural materials with HPLC

Jarmila Kriianova ¢ Jozef Lehotay » Jozef Cizmarik

Doslo 20. oktébra 2014 / Prijaté 25. juna 2015

Sihrn

Praca sumarizuje doterajs$i vyvoj pri stanoveni flavonoi-
dov metédou HPLC. Flavonoidy su skupinou polyfeno-
lickych zlicenin beZne sa vyskytujicich v rastlinach.
Uprava vzorky je dolezitym krokom v ich analyticke;
chémii. Cielom upravy vzorky je previest matricu do
takej formy, ktord je vhodnd na samotna analyzu, ¢i uz
ide o chromatografiu, alebo int analytickd metédu. Pra-
ca sa zaoberd aj polymérmi s odtlackami molekul, najmi
ich vyuZitie ako sorbentov pri extrakcii na tuhej faze pri
stanoveni flavonoidov.

KIicové slova: flavonoidy ¢ hydrolyza ¢ vysokouc¢inna
kvapalinova chromatografia ¢ polyméry s molekulovymi
odtlackami

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.
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Uvod

V ostatnom case sa vo vac¢Sej miere venuje pozornost
nizoru, Ze zvySend konzumadcia zeleniny a ovocia moze
zniZovat riziko vzniku niektorych foriem rakoviny ale-
bo kardiovaskuldrnych ochoreni. Predpoklada sa, Ze je
to vdaka vysokému obsahu antioxidantov, ktoré maji
schopnost eliminovat pdsobenie reaktivnych foriem
kyslika a dalSich radikdlov vznikajtcich v tkanivach.
Medzi ucinné prirodné antioxidanty, ktoré st sucastou
naSej potravy, patri B-karotén, vitamin C, vitamin E
a velka skupina latok oznacovanych sthrne ako polyfe-
noly. Vyrazné miesto medzi tymito latkami zastavaju aj
flavonoidy. Flavonoidy st skupinou polyfenolickych
zliCenin beZzne sa vyskytujicich v rastlinich, kde st
Casto zodpovedné za ich zdkladné fyziologické funkcie
ako napr. farba, opelenie, ochrana pred UV Ziarenim,
ochrana pred patogénmi a predatormi. Hlavnym zdro-
jom flavonoidov pre Tudsky organizmus je potrava
rastlinného povodu. Flavonoidy sa nachddzaju
v zelenine, ovoci, orechoch, semenach, koreni, kvetoch
a st bezné konzumované ako sucast Tudskej diéty.
Odhady denného prijmu flavonoidov potravou si rozne
a pohybuju sa od 50 mg az do 1 g, pricom kvercetin
a kemferol patria medzi dva najviac sa vyskytujice fla-
vonoidy.

Antioxidanty

Antioxidant je latka, ktord chrani naSe telo pred pro-
cesom zvanym oxidécia. Kyslik je pre telo velmi dolezi-
ty, je to vSak silne nestily a reaktivny prvok. Reaguje
s tukmi napriklad v masle, oxiduje ich a vyvoldva ich
Zltnutie. Podobny proces sa odohrava v tele. Ako starne-
me, objavuje sa viac kysliku a naSe telo urcitym spdso-
bom oxiduje (lipoperoxidicia a pod.). Latky, ktoré brania
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oxida¢nému procesu alebo ho spomaluji sa nazyvaji
antioxidanty. Rozne antioxidanty nds chrénia pred roz-
nym typom volnych radikédlov, v roznych Castiach buniek
a v roznych castiach tela. Antioxidanty si navzdjom
pomadhajui — antioxidany synergizmus — sucet je VACSi
ako jeho Castib.
Antioxidanty sa dajt rozdelit na dve skupiny:
e prirodné: v prirode alebo v danej potravine sa priro-
dzene vyskytuju
e syntetické: vytvorené bez patricného relevantného
vyskytu v prirode

Niektoré zdroje antioxidantov v potravindch rastlinné-
ho povodu st uvedené v tabulke 12.

Flavonoidy

Zékladnd Struktira flavonoidov je zndzornend vo
vzorci na obrazku 1*9.

Odhadovany prijem flavonoidov vo vyZive ¢loveka je
v rozmedzi niekolkych desiatok aZ stovky gramov za
deni, v zavislosti od vyZivovych zvyklosti. Bolo naprik-
lad dokézané, Ze japonska populdcia ma vyssi prijem fla-
vonoidov, ¢o je pripisané konzumicii zeleného caju.
Medzi hlavné skupiny flavonoidov vo vyZive ¢loveka
patria flavanoly, flavanony, flavony, flavonoly, proanto-
kyanidiny, kyanidiny a izoflavonoidy.

Vyznamny obsah polyfenolickych latok bol preukiza-
ny aj v olivovom oleji. St to napriklad hydroxytyrazol,
oleuropein a jeho aglykén a niektoré fenolové kyseliny
(kdvova, vanilova, syringovd, protokatechovd). Ich
obsah sa uvadza az 1 g/kg oleja, zavisi v§ak na odrode,
podmienkach pestovania a sposobe spracovania. Pritom-
nost tychto latok je pripisovand nizka frekvencia vysky-
tu kardiovaskuldrnych ochoreni a niektorych druhov
rakoviny u obyvatelov v oblasti Stredomoria®".

Velkd cast flavonoidov je glykozylovana. Naviazany
cukor byva napriklad gluk6za, ramndza, menej Casto
galaktéza, arabindza, xyléza, glukurénovd kyselina

OH (¢]

Obr. 1. Chemicka $truktira flavonoidov

X = O-gly, Rl = OH, R2 = OH alebo -OCH,

a dalSie cukry. Zvyc€ajne je naviazand jedna cukorna jed-
notka, ale mozu byt aj dve, tri ¢i viac. Cukry mdZu byt
dalej substituované napr. malonylovou skupinou®.
Niektoré flavonoidy boli skimané z hladiska ochrany
zdravia Cloveka. Zivo¢ichy flavonoidy netvoria, mozu
ich v8ak prijat v rastlinnej strave. Posobenim ¢revnych
baktérii st flavonoidy uvolnené zo Struktir rozmanitych
glykozidov, ktorych si sicastou v rastlinnom organizme,
a spolu s ostatnymi zlozkami potravy s vstrebané
a prevazne vo forme konjugitov si potom vylicené
mocom. Zhruba jedna desatina je vylic¢end ako Ccisté
(nekonjugované) flavonoidy. Flavonoidy maji vela che-
mickych vlastnosti, vdaka nim moZu na réznych trov-
niach zasahovat do dejov v organizme konzumenta®.

Analytické stanovenie flavonoidov

Polyfenolové latky maji vyznamné prospeSné vlast-
nosti pre zdravie. Vdaka ich biologickym a farmako-
logickym tc¢inkom ako napriklad protizapalovy, antioxi-
da¢ny, antimutagénny, protirakovinovy a pod. sud
predmetom zaujmu. Priaznivy vplyv rastlinnych polyfe-
nolov na Tudské zdravie podnietil zdujem o $tudium bio-
logickej dostupnosti tychto 1atok”.

Tab. 1. Priklady antioxidantov nachddzajicich sa v potravindch rastlinného pévodu

Antioxidant Zdroj

Zastupca

tokoferoly, tokotrienoly rastlinné oleje

o-tokoferol

askorbova kyselina ovocie, zelenina

flavonoidy
flavonoly zeleny a Cierny Caj katechiny
flavony zeler, petrZlen apigenin
flavonoly por, brokolica, grapefruit, ¢ierny ¢aj, cibula, jablko, olivovy olej, ¢aj kempferol
kvercetin
flavanony citrusové plody naringenin, hesperetin
izoflavony séja daidzein, genistein

antokyanidiny maliny, jahody, ¢ervené hrozno

kyanidin

fenolové kyseliny

hydroxyskoricové

olivy, kava, biele vino, $pendt, pSenica, ryZa, kukurica, raj¢iny

kavova kyselina

ferulova kyselina

hydroxybenzoové repka, pSenica

syringova kyselina

karotenoidy ovocie, zelenina, palmovy olej

B-karotén
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Metody stanovenia polyfenolovych latok sa dajd roz-
delit na neSpecifické, ako st spektrofotometrické meto-
dy, ktoré zistuju pritomnost celej skupiny létok,
a metody zaloZené na separdcii jednotlivych zlicenin,
ako st chromatografické metddy.

HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) je
metddou a technikou pre separdciu litok, ktord bola
navrhnutd pre kvalitativnu i kvantitativnu analyzu flavo-
noidov v ovoci, ndpojoch, brusnicovy dzis, mede, pro-
polise a hlavne v rdoznom rastlinnom materidli (napr.
extrakty chmelu, cibule, Spenatu, grécke aromatické rast-
liny a iné) s pouzitim roznych detekcii'®!%-.

Na analyzu fenolovych zlicenin sa vyuZiva izokratic-
ka aj gradientova eldcia. Vyber vhodnej metddy zavisi od
poctu a typu analytov a povodu pouZitej matrice. Aceto-
nitril a metanol si najbeznej$imi pouZivanymi organic-
kymi rozpustadlami. VoIba kolon v kvapalinovej chro-
matografii zavisi od pouzitej techniky upravy vzoriek,
pretoZe surové rastlinné extrakty by mohli zniZit Zivot-
nost tychto kol6n alebo ich dplne poskodit!®.

Absorpéné maxima jednoduchych polyfenolov sa
pohybuji v rozmedzi 220-320 nm, avSak ich absorpcia
je znalne ovplyvnend povahou rozpustadla a jeho pH!'®.

Flavonoidy maji charakteristické fyzikdlne a che-
mické vlastnosti. Patri sem aj absorpcia ultrafialového
Ziarenia (UV), ¢o robi ich UV spektrum velmi charakte-
ristické. Pre svoju aromatickost st polyfenolové zluceni-
ny vo vSeobecnosti detegované pouZitim UV/VIS detek-
ciou, PDA (photodiode array) a UV-fluorescenénych
detektorov!?.

Iné metdédy vyuZivané na detekciu takychto l4tok
zahriiuju elektrochemické coulometrické stanovenia, MS
— hmotnostni spektrometriu a NMR detekciu. Kombi-
nicia HPLC techniky a voltampérometrie sa uspesne
vyuZziva na detekciu, identifikdciu a kvantifikaciu flavo-
noidov a fenolovych kyselin vo vine!'32%.

Extrakcia a hydrolyza flavonoidov

Existuje mnoho typov matric obsahujicich flavonoidy
a dalSie fenolové latky ako napriklad rastliny,
z kvapalnych vzoriek biologické tekutiny a népoje. Pev-
né vzorky je potrebné najskor zhomogenizovat. Homo-
genizaciou je moZzné perforovat plazmatické membrany
buniek za ucelom uvolnenia bunkového obsahu do pro-
stredia. K tomu sa pouZivajui rozne metddy, najCastejSie
rozbitie buniek ultrazvukom, pouZitie mierneho deter-
gentu na perfordciu plazmatickej membrany, alebo roz-
bitie buniek dobre tesniacim rotacnym piestom
v hrubostennej nddobe. Nasleduje izoldcia analytu
pomocou extrakcie vhodnym rozpustadlom, pripadne
precistenie a zakoncentrovanie vzorky extrakciou tuhou
fazou (SPE). Kvapalné vzorky sa zvycajne najskor fil-
truju, pripadné dalSie necistoty sa oddelia na vysokof-
rekven¢nej centriftige??.

Na extrakciu sa vyberd rozpustadlo podla typu flavo-
noidu. Dolezité je zobrat do tvahy aj polaritu. Menej
polarne flavonoidy (napr. izoflavony, flavanony, metylo-
vané flavony a flavonoly) si extrahované s chloro-
formom, dichlérmetdnom, dietyléterom alebo etylaceta-
tom, zatial ¢o glykozidy flavonoidov a viac polarne

aglykony su extrahované s alkoholmi alebo zmesami
alkohol — voda. Glykozidy su viac rozpustné vo vode
a preto si vhodné vodné roztoky alkoholov. SuSeny
rastlinny materidl moZe byt tiez extrahovany
v Soxhletovom pristroji, najskér s hexdnom, napr.
odstranit tuky a potom s etylacetitom alebo etanolom.
Tento sposob nie je vhodny pre zloZky citlivé na teplo.
Prvy krok, napriklad s dichlérmetinom vyextrahuje
aglykony flavonoidov a menej poldrny material. Dalsi
krok s alkoholom vyextrahuje glykozidy flavonoidov
a polarne zlozky. Rozpustnost flavanénov zavisi od pH
roztokov obsahujucich vodu. Flavan-3-oly (katechiny,
proantokyanidiny a taniny) moZu byt Casto extrahované
priamo vodou. ZloZenie extraktu zdvisi od pouZitého
rozpuastadla — voda, metanol, etanol, acetoén alebo etyla-
cetat. Napriklad metanol je najlepSie rozpuastadlo pre
katechiny a 70% aceton pre prokyanidiny. Antokyaniny
su extrahované so studenym okyslenym metanolom.
BezZne pouzivanou kyselinou je kyselina octova (asi 7%)
alebo trifluéroctova kyselina (TFA, asi 3%). PouZitie
minerdlnej kyseliny moZe viest k strate pripojenych acy-
lovych skupin. Extrakcia sa vic¢Sinou vykonava vytrepa-
vanim alebo inymi metédami, ktoré zvySia dcinnost
a rychlost extrakcie!”.

Flavonoidy a velka skupina rastlinnych polyfenolov
st v rastlinnych tkanivach pritomné v relativnych vyso-
kych koncentriaciach, tieZ ako konjugéty cukrov alebo
aglykony. Stanovenie glykozidov flavonoidov v rast-
linnom materidli je naro¢né kvoli ich velkému poctu,
a pretoZe komer¢ne dostupnych je iba niekolko glykozi-
dov flavonoidov, kvantitativna analyza je ¢asto neprak-
tickd. Na odstranenie cukornej zloZky z glykozidov fla-
vonoidov sa pouziva kysld, zdsaditd a enzymova
hydrolyza a vysledné aglykony su identifikované
a kvantifikovang!® 12-14.17.25.26)

V roku 1992 Hertog et al. optimalizovali podmienky
kyslej hydrolyzy na uvolnenie piatich majoritnych agly-
konov flavonoidov, vyskytujicich sa v ovoci a zelenine
— kvercetinu, kempferolu, myricetinu, luteolinu a api-
geninu z rodiovskych glykozidov. Systematicky sledo-
vali vplyv koncentricie kyselin, reakény cas a kon-
centriciu metanolu na glukozidy flavonolov a glykozidy
flavonov?”.

Podmienky hydrolyzy, ktorych vysledkom je rozpad
glykozidov, moZzu byt prili§ kyslé pre ostatné fenolové
zloZky nachddzajuce sa v danom rastlinnom materidli.
Preto sa Studovala efektivita rozdielnych podmienok
hydrolyzy a rozdielne antioxidanty na ¢istych glykozi-
doch a aglykénoch flavonoidov. Na zaklade vysledkov
so Standardmi sa navrhli vhodné podmienky hydroly-
zy. Bolo dolezité urcit aj vhodné podmienky hydroly-
zy pre analyzu flavonoidov a fenolovych zloZiek oso-
bitne pre kazdy rastlinny materidl. V pripade, kedy sa
vyZadovala velmi vysokd presnost, sa museli pouZit
rozdielne podmienky hydrolyzy pre rozne zlozky toho
istého rastlinného materidlu. Zvycajne kysla hydrolyza
glykozidov flavonoidov vyZaduje relativne vysoké
koncentricie (1-2 mol/l) minerdlnych kyselin pod ref-
luXOmu’ 28, 29).

V tabulke 2 st uvedené priklady extrakcie a hydrolyzy
flavonoidov.
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Tab. 3. ZloZenie imprintovanych polymérov flavonidov

Templat Porogén Funkény monomér Zosietovacie ¢inidlo Lit.
rutin tetrahydrofuran akrylamid, 2-vinylpyridin, etylénglykol dimetakrylat 45
metylmetakrylat, kyselina akrylova
rcetin metanol/etanol akrylamid, kyselina akrylovi, N,N’-metylén-bis-akrylamid 46
metylmetakrylat
kvercetin chloroform, N,N-dimetylformamid| akrylamid etylénglykol dimetakrylat 4
kvercetin tetrahydrofuran akrylamid etylénglykol dimetakrylat e
kvercetin aceton 4-vinylpyridin, 4-vinylpyridin-akrylamid | etylénglykol dimetakrylat e
(E)-resveratrol | acetonitril/etanol 5 : 1 (v/v) 4-vinylpyridin etylénglykol dimetakrylat o
kvercetin tetrahydrofuran, 1,4-dioxan, akrylamid etylénglykol dimetakrylat 31
aceton, acetonitril
kempferol acetonitril kyselina metakrylova etylénglykol dimetakrylat 2
apigenin N,N-dimetylformamid akrylamid etylénglykol dimetakrylat 33
Polyméry s odtlackami molekil zlepSujucej sa pristrojovej technike je mozné ziskat stile
presnejSie vysledky analyz z roéznych vzoriek a medze
MIP (molecularly imprinted polymer) — polyméry  detekcie klesaju aZ po femtogramy. AvSak ak sa pouZije

s odtla¢kami molekul st syntetické materidly s umelo
vytvorenymi interakénymi miestami schopnymi pred-
nostne viazat sledovany analyt (templat) v pritomnosti
inych $truktirne podobnych zlic¢enin. Ziskavaja sa poly-
merizaciou funk¢ného a zosietovacieho monoméru oko-
lo molekuly templatu, to vedie ku vzniku vysoko zosie-
fovanej trojrozmernej siete polyméru. Monoméry sa
volia s ohladom na ich schopnost interagovat s funk-
¢nymi skupinami molekuly templatu. Po procese poly-
merizacie sa templat odstrani z polyméru a vo vzniknu-
tom polymére zostdvaju kavity, ktoré su velkosfou,
tvarom a volnymi funkénymi skupinami komplementar-
ne molekule templatu®® 40,

Polyméry s odtlackami molekul moZu byt pripravova-
né tromi roznymi sposobmi kovalentnym, nekovalent-
nym a semi-kovalentnym sposobom*! 42

Polymeriza¢nd zmes zvycajne obsahuje porogén,
templat, funkény monomér, zosietovacie Ccinidlo
a iniciator. Molekula templatu musi obsahovat funk&né
skupiny, ktoré budd dostatocne interagovat s funkénymi
molekulami monoméru a vytvoria stabilny komplex.
Kyselina metakrylovda a TFMAA (trifluérmetakrylova
kyselina) su bezne pouZivané ako monoméry pre tem-
platy obsahujice zdkladné skupiny. Pre analyty
s kyslymi funkénymi skupinami st vhodné monoméry
s bazickymi vlastnostami, ktoré sa daju vyuzit k priprave
stacionarnych fiz v HPLC, ako sd napr. 2-VP (2-vinyl-
pyridin), 4-VP (4-vinylpyridin) alebo akrylamid**+®.

Imprintované polyméry,ktoré sa daju vyuzit pre pri-
pravu stacionarnych faz v HPLC, v porovnani s bio-
molekulami (receptory, enzymy) maja niekolko vyhod,
ale tieZ maju aj niekolko vlastnosti, ktoré by bolo potreb-
né zlepsit alebo dplne odstranit*!- 4.

ZloZenie niektorych imprintovanych polymérov je
uvedené v tabulke 3.

Zaver
Flavonoidy st prirodné latky vyskytujice sa v Tudskej

potrave. Nakolko sa preukdzala ich antioxida¢na aktivi-
ta, maju velky vyznam pre Tudsky organizmus. Vdaka

nevhodnd metdda tpravy vzorky, aj dobry analyticky
postup moZze viest k chybnym vysledkom.

Cielom upravy vzorky je previest matricu do takej
formy, ktord je vhodnd na samotni analyzu (chromato-
grafia alebo ind analytickd metdda). Uprava vzorky je
dolezitym krokom v analytickej chémii. Je potrebni
kvoli extrakcii, izoldcii a skoncentrovaniu sledovanych
analytov z matric a odstrdneniu latok, ktoré by mohli
komplikovat analyzu alebo poskodit analyticky systém.
Pri analytickych metdédach je dolezitd selektivita
k analytom. Polyméry s odtlackami molekdl sa prejavu-
ju vysokou selektivitou. Pripravuji sa priamo na dany
typ analytu. VyuZivaja sa v rOznych analytickych meto-
dach.

Stret zaujmov: Ziadny.

Literatira

1. Durackova Z. Volné radikaly a antioxidanty v medicine (I), (Defi-
nicia, rozdelenie a biologicky vyznam volnych radikalov
a antioxidantov). Bratislava: Slovak Academic Press 1988.

2. Harborne J. B. The Flavonoids. London: Chapman and Hall
1994.

3. Kiihnau J. The Flavonoids. A class of semi-essential food com-
ponents: Their role in human nutrition. World Rev Nutr Diet. 1976;
24, 117-120.

4. Mojzi§ J., MojzisSova G. Flavonoidy a ich biologické ucinky.
Kosice: Vienala 2001.

5. Bielicka-Daszkiewicz K., Voelkel A. Theoretical and experimen-
tal methods of determination of the breakthrough volume of SPE
sorbents. Talanta 2009; 80, 614-621.

6. Stevenson D. Molecular imprinted polymers for solid-phase
extraction. Trends Anal. Chem. 1999; 18, 154-158.

7. Winkel-Schirley B. Flavonoid biosynthesis. A colorful model for
genetics, biochemistry, cell biology, and biotechnology. Plant Phy-
siology 2001; 26, 485-493.

8. Durackova Z., Bergendi L., Carsky J. Volné radikaly
a antoixidanty v medicine, (II).( Vyznam volnych radikalov
v etiologii niektorych ochoreni). Bratislava: Slovak Academic
Press 1999.

9. Hikkinen S. Flavonols and Phenolic Acids in Berries and Berry
Products. Kuopio: University of Kuopio 2000.



124

Ces. slov. Farm. 2015; 64, 119-125

10.

11.

12.

15.

16.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Crozier A., Jensen E., Lean M. E. J., Mcdonald M. S. Quantitative
analysis of flavonoids by reversed-phase high performance liquid
chromatography. J. Chromatogr. A 1997; 761, 315-321.

Segawa S., Yasui K., Takata Y., Kurihara T., Kaneda H., Watari
J. Flavonoid Glycosides Extracted from Hop (Humulus lupulus L.)
as Inhibitors of Chemical Mediator Release from Human Basophilic
KU812 Cells. Biosci. Biotechnol. Biochem. 2006; 70, 2990-2997.
Nuutila A.M., Kammiovirta K., Oksman-Caldentey K. M.
Comparison of methods for the hydrolysis of flavonoids and phe-
nolic acids from onion and spinach for HPLC analysis. Food
Chem. 2002; 76, 519-526.

. Hao CH., Yuegang Z., Yiwei D. Separation and determination of

flavonoids and other phenolic compounds in cranberry juice by
high-performance liquid chromatography. J. Chromatogr. A 2001;
913, 387-395.

. Proestos C., Boziaris I. S., Nychas G. J. E., Komaitis M. Analy-

sis of flavonoids and phenolic acids in Greek aromatic plants:
investigation of their antioxidant capacity and antimicrobial acti-
vity. Food Chem. 2006; 95, 664-671.

Biesaga M., Pyrzynska K. Liquid Chromatography/Tandem Mass
Spectrometry Studies of the Phenolic Compounds in Honey. J.
Chromatogr. A 2009; 1216, 6620-6626.

Stalikas C. D. Extraction, separation, and detection methods for
phenolic acids and flavonoids. J. Sep. Sci. 2007; 30, 3268-3295.

. Andersen 1. M., Markham, K. R. Flavonoids: chemistry, bioche-

mistry and applications. New York: CRC Press 2006.

Nardini M., Ghiselli A. Determination of free and bound pheno-
lic acids in beer. Food Chem. 2004; 84, 137-143.

Liu J. J., Li S. P.,, Wang Y. T. Optimization for quantitative deter-
mination of four flavonoids in epimedium by capillary zone elec-
trophoresis coupled with diode array detection using central com-
posite design. J. Chromatogr. A 2006; 1103, 344-349.

Careri M., Elviri L., Mangia A., Musci M. Spectrophotometric
and coulometric detection in the high-performance liquid chroma-
tography of flavonoids and optimization of sample treatment for
the determination of quercetin in orange juice. J. Chromatogr.
A 20005 881, 449-460.

De Rijke E., Out P., Niessen W. M. A., Ariese F., Gooijer C.,
Brinkman U. A. Th. Analytical separation and detection methods
for flavonoids. J. Chromatogr. A 2006; 1112, 31-63.

Magalhdes P. J., Guido, L. F.,, Cruz, J. M., Barros
A. A. Analysis of xanthohumol and isoxanthohumol in different
hop products by liquid chromatography-diode array detection-
electrospray ionization tandem mass spectrometry. J. Chromatogr.
A 2007; 1150, 295-301.

Aguilar-Sanchez R., Ahuatl-Garcia F., Davila-Jiménez M. M.,
Elizalde-Gonzalez M. P., Guevara-Villa M. R. G. Chromato-
graphic and electrochemical determination of quercetin and
kaempferol in phytopharmaceuticals. J. Pharm. Biomed. Anal.
2005; 38, 239-249.

Careri M., Mangia A., Musci M. Overview of the applications of
liquid chromatography - mass spectrometry interfacing systems in
food analysis: naturally occurring substances in food. J. Chroma-
togr. A 1998; 794, 263-297.

Abad-Garcia B., Berrueta L. A., Lopéz Marquez D. M., Cres-
po-Ferrer 1., Gallo B., Vicente F. Optimization and validation of
a methodology based on solvent extraction and liquid chromato-
graphy for the simultaneous determination of several polyphenolic
families in fruit juices. J. Chromatogr. A 2007; 1154, 87-96.
Olszewska M. Separation of quercetin, sexangularetin, kaempfe-
rol and isorhamnetin for simultaneous HPLC determination of fla-
vonoid aglycones in inforescences, leaves and fruits of three Sor-
bus species. J. Pharm. Biomed. Anal. 2008; 48, 629-635.

Hertog M. G. L., Hollman P. C. H., Venema D. P. Optimization
of a quantitative HPLC determination of potentially anticarcinoge-
nic flavonoids in vegetables and fruits. J. Agric. Food. Chem.
1992; 40, 1591-1598.

Mecdonald M. S., Hughes M., Burns J., Lean M. E. J., Matt-
hews D., Crozier A. Survey of free and conjugated myricetin and
quercetin content of red wines of different geographical origin. J.
Agric. Food. Chem. 1998; 46, 368-375.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Komes D., Bel§éak-Cvitanovié¢ A., Horzi¢ D., Rusak G., Likié
S., Berendika M. Phenolic composition and antioxidant properties
of some traditionally used medical plants affected by the extracti-
on time and hydrolysis. Phytochem. Anal. 2010; 22, 172-180.
Denhkharghanian M., Adenier H., Vijayalakschmi M. A. Study
of flavonoids in aqueous spinach exctract using positive electro-
spray ionisation tanden quadrupole mass spectrometry. Food
Chem. 2010; 121, 863-870.

Kao T. H., Huang S. C., Inbaraj S., Chen B. H. Determination
of flavonoids and saponins in Gynostemma pentaphyluum
(Thunb.) Makino by liquid chromatography — mass spectrometry.
Anal. Chim. Acta. 2008; 626, 200-211.

Justesen U., Knuthsen P., Leth T. Quantitative analysis of flavo-
nols, flavones, and flavanones in fruits, vegetables and beverages
by high-performance liquid chromatography with photo-diode
array and mass spectrometric detection. J. Chromatogr. A 1998;
799, 101-110.

Wach A., Pyrzynska K., Biesaga M. Quercetin content in some
food and herbal samples. Food Chem. 2007; 100, 699-704.
Coppin J. P., Xu Y., Chen H., Pan M-H., Ho CH-T., Juliani R.,
Simon J., Wu Q. Determination of flavonoids by LC/MS and anti-
inflammatory activity in Moringa oleifera. J. Functional Foods
2013; 5, 1892-1899.

Xu Q., Schen Y., Wang H., Zhang N., Xu S., Zhang L. Applica-
tion of response surface methology to optimise extraction of fla-
vonoids from fructus sophorae. Food Chem. 2013; 138,
2122-2129.

Bae H., Jayaprakasha G. H., Jifon J., Patil B. S. Extraction effi-
ciency and validation of an HPLC method for flavonoids analyis
in peppers. Food Chem. 2012; 130, 751-758.

Francescato L. N., Debendetti L. S., Schwanz T. G., Bassani
V. L., Henriques A. T. Identification of phenolic compounds in
Equisetum giganteum by LC-ESI-MS/MS and new appproach to
total flavonid quantification. Talanta 2013; 105, 192-203.

Luo Ch., Wang X., Gao G., Eang L., Li Y., Sun Ch. Identifica-
tion and quantification of free, conjugate and total phenolic com-
pounds in leaves of 20 sweet potato cultivars by HPLC-DAD and
HPLC-ESI-MS/MS. Food. Chem. 2013; 141, 2697-2706.
Tamayo F. G., Turiel E., Martin-Esteban A. Molecularly imprin-
ted polymers for solid—phase extraction and spolid — phase micro-
extraction: Recent developments and future trends. J. Chromatogr.
A 2007; 1152, 32-40.

He Ch., Long Y., Pan J., Li K., Liu F. Application of molecular-
ly imprinted polymers to solid—phase extraction of analytes from
real samples. J. Biochem. Bioph. Methods. 2007; 70, 133-150.
Denderz N., Lehotay J., Cizmarik J. Molecularly imprinted
polymers. Ces. slov. Farm. 2012; 61, 79-86.

Lachova M., Lehotay J., Skaé4ni L., Cizmarik J. Application of
molecularly imprinted polymers in analytical and pharmaceutical
chemistry. Ces. slov. Farm. 2007; 56, 159—164.

Karim K., Breton F., Rouillon R., Piletska E. V., Guerreiro A.,
Chinanela I., Piletsky S. A. How to fine effective functional
monomers for effective molecularly imprinted polymers? Adv.
Drug Delivery Rev. 2005; 57, 1795-1808.

Mahony J. O., Nolan K., Smyth M. R., Mizaikoff B. Molecula-
ry imprinted polymers — potential and challenges in analytical che-
mistry. Anal. Chim. Acta 2005; 534, 31-39.

Zeng H., Wang Y., Liu X., Kong J., Nie Ch. Preparation of mole-
cular imprinted polymers using bi-functional monomer and bi-
crossingr fo solid-phase extraction of rutin. Talanta 2012; 93,
172-181.

Chen Z., Wang M., Fu Y., Yu H., Di D. Preparation of quercetin
molecularly imprinted polymers. Des. Monomers Polym. 2012;
15, 93-111.

Yu L., Yun Y. Zhang W., Wang L. Preparation, recognition cha-
racteristics and properties for quercetin molecularly imprinted
polymers. Desalin. Water Treat. 2011; 34, 309-314.

Xie J., Zhu L., Luo H., Zhou L., Li Ch., Xu X. Direct extraction
of specific pharmacophoric flavonoids from gingko leaves using
a molecularly imprinted polymer for quercetin. J. Chromatogr.
A 2001; 934, 1-11.



Ces. slov. Farm. 2015; 64, 119-125

125

49.

50.

S1.

Mahony J. O., Molinelli A., Nolan K., Smyth M.R., Mizaikoff
B. Anatomy of a successful imprint: Analysing the recognition
mechanisms of a molecularly imprited polymer for quercetin. Bio-
sens. Bioelectron. 2006; 21, 1383—1392.

Schwarz L. J., Danylic B., Harris S. J., Boysen R. L.,
Hearn M. T. W. Preparation of molecularly imprited polymers for
the selective recognition of the bioactive polyphenol, (E)-resvera-
trol. J. Chromatogr. A 2011; 1218, 2189-2195.

Song X., Li J., Wang J., Chen L. Quercetin molecularly imprin-
ted polymers: Preparation, recognition characteristics and proper-
ties as sorbent for solid-phase extraction. Talanta 2009; 80,
694-702.

52.

53.

Zhang Z., Yun Y., Li Ch. Preparation and adsorption performan-
ce of molecularly imprinted polymers for kaempferol. Desalin.
Water Treat. 2013; 51, 3914-3919.

Li L., Chen X. Preparation and spectral characterization of apige-
nin moleculrly imprinted polymer. Acta Pharm. Sinica 2009; 44,
868-872.



