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ABSTRACT

Even a low amounts of compounds contained in foodstuffs could considerably affect a health
of consumers. Nutraceutics represent a large group of these compounds that could positive
affect physiological functions of a human organism. Isoflavones, anthocyanes, flavonoids and
others sure belongs to the nutraceutics. Flavonoids comprise a wide-ranging group of plant
phenols derived from heterocyclic oxygen compound, flavan, which is formed by two
benzene rings linked by heterocyclic pyran. In this work we were concerned with suggestion
of electroanalytical technique for a determination of quercetin, quercitrin, rutin, diosmin and
chrysin on the surface of a carbon paste electrode. Electrochemical measurements were
performed with AUTOLAB connected to VA-Stand 663, using a standard cell with three
electrodes. We used phosphate buffer (pH = 7.0) as a supporting electrolyte. We optimized
properties (frequency, step potential etc.) of the square wave voltammetry and, consequently,
applied it to determine of a content of flavonoids in a few apple species. Moreover, we
studied changes in flavonoids content in human urine.

Keywords: Sensor, Flavonoids, Quercetin, Quercitrin, Rutin, Diosmin, Carbon paste
electrode.

ABSTRAKT

Latky pfijimané v potravinach i v malém mnozstvi mohou pulsobit na zdravi konzumenta.
Vyznamnou skupinou téchto latek jsou nutraceutika s pozitivnim u¢inkem na fyziologické
pochody zvitat i lidi. Bezesporu je mozné do této skupiny zaradit isoflavony, anthokyany,
flavonoidy a fadu dalSich. Flavonoidy jsou velice rozsahlou skupinou rostlinnych fenold,
které jsou odvozeny od kyslikaté heterocyklické slouceniny flavanu, tvofeného dvéma



benzenovymi kruhy spojenymi heterocyklickym pyranem. V na$i praci jsme se zaméfili na
vypracovani elektroanalytického stanoveni quercetinu, quercitrinu, rutinu, diosminu a
chrysinu na uhlikové pastové elektrod¢. Vzorky byly analyzovany na piistroji AUTOLAB ve
spojeni s VA-Stand 663 v tfielektrodovém usporadani. Jako zdkladni elektrolyt byl zvolen
fostatovy pufr o pH = 7,0. Optimalizovana elektroanalyticka metoda (frekvence, potencidlovy
krok atd.) byla vyuzita pro studium obsahu flavonoidid v nékolika odriidach jablek. Navic
byla studovana zména obsahu flavonoida v lidské moci.

Kli¢ova slova: Senzor, Flavonoidy, Quercetin, Quercitrin, Rutin, Diosmin, Uhlikova
elektroda.

(%))

Nelze nesouhlasit s faktem, ze latky pfijimané v potravé ovliviuji zdravi konzumenta,
ptipadné jeho fyziologicky stav. V této souvislosti se hovoii o skupiné potravin a latek
zvanych nutraceutika. Navic nezbytnost velkého rozsifeni a pouziti potravin pro zvlastni
vyzivu (kromé jinych také nutraceutik) je postaveno na mnoha faktech: a) nevhodné vyzivové
zvyklosti zakofenéné u vétSiny populace; b) technologické zpracovani surovin pii vyrobé
potravin vede ke ztraté Zivin; ¢) stale rostouci pouziti farmak, to vede v mnoha ptipadech ke
zhorSeni vstiebatelnosti zivin; d) zhorSujici se Zivotni prostfedi, ma za nasledek zvySené
pozadavky organismu na pfitomnost ochrannych latek; e) vyuziti specificky definované
vyZzivy v prevenci i podpofe terapie, v nasich zemich velmi zaostala oproti vétSin€ zadpadnich
zemi. Pro vSechny tyto nevyvratitelné udaje se da v blizkém budoucnosti predpokladat velky
rozvoj téchto latek, zvySena podpora jejich prodeje a tim také vyssi pfijem obyvatelstvem. A
konkrétn¢ nutraceutika uz pravdépodobné svij velky rozkvét uz zapocala, dostala se do
podvédomi lidi a lze ocekavat brzké obrovské zaplaveni trhu. Co to vlastné ta nutraceutika
jsou a jak se odliSuji od farmak? Jednoduchd definice hovofi, Ze nutraceutika jsou potraviny,
které maji pozitivni fyziologické ti€inky na lidsky organismus. Bylo prokazéano, ze maji vliv
na celkovy zdravotni stav ¢lovéka a mohou vyrazné podporovat fyziologicky vykon ¢i
snizovat riziko vzniku nékterych nemoci. ¢em se ale vlastné nutraceutika odlisuji od béznych
farmak? V piipad¢, Ze nutraceutikum ziskalo atest a je pusténo do prodeje, neni pouziti
spojeno se zdravotné rizikovymi vedlejsimi efekty. Neexistuje (teoreticky) riziko navyku. A
predevS§im - pokud nutraceutikum nepomuze, alesponi neuskodi. Nicméné, jsou skute¢né
nutraceutika bezpecnd? Nikdy nelze zarucit, Ze urCité nutraceutikum, byt i pomérné
jednoduchého typu nebo ptipadné tzv. "jednoslozkové", bude ucinné vzdy a u kazdého. Je to
pfesné stejnd situace jako v piipadé farmak. Vysvétleni spocivd v neustdle se ménicich
podminkach vnitinich i vnéjsich a v individualité organizmu.

Mezi vyznamné latky, které Ize fadit mezi nutraceiutikai, patfi rozdilné skupiny

metabolitil rostlin, jako fenolové kyseliny, lignany, fytosteroly, karotenoidy, glukosinolaty a
mnoho dalsich skupin, mezi které nalezi i flavonoidy.

Flavonoidy jsou velice rozsahlou skupinou rostlinnych fenold. V soucasné¢ dobé je
znamo vice nez 4000 flavonoidnich latek a stale se nachézeji dalsi slouceniny. Jsou odvozeny



od kyslikaté heterocyklické slouceniny flavanu, tvofeného dvéma benzenovymi kruhy
spojenymi heterocyklickym pyranem (Obr. 1). Bézn¢ byvaji vSechny tii kruhy substituovany
hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami a jednotlivé derivaty se 1iSi pouze stupném
substituce a oxidace. Rozezndvame nasledujici zékladni struktury flavonoidd: katechiny,
leukoanthokyanidiny, flavanony, flavononoly, flavony, flavonoly a anthokyanidiny. Pfirodni
flavonoidy se nejcastéji vyskytuji ve formé O-glykosidl, obsahuji tedy ve své molekule
necukernou soucast (aglykon) a cukernou slozku. Volné aglykony se vyskytuji pouze ziidka.
V nékterych ptipadech (pfi technologickém zpracovani pii vysSich teplotich a v kyselém
prostiedi) miize dochézet k hydrolyze glykosidii a vzristu koncentrace aglykonti. V nasi praci
jsme se zaméfili na vypracovani elektroanalytického stanoveni quercetinu, quercitrinu, rutinu,
diosminu a chrysinu na uhlikové pastové elektrodé a tuto metodu pouzit na stanoveni
flavonoidi v slozité biologické matrici (jablko, moc).

Obr. 1 Flavonoidni struktura,
tvofena dvéma benzenovymi
kruhy spojenymi heterocyklickym
pyranem.

MATERIAL A METODIKA

NaH,PO4, Metanol, Diosmin, Chrysin, uhlikovy prasek a mineralni olej byly dodany
firmou Sigma Aldrich Corp. (USA). Rutin trihydrat a Quercitrin dihydrat byly dodany firmou
Roth GmbH, Karlsruhe (Ger.). Na,HPO4 byla dodand firmou Merck, Darmstadt (Ger.).
Quercetin dihydrat byl dodan firmou Fluka chemie AG (USA). VSechny chemikalie byly
ACS Cdistoty, stejné tak 1 voda (Sigma), ve které byly pfipraveny pracovni roztoky. Square—
wave voltametrie byla provdadéna pomoci elektrochemického analyzatoru AUTOLAB
(EcoChemie, Netherlands) v zapojeni s tiielektrodovou celou VA—Stand 663 (Metrohm,
Switzerland). Byla pouZita pracovni uhlikovéa pastova elektroda, referen¢ni (Ag/AgCl, 3 M
KCI) elektroda, a jako pomocna elektroda byla pouZita uhlikova tycka. Ziskana data byla
upravena matematickou korekci podle algoritmi navrzenych Savitzkym a Golayem
implementovanych do GPES softwaru (EcoChemie). Experimenty byly provadény pfi
laboratorni teploté. Méfeni bylo probihalo v potencidlovém rozsahu od —0,1 Vdo 1,2
V s témito parametry: potencidlovy krok 1,95 mV, pulzni amplituda 49,85 mV. Jako zékladni
elektrolyt jsme pouzili fosfatovy pufr o pH = 7,0. Uhlikova pasta (asi 0.5 g) byla vyrobena z
uhlikového prasku a minerdlniho oleje (bez DNaz, RNdaz, a protedz). Pomér uhlikového
prasku a mineréalniho oleje byl 70/30 (w/w). Pasta byla vloZena do teflonového téla elektrody s
praimérem plochy elektrody 2,5 mm. Pfed kazdym méfenim byl povrch elektrody vzdy
obnoven, tedy o€istén od necistot pomoci filtracniho papiru.



VYSLEDKY A DISKUSE

V nasich piedeslych experimentech bylo zjiSténo, ze vysoky podil organické slozky
zhorSuje elektrochemickou analyzu. Pfesto byly standardy studovanych latek rozpoustény
v methanolu, nebot’ rozpustnost fenolickych latek ve vod¢ je velmi nizkd. Pti studiu
flavonoidi rozpusténych v methanolu (96%) byl vSak podil organické faze v zakladnim
elektrolytu (2 ml) jen 0.1%, proto ovlivnéni odezvy nebylo velké. Po pfidavku flavonoidli do
zékladniho elektrolytu byly pozorovany na voltamogramech oxida¢ni signaly. Brettova
popisuje signaly pik 1 a pik 2 jako oxidace hydroxylové skupiny v poloze 7 flavonoidniho
skeletu (Obr.1) (Brett & Ghica, 2003). Pii naSich experimetech byly pozorovany dalsi dva
signaly piky 3 a 4, kter¢ budou pravdépodobné souviset s oxidaci hydroxylové skupiny
v poloze 5 flavonoidniho skeletu (Obr. 2). Pozorovali jsme, Ze pik 1 quercetinu byl pii
potencialu 0,15 V a signaly rutinu a quercitrinu pii potencidlu 0,25 V. Potencidlovy posun o
quercetinu. U chrysinu a diosminu byl elektrochemicky signdl vyrazné¢ potlacen.
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flvonoida.
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Obr. 2 Square—wave voltamogram 10
mM koncentrace a) quercetinu, b)
qurcitrinu, ¢) rutinu, d) chrysinu a e)
100 mM diosminu ve fosfatovém

Chrysin o pufru o pH = 7,0 s témito parametry:
B, O poN ‘ o )
/ Diosmin QWOA potencialovy krok 1,95 mV, pulzni

/ amplituda 49,85 mV, potencialové

rozmezi od -0,1 V do 1,2 V.

Dale nés zajimal vliv frekvence na elektrochemickou odezvu. Sledovany byly zmény,
které se objevily u piku 1 pro latky rutin, quercetin, quercitrin a piku 2 pro chrysin a diosmin.
Frekvence byla nastavena od 20 do 220 Hz. Se zvySujici frekvenci vysky piki rostly u vsech
studovanych latek. Na Obr. 3 jsou vidét kiivky téchto zavislosti. VSechny kiivky maji
maximum pfi frekvenci 180 nebo 190 Hz. (U vSech studovanych latek pii frekvenci 190 az
200 Hz doslo ke snizeni.) Potencidlové pozice identifikovanych pikl latek u quercetinu,
rutinu a quercitrinu se témét neménily. U chrysinu a diosminu doslo se zvySujici frekvenci k
lehkému posunuti do kladnéjSich potencidlovach hodnot (Obr. 3). Frekvenci 180 Hz, pii které
méla vétSina studovanych latek maximalni elektrochemickou odezvu, jsme pouzili pti dalSim
méfeni.
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Déle bylo studovdno chovani uvedenych latek pii zméné potencidlového kroku u
Square—wave voltametrie. Zde se opét studoval prvni pik pro rutin, quercetin, quercitrin a
druhy pik pro chrysin a diosmin. Potencialovy krok byl studovan od 0,15 do 4 mV, po
0,5 mV. ZvySeni potencidlového kroku u quercetinu, quercitrinu zptisobilo snizeni proudové
odezvy. Vyska piku rutinu se téméf nezménila. A odezvy pikii chrysinu a diosminu s
rostoucim potencialovym krokem rostly. Zavislosti pozice na zméné potencidlového kroku
meély stejny prubéh jako u zévislosti na frekvenci (Obr. 4). Z vySe popsanych kiivek zavislosti
byla vybrana jako nejvhodnéjsi hodnota pro potencialovy krok 1,95 mV.
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Studium elektrochemickych vlastnosti flavonoidnich latek pokracovalo volbou
vhodného elektrolytu a jeho pH. pH bylo studovano na universalnim pufru Britton-Robinson
(BR) v rozmezi pH 2 az 8, ve fosfdtovém pufru v rozmezi pH 6 az 8, acetatovy pufr o pH 4 a
boratovy pufr o pH 8. Na obrazku 5 je vidét porovnani vysky piku v zavislosti na elektrolytu a
jeho pH. U quercetinu, rutinu a quercitrinu je jasné vidét, Ze odezvy jsou nejvyssi za pouziti
fosfatového pufru. U diosminu a jesté vice u chrysinu je vyska signali u fosfatového pufru
mensi nez za pouziti pufru Britton-Robinson, piesto vSak porovnani relativnich vySek vSech
flavonoidii dohromady presvédcive prevlada pouziti fosfatového pufru. Proto jsme studovaly
fosfatovy pufr a vliv jeho pH podrobnéji. Métili jsme flavonoidy v tomto pufru v rozmezi pH
5,5 az 8,0 se zménou 0,5 (Obr. 6). U quercetinu a rutinu bylo maximum pii pH = 6,0, pfi
vy$§im pH dochéazelo ke sniZeni signdlu. Quercitrin mél maximum pii pH = 7,0, ovSem
zmény ve vysce byly nepatrné. U diosminu byl nejvyssi pik zaznamenan pii pH = 5,5, pfi
zvySovani pH dochazelo k mirnému snizovani signalu, ale pti pH vyssSim nez 7,0 dochazelo
k prudkému snizeni signalu. U chrysinu bylo maximum pii pH = 7,5, poté také doslo
k mirnému snizeni. Zajimavé zjisténi bylo posunuti potencidlovych pozic u vsech flavonoidi



zhruba o 0,1 V. Z nasich méfeni po porovnani relativnich vysek vSech flavonoidl pfi riznych
pH fosfatového pufru vyslo, ze nejvhodnéjsim pH pro analyzu flavonoidt je pH = 7,0.
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Dal$im krokem bylo zjiSténi kalibra¢nich zavislosti flavonoidd. U vSech

stanovovanych latek byla vidét linearni zavislost do urcité koncentrace a pii vysSich
koncentracich uz odezva rostla jen minimalné. V Tabulce 1 jsou zndzornény velikosti pikll na

koncentraci.
Tab. 1
Rutin Quercetin -~ Quercitrin  Chrysin Diosmin
vyska vyska vyska vyska vyska
c(mM] |(mA) (mA) (mA) (mA) c(mM] (mA)
10 81.65 119 82.68 5.29 200 0.894
5 76.85 67.3 66.5 1.28 100 0.55
2.5 43.2 35.7 51.97 0.617 50 0.311
1.25 23.2 17.55 26.486 0.163 25 0.127
0.625 10.465 8.18 15.7 0.079 12.5 0.06
0.3 4.59 3.8 7.5
0.15 2.63 1.75 3.5

V soucasné dobé probihaji pokusy stanoveni flavonoidi v pfitomnosti biologické

matrice, konkrétn¢ v jablecné slupce a moci. Ze zatim ziskanych vysledkl je ziejmé, Ze
stanoveni flavonoida neni pfili§ ovlivnéno biologickou matrici a byly stanoveny ve slupkach
nekterych odrad jablek.



ZAVER

Elektrochemicka detekce jako moznost stanoveni flavonoidi je malo diskutovanou
oblasti. Analytické stanoveni flavonoidii se v soucasné dobé provadi piredev§im metodami
chromatografickymi a kapilarni elektroforézou. OvSem elektrochemické metody maji velkou
vyhodu v miniaturizaci a umoznuji detekci latek in vivo bez usmrceni organismu. Byl
proveden vyzkum elektrochemického stanoveni vybranych flavonoidii a metoda byla
optimalizovana. V soucasné¢ dob¢ probihaji pokusy na stanoveni flavonoidl v pfitomnosti
biologické matrice.
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