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Dvorakova, M. — Dostalek, P. — Hulin, P.: Analytické metody sta-
noveni polyfenolli ve sladinach, mladinach a pivech. Kvasny
Prum. 52, 2006, ¢. 4, s. 111-114,

Clanek popisuje zpusoby analytického stanoveni polyfenoll v pi-
vovarstvi. Metody pro toto stanoveni jsou rozdéleny do dvou skupin,
analytické metody pro stanoveni skupin polyfenolli a metody pro sta-
noveni individualnich polyfenold. Skupinové metody slouzi ke sta-
noveni anthokyanogend, tanoidll a flavonoid(. Pro stanoveni jedno-
tlivych polyfenoll je nejrozsitenéjsi metodou HPLC na reverzni fazi
s riznymi druhy detekce. Méné rozsifena je metoda GC ve spojeni
s MS detekci, a to kvdli derivatizaci analytu.

Dvorakova, M. — Dostalek, P. — Hulin, P.: Analytical Methods for
Determination of Polyphenols in Sweet Wort, Wort and Beer.
Kvasny Prum. 52, 2006, No. 4, p.111-114.

This article describes the ways of analytical determination of po-
lyphenols in brewing. The methods for this determination are divi-
ded into two groups, analytical methods for group determination and
determination of individual polyphenols. The group methods are for
the determination of anthocyanogens, tanoids and flavonoids. For
the determination of individuals polyphenols is the most widespread
method HPLC (reverse phase) with different types of detection. Less
widespread method is GC with MS detection, from point of view ana-
lyte derivatization.

Dvorakova, M. — Dostalek, P. — Hulin, P.: Analytische Methoden
zur Polyphenolsbestimmung in den SiiBwiirzen, Wiirzen und im
Bier. Kvasny Prum. 52, 2006, Nr. 4, S. 111-114.

In diesem Artikel werden angewandte Methoden zur Polyphe-
nolsbestimmung in den Brauereien beschrieben. Die fir diesen
Zweck bekannte Methoden wurden in zweien Gruppen geteilt, die
erste analytische Methode zur Bestimmung von Polyphenolsgrup-
pen, die auch zur Anthokyanogen-, Tanoid-, und Flavonoidbestim-
mung angewandt wird und die zweite Methode zur Individualpolyp-
henolsbestimmung. Die Methode HPLC auf der reversen Phase mit
verschiedenen Detektionssorten ist die hdufigste angewandte Met-
hode zur Bestimmung von individualen Polyphenols, die andere Met-
hode GC in Verbindung mit MS Detektion ist wegen der Analytderi-
vation weniger verbreitet.

OBopxxakoBa, M. — [loctanek, . — l'ynuH, MN.: AHanuTU4Yeckune
MeToAbl onpeaerieHUs NosMPeHosI0B B HEOXMESIEHHbIX CYy-
cnax, cycnax v nusax. Kvasny Prum. 52, 2006, Ho. 4, cTp.
111-114.

B cTtaTbe onucbiBaloTCA CNOCO6bLI aHANMMTUHECKOro onpeAeneHns
nonmMEeHONOB B NMBHOW NPOMBILWIIEHHOCTU. HacToswme MeToabl
pacnpefgeneHbl B ABe rpynnbl, T.e. METOAbl AN ONpeAeneHns
rpynn nosmgeHonoB U meToAbl ANA onpefefneHus UHAWBUAY-
arnbHbIX nonudeHonos. llepsas rpynna MeToAo0B CNYXUT Ans
onpefeneHns aHTOKMaHOreHOB, TaHOMAO0B U hrnaBoHonaos. [ns
onpeaeneHnsa oTAenbHbIX NoNMdeHonoB 6onee 4acTo ynoTped-
naembiMm metogom sBnsetcs HPLC Ha peBepcuBHy asy ¢
NpUMEHeHWeM pasHblX BUAOB AETeKTMpoBaHus. MeHee 4acTo
ynotpebnsembim MeTogom asnsetca GC B cBasn ¢ MS getekTu-
poBaHvMeMm U3 3a fepvBatusaynm aHanuTa.
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1 UvVOD

Polyfenoly jsou sekundarni metabolity
rostlin, které do piva prechazi ze sladu
a chmele. V pribéhu pivovarského procesu
dochazi ke zmeénam jejich zastoupeni
a struktury a v fadé krokd ovliviuji technolo-
gicky postup.
nosti patfi schopnost reagovat s proteiny za
tvorby vySemolekularnich komplexi a dale
jejich antioxidaéni aktivita. Tvorba polyfenol-
bilkovinnych komplext negativné ovliviuje
koloidni stabilitu piva, zatimco redukéni
schopnost a schopnost vychytavani volnych
radikall plsobi pozitivné na senzorickou sta-
bilitu piva i na lidské zdravi.

Polyfenoly jakoZto pfirozené antioxidanty
vyskytujici se v potravé mohou snizovat prav-
dépodobnost vyskytu nékterych civilizacnich
chorob konzumentt, v této souvislosti se
uplatfiuji pfedevsim antiaterosklerotické, an-
tikarcinogenni, pfipadné fytoestrogenni ucin-
ky nékterych polyfenolovych latek.

Z uvedenych duvodul jsou analytické me-
tody stanoveni polyfenold predmétem vy-
zkumu nejen pivovarskych analytikd. Ackoliv
v minulosti se pouzivala cela fada rliznoro-
dych zplsobl stanoveni téchto latek, dnes
analyze dominuje predev&im vysokoucinna
kapalinova chromatografie se spektrofoto-

metrickou, hmotnostni nebo elektrochemic-
kou detekci. Aktualnim problémem stanoveni
je izolace, precisténi a zakoncentrovani ana-
lyzovanych latek z vysoce komplexni pFirodni
matrice.

2 ANALYTICKE METODY PRO
STANOVENI POLYFENOLU

Metody pouzivané v analyze polyfenolo-
vych latek je mozno v souc¢asné dobé roz-
délit do dvou hlavnich ¢asti. Prvni z nich vy-
uziva spole¢nych vlastnosti vétSich &i
mensich skupin polyfenolovych slouéenin
a jednd se tedy o metody skupinové.

Analytickym metodam pro stanoveni jed-
notlivych polyfenolovych latek dominuje
HPLC (High Performance Liquid Chromato-
graphy — vysokoug¢inna kapalinova chroma-
tografie) na reverzni fazi s rlznymi moz-
nostmi detekce UV-VIS, DAD (detektor
s diodovym polem), MS (hmotnostni detek-
tor). Star§imi moznostmi jsou kapilarni ply-
nova chromatografie (CGC), papirova chro-
matografie (PC), chromatografie na tenké
vrstvé (TLC) a podobné [1].

2.1 Skupinové analytické metody
Stanoveni celkovych polyfenolii meto-
dou EBC: Tato metoda je zaloZena na reakci

polyfenoll s trojmocnymi ionty Zeleza v al-
kalickém prostfedi, pfi které dochazi k tvorbé
Cervené zbarveného komplexu. Intenzita
vzniklého zbarveni je méfena spektrofoto-
metricky pfi vinové délce A = 600 nm proti
slepému pokusu. Vysledek je dan vzorcem
a uvadi se v miligramech na litr [2].

Stanoveni anthokyanogent podle Har-
rise a Ricketse: V této metodé jsou polyfe-
nolové latky vzorku nejprve adsorbovany po-
lyamidovym praskem, zachycené latky jsou
potom z adsorbentu uvolnény za tepla pu-
sobenim smési butanol-chlorovodikové ky-
seliny. Intenzita zbarveni vzniklych oxonio-
vych soli je uréena spektrofotometricky pfi
A = 550 nm proti slepému pokusu. Zavislost
obsahu anthokyanogend na naméfené ab-
sorbanci je tabelovana a vysledky je mozno
odecist z tabulky [3].

Stanoveni tanoidli podle Chapona: Me-
toda je zaloZena na principu tvorby komplext
polyfenold s polyvinylpyrrolidonem (PVP). Do
roztoku obsahujiciho tanoidy se davkuje po-
lyvinylpyrrolidon (PVP). Vznika zékal, jehoz
intenzita se zvySuje tak dlouho, nez se
vSechny tanoidy adsorbuji. MnozZstvi PVP,
které se musi pfidat k dosazeni maxima za-
kalu, je proporcionalni obsahu tanoidd.
Vznikly zakal se zméfi nefelometricky. Vy-
sledek je dan vzorcem a je vyjadfen v mili-
gramech PVP na litr [3].
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Stanoveni flavanoidG: V kyselém pro-
stfedi reaguji flavanoidy s chromogenem p-
dimethylaminocinnamaldehydem za vzniku
barevnych pigmentl. Metoda dovoluje kvan-
titativni stanoveni napf¥. katechinu a proantho-
kyanidinu. Vzorek se smicha s kyselou soluci
chromogenu a vysledna intenzita zbarveni je
proméfena spektrofotometricky pfi vinovée
délce A = 640 nm. Vysledek je dan vzorcem
a je vyjadren v katechinovych ekvivalentech
v miligramech na litr [2].

2.2 Analytické metody pro stanoveni jed-
notlivych polyfenolt

Volby jednotlivych analytickych krok{ pro
stanoveni jednotlivych polyfenold jsou shr-
nuty v nasledujici ¢asti. Extrakce a zakon-
centrovani stanovovanych latek byva bézné
provedeno v jednom kroku, dale se nékdy za-
vadi frakcionace polyfenolld na fenolové ky-
seliny a neutralni latky.

2.2.1 Extrakce, zakoncentrovani a purifi-
kace

Nizka hladina polyfenolovych latek v analy-
zovaném materialu ¢asto vyZaduje provedeni
vhodné extrakce vedouci k ziskani zakon-
centrovaného podilu analyzovanych latek s re-
dukovanym obsahem interferujicich pfimési.
Vzhledem ke znacné slozitosti chromato-
gramu extraktl polyfenold z HPLC, zavadi
néktefi autofi analytické kroky vedouci k frak-
cionaci polyfenolovych latek nej¢astéji na za-
kladé rozdilné disocia¢ni konstanty [4,5].

Z hlediska provedeni se daji jednotlivé me-
tody extrakce rozdélit do dvou nasledujicich
skupin: LLE (Liquid-liquid extraction — ex-
trakce kapalina-kapalina) a SPE (Solid
Phase Extraction — extrakce na pevné fazi).
Napt. Bendini a kol. [6] se zabyvali porovna-
nim vytéznosti extrahovanych latek z olivo-
vého oleje pomoci SPE a LLE. Pirisi a kol. [7]
se také zabyvaji srovnanim SPE s Cy5 a Cg
népini a LLE s hexanem. Kvantifikace za-
chycenych slou¢enin byla provedena pomoci
HPLC-DAD-MS a CZE (kapilarni zénova
elektroforéza) s UV-VIS detekcei. Pofadi jed-
notlivych metod dle klesajici vytéznosti bylo
LLE, Cyg a Cg-SPE.

Extrakéni a Cistici kroky obecné prodluzuji
dobu analyzy, Cappanesi a kol. [8] uvadi al-
ternativni moznost detekce pomoci biosen-
zoru, zalozené na tyrosinasové oxidaci poly-
fenolovych sloucenin, kterd nevyzaduje
pfedchazejici Upravu vzorku.

2.2.1.1 Kapalinova extrakce — (LLE — Liquid-
liquid extraction)

V potravinarské analyze polyfenolovych la-
tek existuje velka variabilita riznych analy-
zovanych material, pfesto se pro ucely ka-
palinové extrakce pouziva relativné malé
mnozstvi extrakénich ¢inidel, a to bud sa-
motnych, nebo ve vzajemné kombinaci.

Tradiénimi béZné pouzivanymi rozpou-
Stédly jsou horké& voda, methanol, ethanol,
aceton, a ethylacetat, ktery se vyskytuje nej-
Castéji. Vzacnéji jsou pouzivana jina rozpou-
Stédla, napt. acetonitril, DMF (dimethylform-
amid) a chloroform [5, 9].

Extrakce je z divodu dosazeni maximal-
niho vytézku ¢asto provadéna za nepfistupu
svétla, kysliku, s pfidavkem umélych antioxi-
dantl apod. Mechanicka Uprava vzorku byva
pouzita k zamezeni molekularnich interakci,
respektive k podpofe uvolnéni latek z vaza-
nych forem. Nejcasté&jSim provedenim ex-

trakce fenolovych kyselin byva opakovana
Soxhlethova extrakce trvajici v jednom kroku
jednu az Sest hodin [1].

Extrakce flavonoidl a jednoduchych feno-
lovych kyselin probiha obdobné, rozdélova-
cim faktorem je pH, ¢ehoz Ize vyuzit pro od-
déleni téchto dvou frakci. Frakcionaci je tedy
mozné provést napf. kapalinovou extrakci et-
hylacetatem pfi pH 7 a pfi pH 2, pfipadné za-
drzi na Cyg koloné a eluci roztoky o rizném
pH. Jinou moznosti rozdéleni polyfenoll na
fenolové kyseliny a neutralni latky muze byt
frakcionace pomoci iontovyménné chroma-
tografie na silném anexu [1, 10].

Z jinych moznosti napf. Chang a kol. [11]
uvadi moznost pouziti nadkritické fluidni ex-
trakce oxidem uhli¢itym pro izolaci polyfeno-
lovych latek zeleného Caje.

2.2.1.2 Extrakce na pevné fazi — (SPE)

K tomuto druhu extrakce se nej¢astéji pou-
zivd chromatografickych naplfiovych kolon
s fadou adsorpénich materiald, jako jsou po-
lyamidové materialy, PVPP, Sephadex, mo-
difikovany silikagel, mikrokrystalicka celu-
losa a dal&i. S extrakénim krokem analyzy
zde byva €asto spojeno i precisténi analytu,
pfipadné frakcionace jednotlivych skupin po-
lyfenolovych latek. Silikagel je zvlasté vhodny
pro analyzu méné polarnich isoflavond, fla-
vanon, flavonli a flavonolovych glykosidu.
K modifikaci vnitfniho povrchu silikagelové
napiné kolon se pouzivaji obdobné funkéni
skupiny jako v pfipadé kolon pro HPLC na
reverznifazi (Cg, C4g, DIOL). Naproti tomu po-
lyamid je adsorbent vhodny pro separaci fla-
vonoidd o rizné polarité, zvlasté pak glyko-
sidll [12]. Minikolonky s naplIni polyamidu 6
byly pouzity k frakcionaci flavonolli z ¢ervené
malinové §tavy. Prvni ¢éast flavonoid(, ktera
byla ziskana eluci methanolem, obsahovala
glykosidy kvercetinu, kvercetin a kempferol.
Druha ¢ast byla z kolony vymyta mobilni fazi
skladajici se z 0,5% roztoku amoniaku v me-
thanolu a obsahovala flavonolové glukuro-
nidy, aglykony, kyselinu ellagovou a jeji deri-
vaty [13].

Napf. McMurrough a kol. [14] uvadéji ex-
trakci smési aceton/voda, odpareni rozpou-
Stédla, rozpusténi zbytku v ethanolu a na-
slednou frakcionaci polyfenold na koloné
s naplni Sephadex.

Garcia a kol. [5] uvadi metodu zakoncent-
rovani na C,s Sep-Pak koloné kondiciono-
vané methanolem a promyté vodou. Po na-
neseni a eluci okyseleného vzorku byla
kolona vysu$ena dusikem. Zachycené feno-
lové latky byly eluovany acetonitriliem a po
odpareni rozpoustédla na vakuové odparce
opét rozpustény ve smési methanol/voda
(1:1) s 1 % kyseliny sirové. Oddéleni flava-
novych glykosidli od flavonoll nebo flavono-
vych glykosidi je obvykle obtizné, ale muze
byt provedeno na celulosovych kolonach
s vodou jako promyvacim roztokem [15].

2.2.2 Chromatografické metody a detekce
latek

Mezi star§i metody analyzy polyfenoll
v potravinach patfi jednoduchd provedeni
chromatografickych metod. Do této skupiny
patfi napf. papirova chromatografie (PC),
pouzivajici jako stacionarni fazi chromato-
graficky papir.

Z dal8ich dfive znacné vyuzivanych metod
je mozno zminit napf. chromatografii na tenké
vrstvé (TLC) s rdznymi moznostmi stacio-

néarni faze (silikagel, celulosa, polyamid). Vy-
bér pevné faze zavisi na skupiné flavonoidu,
ktera ma byti analyzovana, hydrofilni flavo-
noidy mohou byt snadno separovany pomoci
TLC na polyamidu nebo mikrokrystalicke ce-
lulose. Silikagel byva pouzivan pfi TLC ana-
lyze méné hydrofilnich latek jako jsou flavony
a isoflavony. Detekce separovanych skupin
analytl je provadéna reakci s ¢inidly za
tvorby barevnych komplex(, pfipadné tvorby
fluoreskujicich komplext. Chromatografie na
tenké vrstvé je financné a ¢asové nenaro¢na,
jeji hlavni nevyhodou je omezena moznost
kvantifikace a nizka vytéznost [1, 13, 17].

2.2.2.1 Kapilarni zoénova elektroforéza —
(CZE)

CZE je vysoce uCinna metoda, pfi které
dochazi k separaci latek na kratké kiemenné
kapilafe s primérem od 50-100 um. Jedna
se 0 pomérné rychlou a levnou metodu, ktera
muze dosahnout lepsi selektivity nez analyza
pomoci HPLC [9]. Separaci kromé parametr(i
kapilary ovliviiuje navic pH a také organické
latky, které se pouzivaji jako modifikatory
v nosnych elektrolytech. Tato rozpoustédla
ovliviiuji pohyblivost analytu snizenim pola-
rity pufru, mohou zlepsit selektivitu a tim zvy-
Sit pravdépodobnost identifikace analyzova-
nych latek [18]. CZE umoznuje paralelni
stanoveni Siroké skaly nabitych latek, za-
timco slou€eniny bez naboje jsou odnaseny
elektroosmotickym tokem bez separace. Mo-
lekuly flavonoidl obsahuji elektricky naboj
v alkalickém prostfedi. Aby nedoslo k zahl-
ceni kapilary, byva objem analyzovaného
vzorku velmi nizky [13].

Na rozhrani mezi elektroforetickymi a chro-
matografickymi metodami se pohybuje mi-
celarni elektrokineticka kapilarni chromato-
grafie (MECC).

2.2.2.2 Plynova chromatografie — (GC)

Zakladnim problémem pouziti této analy-
tické metody je nizka tékavost fenolovych
slouc¢enin. Z tohoto dlivodu se jeji vyuziti ome-
zuje predevSim na stanoveni jednoduchych
fenolovych kyselin a nizkomolekularnich fla-
vonoidl. Hydroxylové skupiny je nutno pre-
vést na ethery, pfipadné estery. K derivatizaci
byva nejCastéji pouzita trialkylsilylovd sku-
pina, nejCastéji v podobé trimethylsilylovych
derivatd. Nejbéznéji pouzivanymi silylacnimi
¢inidly pro derivatizaci fenolovych kyselin jsou
N,O-bis-(trimethylsilyl)acetamid, N-metyl-N-
(trimethylsilyl)-trifluoroacetamid a N,O-bis-
(trimethylsilyl)-trifluoroacetamid. Pro vlastni
chromatografické rozdéleni jsou nejcastgji
pouzity kapilarni kolony z taveného kfemene
o délce 25-30 m, vnitfnim prdméru 0,25-0,5
mm a tloustce vnitini vrstvy (stacionarni faze)
0,25 um. Jako pfiklad pouzivané stacionarni
faze je mozno uvést polysiloxanovy material
DB-5, ktery obsahuje 95 % methylovycha 5 %
fenylovych substituentd.

K detekci byl dfive bézné pouzivan pla-
menové ionizaéni detektor (FID), dnes pre-
vlada spojeni plynové chromatografie s hmot-
nostni detekci (GC-MS) v usporadani
s ionizaci nadrazem elektronu (EI) [1, 19].

2.2.2.3 Vysokoucinna kapalinova chromato-
grafie — (HPLC)

Nejpouzivanéjsi souc¢asnou metodou pro
stanoveni polyfenolovych latek je vysoko-
uéinnd kapalinova chromatografie na re-
verzni fazi.
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Kolony pouzivané v HPLC analyze byvaji 10—100 cm dlouhé (nejcastgji 10-25
cm), jejich vnitini primér se obvykle pohybuje v rozmezi od 0,2 do 5 mm. U pfi-
rodnich vzorkl obsahujicich vét$i mnozstvi balastnich latek, které by mohly vy-
volat pfedéasné znehodnoceni kolony, byva ¢asto pfed vlastni kolonou zara-
zena ochranna predkolonka. Jako chemicky véazané stacionarni nepolarni
skupiny pro reverzni fazi se nej¢astéji pouzivaji CgH,—, C1gHs;— a méné Casto
fenyl. Tyto skupiny jsou obvykle vazany na vrstvu silikagelu. Pro takto hydrofo-
bizovanou stacionarni fazi se pouziva spiSe polarnich mobilnich fazi na bazi bi-
narnich az ternarnich smési vody, methanolu, acetonitrilu, THF (tetrahydrofu-
ran) ¢i dioxanu. Retenéni poméry fady latek se daji ovlivnit zménou pH mobilni
faze (napf. zvySenim pH mobilni faze se zvySuji retenéni asy bazickych latek
a snizuji retenéni ¢asy kyselych slozek) [16, 20].

V analyze fenolovych latek je téméf vyhradné pouzivana stacionarni faze Cs
s vnitfnim prdmérem kolony od 2 do 5 mm (HPLC ve spojeni s hmotnostni de-
tekei vyuziva mensich primért). Velikost ¢astic byva vétsinou 3 az 5 um. Nej-
Casteji se pouziva linearni gradientova eluce, mobilni faze se sklada z polarni
a nepolarni ¢asti, nékdy obsahuije i roztoky s pufraéni kapacitou. Vodna faze ob-
sahuje ¢asto pfidavek kyseliny octové, pouzivana organicka rozpoustédla v ne-
polarnifazi jsou methanol, acetonitril, propanol, butanol, THF, ethylacetat a dalsi.
Volba mobilni faze a jeji pH zavisi na druhu pouzité stacionarni faze. Mobilni faze
obsahuji ¢asto pfimeési organickych kyselin (nejcastéji kyselina octova) pro zvy-
Seni retence slabé kyselych latek, pfipadné pfimési slabych zasad pro zvyseni
retence slabé zasaditych latek. Eluce byva obvykle provddéna s binarnim line-
arnim gradientem [1, 21].

HPLC s reverzni stacionarni fazi je pouzivana pfedevsim pro analyzu nepo-
larnich a slabé polarnich latek, je ale mozné ji vyuzit i k analyze silné kyselych,
pfipadné silné zasaditych latek. K témto ucelim se pouziva modifikaci HPLC
na reverzni fazi (RPLC), konkrétné IP-RPLC, kde retenci kyseliny (zasady) v re-
verzni fazi zvySuje pfitomnost protiiontu, odtud oznaceni iontové parova — RPLC.
Protiiontem pro kyselé latky byva bézné napf. octan amonny, pro zasady napf.
kyselina mraven¢i. Jinou moznosti separace silné polarnich latek jsou metody
v provedeni chromatografie na ménicich iontt (IC-RPLC) [22,23].

Za obvyklych podminek analyzy na reverzni fazi jsou nejvice polarni latky eluo-
vany jako prvni, tedy diglykosidy pfedchazi monoglykosidy a monoglykosidy
pfedchéazi aglykony. Pro stejné substituované slouceniny klesa intenzita afinity
k mobilni fazi v poradi flavanony > flavonoly > flavony. Chromatografické cho-
vani anthokyan na koloné s reverzni fazi je uréeno celkovou polaritou a stereo-
chemii slou€eniny. Klic¢ovymi faktory jsou pfedevSim charakter substituce B-
kruhu flavanového skeletu, pocéet, poloha a druh sacharidickych substituentd,
pfipadné mira jejich acylace. Tedy substituce B-kruhu ur€uje poradi eluce jed-
notlivych latek jako delfinidin < kyanidin < petunidin < pelargonidin < peonidin
< malvidin. Glykosylace celkové snizuje retenci v fadé 3,7-diglykosidy < 3,5-dig-
lykosidy < 3-glykosidy a 3-galaktosidy < 3-glukosidy < 3-rutinosidy. Pfipadna
acetylace cukernych slozek snizuje mobilitu slou¢enin [21].

Dalluge a kol. [24] srovnaval vhodnost Sesti riznych kolon a dvou mobilnich
fazi pro analyzu ¢ajovych katechind pomoci HPLC na reverzni fazi. Eluované
latky byly detekovany spektrofotometricky pfi vinové délce A = 210 nm. Pro
spravné rozlieni latek za danych podminek bylo nezbytné pouzit mobilni faze
(acetonitril-voda a acetonitril, methanol-voda) s pfidavkem kyseliny trifluorooc-
tové. Nejvyssi ucinnosti dosahovaly deaktivované monomerni kolony s oktade-
cylsilylovou fazi.

2.2.2.4 Detektory pouZivané pro HPLC
Tremi zakladnimi variantami detekce pro kapalinovou chromatografii jsou:
A — optické detektory
B — hmotnostni detektor
C — elektrochemické detektory.

A Optické detektory

sorpce zareni o charakteristické vinové délce. Eluat zde obvykle protéka mér-
nou celou malého objemu s velkou optickou délkou, kde je pfi vhodné vinové
délce registrovana absorbance eluatu. Zdrojem zafeni byvéa obvykle deuteriova
vybojka pro UV oblast a halogenova zafivka pro viditelnou oblast. Je mozno vy-
hodné vyuzit nastavitelnosti jednokanalového snimace na riznou vinovou délku,
pfipadné pouzit mnohokanalové detekce. Pro skupinu anthokyanidind a antho-
kyan( se jednalo o rozmezi 515-520 nm, ostatni flavonoidy byly detekovany
v rznych hodnotach UV-spektra, napt. 280 nm pro flavanonové glykosidy. Vét-
Sina flavonoidt vykazuje dvé hlavni skupiny absorpénich pasu: pas v rozmezi
320-385 nm vlivem absorpce B-kruhu a druhy pas v rozmezi 250-285 nm vli-
vem absorpce kruhu A [12, 27].

Znac¢ného rozsifeni se dostalo detektoru s diodovym polem (diode-array de-
tektor, DAD), ktery je schopen snimat spektra latek v irSim vinovém rozsahu
a pro charakterizaci stanovovanych latek je tedy pouzito jak retenéniho chovani
na koloné, tak jejich spektralnich vlastnosti. S nardstajicim po¢tem hydroxylo-
vych skupin molekuly dochazi k posunu absorpénich maxim k viditelnym ob-
lastem svételného spektra [12].

Myci hlavice
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Fluorimetricky detektor vyuziva funkce ex-
citaéniho monochromatoru, ktery produkuje
zareni absorbované fluorescencné aktivnimi
latkami. Nasledné emitované zéafeni je dete-
kovano fotoelektrickym ndasobi¢em po prd-
chodu emisnim monochromatorem, Ize tedy
nezavisle ménit dva parametry: excitacni
i emisni vinovou délku. Jednoznacnou pfed-
nosti fluorimetrického detektoru je jeho vy-
soka citlivost, v fadé pfipadl je schopen de-
tekovat eluovanou latku v koncentraci
10-1000x menSi nez fotometricky detektor.
Pouziti fluorescenéniho detektoru je ovsem
omezeno pouze na latky, které vykazuji pfi-
rozenou fluorescenci, nebo na nefluoresku-
jici latky, které Ize na fluoreskujici slou¢eniny
prevést vhodnou reakci. Z fenolovych latek
jsou napt. derivaty hydroxykumarinu, skopo-
lin a umbelliferon schopny emitovat zareni
v rozmezi vinové délky 450-460 nm.

B Hmotnostni detektor

Znacné pozornosti si zasluhuje spojeni
HPLC s hmotnostnim detektorem (MS), ktery
je v podstaté univerzalni a dovoluje pfesnou
identifikaci velkého mnozstvi latek. Nevyho-
dou hmotnostni spektrometrie jsou vysoké
naroky na Cistotu analytu, a dale potom velmi
vysoké pofizovaci a provozni naklady méfici
techniky. NejcastéjSim zpuUsobem ionizace
byva ionizace za atmosférického tlaku (API)
ve dvou hlavnich uspofadanich dle ionizac-
nich zdroji jako elektrospray (ESI) a che-
micka ionizace za atmosférického tlaku
(APCI). Oba dva zplsoby mohou vhodné
slouzit k analyze Sirokého spektra latek. ESI
patfi mezi vysoce citlivé, Setrné ionizacni
techniky, je vhodna pro analyzu polarnich,
netékavych, termolabilnich slou€enin, jako
jsou napt. anthokyany. APCI je dal$im zdo-
konalenim electrospray ionizace, pfi kterém
dochazi k ionizaci odpareného vzorku po-
moci koronového vyboje, analyzované latky
ziskavaji elektricky naboj chemickou ionizaci.
APCI byla pouZzita napf. pro stanoveni isofla-
vont [12, 19, 28, 29].

C Elektrochemicka detekce

Pro analyzu polyfenolovych latek je dale
mozno pouzit detekénich metod zalozenych
na méfeni elektrochemickych reakci. Rozli-
Seni jednotlivych sloucenin je zalozeno na
mite jejich oxidovatelnosti, ktera souvisi se
zménami ve struktufe molekul jednotlivych
polyfenoll, respektive s dostupnosti elek-
tronli a schopnosti stabilizace naboje.

Dvéma nejbéznéjSimi moznostmi elektro-
chemické detekce v analyze polyfenolovych
latek jsou voltametricka a coulometricka de-
tekce.

Voltametricky detektor: dovoluje zazna-
menat velmi malé koncentrace organickych
latek v efluentu v téch pfipadech, kdy jsou
latky elektrochemicky redukovatelné nebo
oxidovatelné. Princip detekce je zalozen na
méfeni proudu mezi polarizovatelnou a mé-
fenou elektrodou v zavislosti na viozeném
potencialu. Casto je tento detektor oznaco-
van jako amperometricky detektor, nebot na
elektrody se zpravidla vklada konstantni po-
tencidl a proud je méfen v zavislosti na ¢ase.
Zakladni podminkou voltametrického méreni
je dostate¢na vodivost mobilni faze [27].

Coulometricky detektor: pfi coulometric-
kém stanoveni dochazi ke kvantitativni oxi-
daci (pfipadné redukci) analytu na pracovni
elektrodé nebo kvantitativné reaguje s ¢inid-

lem na elektrodé vzniklym. Elektroda byva
vyrobena z porézniho grafitového materiélu.
Pfi zplsobu coulometrické analyzy za kon-
trolovaného potencialu, kdy je na elektro-
chemickou celu vlioZzeno konstantni napéti, je
celkovy néboj roven plose pod kfivkou za-
vislosti proudu na cCase. Latkové mnozstvi
stanovovaného analytu se vypocte z Fara-
dayova zakona. Proud probihajici celou je
umeérny koncentraci redukovatelného (oxido-
vatelného) analytu a s probihajici reakci
klesa. Coulometricky detektor dosahuje vyssi
selektivity a citlivosti vici analytu [15, 25, 26,
27].

Tato prdce je soucasti reseni Vyzkum-
ného centra pro studium obsahovych la-
tek jecmene a sladu 1M6215648902.
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