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Uvod

Soucasny zvySeny zdjem o allelochemikalie' je vysve-
tlitelny moznosti pouZiti téchto chemickych ldtek piirodni

syntetickych prostredki slouzicich k ovlivnéni riistovych fazi
rostliny ¢i k jeji ochrané pied napadenim $ktdci nebo plevely.
Mimo oblast agronomie najdou ldtky s allelopatickymi vlast-
nostmi vyuziti i v mnoha jinych oborech, jako je medicina,
farmacie, potravindfstvi, biologie atp.

Velkou &st allelochemikalii® tvoii fenolické latky, jejichz
vyznamnou skupinou jsou fenolkarboxylové kyseliny a jejich
derivaty. Uéinky fenolkarboxylovych kyselin na rostlinu jsou
velice rozdilné v zdvislosti na koncentraci a druhu slouceniny.
Stejnd latka mdZe v rozdilnych koncentracich proces aktivovat
iinhibovat. Obsah fenolickych ldtek v rostlinném materidlu je
zavisly na mnoha faktorech. Koncentrace fenolickych ldtek je
ddna rostlinnym druhem, vyvojovou fazi rostliny, ro¢nim
obdobim, polohou vii¢i okolnim rostlindm, stupném poskoze-
ni atd. Vhodnd a citlivd analytickd separa¢ni metoda ndm
umoziuje sledovat zdvislost obsahu fenolickych latek na né-
kterém ze zvolenych faktord.

Pro sledovéni funkce a dcinki fenolickych ldtek jiz neni
dostacujici stanoveni celkového obsahu fenolickych latek,
nybrz je nutné urcit koncentraci jednotlivych fenolickych
sloucenin a jejich tlohu. Tento tkol je splnitelny za pouZziti
modernich analytickych separa¢nich metod. V literatuie po-
psané elektroforetické separace podobnych skupin latek feno-
lické povahy ve vzorcich s jednoduchou matrici nejcastéji
pouzivaji metody zénové elektroforézy“’6 (CE) a miceldr-
ni elektrokinetické chromatografie7’8 (MEKC). Jako zdkladni
elektrolyt je nejvice pouzivan pufr boritanovy, fosforecna-
novy, uhli¢itanovy, nebo jejich smési®'% V metodach MEKC
se jako aditivum pfidava natrium-dodecyl-sulfat (SDS), hexa-
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decyl(trimethyl)amonium-bromid (CTAB) a hexadimethrin-
-bromid'*!* (HDB). Doposud se vSak k separaci a stanoveni
fenolickych latek nejcastéji pouziva klasické metody kapali-
nové chromatografie® !¢

Ukolem této préce bylo ukdzat, Ze stejny tikol mizZe byt
vyfesen i za pouziti kapildrni elektroforézy s vysokym roz-
liSenim. Metoda CE byla optimalizovdna pro rozdéleni vy-
brané skupiny sedmi rostlinnych fenolickych latek (vanilinu,
ferulové, p-kumarové, p-hydroxybenzoové, salicylové, kdavo-
vé a protokatechové kyseliny), u kterych byl predpokladan
vyrazny allelopaticky dc¢inek.

Experimentalni ¢ast

Pro elektroforetickou separaci, identifikaci a stanoveni
vybranych fenolickych sloucenin byly pouZivdny pfistroje
Beckman P/ACE System 5510 ovlddany programem Gold
(Beckman Instruments, Fullerton, USA) a HP’P CE Instru-
ment ovlddany programem ChemStation (Hewlett Packard,
Analytical Division B4, Waldbronn, Némecko). Oba pristroje
byly vybaveny detektory s diodovym polem, kterymi byla
méfena absorpéni spektra v rozsahu 190—400 nm na pocatku,
ve vrcholu a na konci kazdého piku. Pro ddvkovdni vzorki
bylo pouzito hydrodynamické ddvkovdni vakuem (piistroj
Hewlett Packard) nebo tlakem plynu (pfistroj Beckman), které
pro dany typ vzorkd zajistovalo dobrou reprodukovatelnost
ddavkovaného mnozstvi vzorku.

Separace probihala pfi napéti 6 kV v nepotazené kiemenné
kapildfe Supelco-Select — FS75 o délce 31 cm (efektivni délka
22 cm), vnitinim prdméru 75 pm a vnéj$im priméru 363 um
naplnéné zdkladnim elektrolytem slozeném z 20 mmol.I”’
kyseliny borité a 60 mmol.I"" hydrogenfosfore¢nanu sodného
o pH 8,75. Pfed prvnim pouzitim byla kapildra iniciovdna
nejprve proplachnutim 0,1 mol.I"! roztokem kyseliny chloro-
vodikové, vodou, 0,1 mol.l™! roztokem hydroxidu sodného
a opét vodou, kazdou ldtkou vZdy po dobu 20 minut. Stejny
postup, se zkrdcenou dobou jednotlivych priplacht na 5 mi-
nut, se opakoval na zacatku kaZzdého dne méfeni. Mezi jednot-
livymi separacemi byla kapildra pfed ndstiikem vzorku pro-
plachovéna roztokem zdkladniho elektrolytu a po skonceni
separace vodou. Doba obou téchto priplachti byla 5 minut.
V pripadé vyskytu nezddoucich pamétovych efektl se tyto
obvyklé doby, které vyhovovaly pro vétSinu analyzovanych
vzorkd, aktudlné prodluzovaly.

Zékladni elektrolyt byl pfipraven rozpusténim odvazené-
ho mnozstvi kyseliny borité a hydrogenfosforecnanu nebo
dihydrogenfosfore¢nanu sodného (Fluka Chemie AG, Buchs,
évicarsko) v deionizované vodé (AquaDem 2, Tisnov, CR)
docisténé systémem Millipore Milli-Q RG (Millipore, Bed-
ford, USA). Pozadované pH elektrolytu bylo nastaveno roz-
tokem hydroxidu sodného (Fluka Chemie AG, Buchs, §V}7car-
sko).

Pro CE byly zdkladni roztoky standardli vanilinu, kdvové,
p-hydroxybenzoové (Fluka Chemie AG, Buchs, Svycarsko),
ferulové, salicylové, protokatechové (Serva Feinbiochemica,
Heidelberg/New York) a p-kumarové kyseliny (Sigma Che-
mical Comp., St. Louis, USA) pfipraveny rozpusténim piesné
odvazeného mnozstvi standardu v methanolu (Merck KGaA,
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Darmstadt, Némecko) a doplnény vodou. Roztoky standardi
a zdkladniho elektrolytu byly filtrovany membranovym fil-
trem s primérem 47 mm a velikost{ port 0,45 pm (Supelco,
Bellefonte, PA, USA) a byly uchovédvany v lednicce.

HPLC separacni systém Hewlett Packard model HP 1100
(Wilmington, USA) s detektorem s diodovym polem pouzival
kolonu Zorbax SB C , Rapid Resolution™ (75 x 4,6 mm i.d.,
velikost ¢astic 3,5 wm). Mobilni fdze byla sloZena z acetoni-
trilu a 0,5 % (v/v) octové kyseliny. Pro separaci bylo pouzito
linedrniho gradientu od 5:95 az na 30:70 (v/v) za 12,5 minuty
a pritoku 0,3 ml.min~'. Kolona byla temperovéna na teplotu
30 °C. Detekce byla provadéna pii 280 nm. Absorp¢ni spektra
byla snimdna ve vrcholu, patich a obou inflexnich bodech
kazdého piku v rozsahu 190-400 nm.

Pro pfipravu vzorkd a mobilni fdze byla pouzita rozpou-
Stédla a chemikadlie Merck (Darmstadt, Némecko). Zasobni
standardni roztoky fenolickych ldtek o koncentraci 10 mg.1™!
byly pfipraveny ve smési voda—methanol (30:70, v/v). Pra-
covni roztoky standardd pozadované koncentrace byly pripra-
vovany denné fedénim zdsobnich standardnich roztokt vodou.

Vzorky suchych rostlin (pryskyinik cibulkovy Ranuncu-
lus bulbosus — 8001, rozrazil rozekvitek Veronica chamaedrys
— 8010 a krvavec mensi Sanguisorba minor — 8012) a obilek
je¢mene (odrida Akcent v rlizném stupni zralosti) byly nej-
dffve jemné rozemlety na tfiStivém mlynku TZ 8017 (Oseva,
Technicky provoz n. p., Litomy3l, CR). Navdzka 0,5 g suché
travni hmoty (1,75 g obilek je¢mene) byla hydrolyzovana 40
(50) ml 1 M-HClI pod refluxem po dobu jedné hodiny. Extrakt
byl zfiltrovdn a doplnén na objem 50 ml. Alikvétni ¢dst 25 ml
byla opakované (3x15 ml) extrahovana diethyletherem (u su-
chych rostlin) nebo ethylacetdtem (u obilek je¢mene). Spojené
organické frakce byly vysuseny bezvodym siranem sodnym
a do sucha odpafeny na vakuové odparce pfi teploté 38+2 °C.
Odparek byl rozpustén v 0,5 ml smési methanol-voda (1:1,
v/v) pro CE separaci, nebo v roztoku mobiln{ fiaze pro HPLC.
Vznikly roztok byl pfed naddvkovanim filtrovan jednora-
zovymi filtry o priméru 13 mm a velikosti port 0,45 pm
(MetaChem, Torrance, USA).

Pii ptiprave vzorkd bylo pouzito rotacni vakuové odparky
Model 350 (Unipan, Polsko) a ultrazvukové lazné (Cole —
Parmer Instrument Comp., Chicago, USA). Kontrola pH z4-
kladniho elektrolytu byla provddéna na pH metru PHM 64 se
sklenénou elektrodou G 202B a nasycenou kalomelovou elek-
trodou K 401 (vSe Radiometer, Copenhagen, Ddnsko). Kali-
brace pH metru se provadéla denné standardnimi tlumivymi
roztoky o pH 7,00 a 9,18 (+0,01) pii 25 °C (Radiometer,
Copenhagen, Ddnsko). Pro tlakové ddvkoviani a proplacho-
vani kapildry byly pfistroje pfipojeny centrdlnim rozvodem na
generdtor dusiku Nitrobox N5 (Italfilo Energeering s. r. L.,
Grosseto, Itdlie).

Knihovna spekter separovanych ldtek

Pouziti detekce pomoci detektoru s diodovym polem umoz-
nilo identifikaci jednotlivych fenolickych litek ve vzorku
nejen podle migracnich a retencnich ¢asi, ale i vyhodnocenim
jejich absorpcnich spekter. Pro tento ticel bylo nutné vytvorit
knihovnu absorpcnich spekter vybranych fenolickych latek,
jejichz pritomnost byla v rostlinném materialu predpoklddéna.
Spektra standardnich latek byla ziskdna proméfenim standard-
nich roztokd, vzniklych rozpusténim 1 mg standardu v 1 ml

40

Laboratornf piistroje a postupy

methanolu a doplnénim na 5 ml vodou, pfi optimdlnich experi-
mentdlnich podminkdch. Spektra jednotlivych analytd vzor-
ku byla srovndvdna s odpovidajicimi spektry ve spektraln{
knihovné a shoda byla posouzena za pouziti hodnoty tzv.
faktoru shody (match factor, identickd spektra maji faktor
shody 1000). Hodnoty faktoru shody se pfi stanoveni vzork
jecment a travin pohybovaly v rozmezi 995-999.

Vysledky a diskuse

Optimalizace sloZeni a vlastnosti{
zdkladniho elektrolytu

Prvni fazi vyvoje elektroforetické separac¢ni metody bylo
stanoveni nejvyhodnéjsich vlastnosti zdkladniho elektrolytu
pro déleni vybrané skupiny fenolickych ldtek s predpoklada-
nymi allelopatickymi vlastnostmi.

Modelova smés sedmi fenolickych latek (vanilin, kdvova,
p-hydroxybenzoovd, ferulovd, salicylovd, protokatechovd a p-
-kumarova kyseliny) byla separovdna za pouziti uhli¢itanové-
ho tlumivého roztoku, tlumivého roztoku boritan/fosfore¢na-
nového a tlumivého roztoku boritan/fosforecnanového s pii-
davkem SDS nebo CTAB (1-60 mmol.I™}). Nejlepsiho roz-
liSeni bylo dosazeno pii pouziti smési boritan-fosfore¢nan.
Ptidavek aditiv do roztoku tlumice nevedl ke zvySeni roz-
liSeni. Proto byl jako zdkladni elektrolyt zvolen tlumici roztok
sloZeny z kyseliny borité a dihydrogenfosfore¢nanu sodného.

Prvnim krokem byla optimalizace poméru a koncentrace
jednotlivych slozek pufru. Byla testovdna koncentrace kyse-
liny borité v rozsahu 5 az 40 mmol.I"! a fosfore¢nanu v rozsahu
20 az 80 mmol.I"!, pH roztoki bylo udrzovano na konstantni
hodnoté. Optimdlni separace a délka analyzy odpovidala pufru
slozenému z 20 mmol.1" kyseliny borité a 60 nebo 40 mmol.I”’
dihydrogenfosfore¢nanu sodného. Zmény migracnich casi
jednotlivych latek s ménicim se sloZzenim zakladniho elektro-
lytu pouzitého k separaci jsou shrnuty v obrdzcich 1 a 2. Pri
separaci modelové smési standardd byl dostacujici rozdil po-
hyblivosti analyti odpovidajici elektrolytu s koncentraci fos-
fore¢nanu 40 mmol.1I"". Pro separaci redlnych vzorki, kdy se
v elektroforegramu objevuji piky dal$ich podobnych litek,
byly vhodnéjsi vétsi rozdily migracnich ¢asti dosahované pfi
pouziti pufru s 60 mmol.I"! fosfore¢nanu.

Dalsi velic¢inou, kterd zasadnim zptisobem ovliviiuje kva-
litu separace, je pH zdkladniho elektrolytu. Zasobni roztok
zdkladniho elektrolytu kyseliny borité a dihydrogenfosforec-
nanu sodného byl za michdni magnetickou michackou titrovdn
roztokem hydroxidu sodného na pozadovanou hodnotu pH.
V této fazi byla hodnota pH z neutrdlni postupné zvySovdna
s krokem 0,25 jednotky pH. Pro separaci se jako optimdlni
ukdzala hodnota pH 8,75. Pri nizsich hodnotich dochazelo
k nedostate¢né separaci, vyssi hodnoty vedly k velkému narti-
stu doby separace. Vzhledem k optimdlni hodnoté pH zdklad-
niho elektrolytu byl pfi dalsi préci tento elektrolyt pfipravovan
z kyseliny borité a hydrogenfosforecnanu sodného, ¢imz se
zmenS$ilo mnozstvi hydroxidu sodného potiebného pro nasta-
veni pH. Vliv ménictho se pH na migracni ¢asy jednotlivych
latek je shrnut v obr. 3.

Separace probihala za konstantniho napéti 6 kV. Pfi tomto
napéti dosahoval elektricky proud prochazejici kapildrou hod-
noty 90 LA. ZvySovdni separacniho napéti vedlo ke zmensSeni
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rozdil migracnich Cast separovanych ldtek, a tim i ke zhor-
Seni kvality separace (obr. 4).

Separace probihala v kapildfe, kterd byla v priibéhu méfent
termostatovana. Teplota separacni kapilary ovliviiuje rychlost
migrace analytd, kterd se s ndrGstem teploty zvysuje. Ddle
s rostouci teplotou dochdzi k rozsifeni pikd a klesd jejich
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Obr. 1. Zavislost migracniho ¢asu (;m) na koncentraci (c) fos-
fore¢nanu v zdkladnim elektrolytu (O vanilin, O ferulovd kyselina,
A p-kumarovd kyselina, x p-hydroxybenzoovd kyselina, < kdvova
kyselina, * protokatechova kyselina, + salicylova kyselina); separace
pri napéti 6 kV v kiemenné kapildfe o celkové délce 31 cm (efektivni
délka 22 cm) a vnitinim praméru 75 pm naplnéné zakladnim elektro-
lytem 20 mmol.I” kyselina boritd a 60 mmol.1” dihydrogenfosfo-
recnan sodny o pH 8,75

25

[ mi%

15 1

10

0 1 1
0 15 30

-1
¢, mmol.l

45

Obr. 2. Zavislost migracniho ¢asu (¢ ) na koncentraci (c) boritanu
v zakladnim elektrolytu (O vanilin, O ferulové kyselina, A p-kuma-
rovd kyselina, x p-hydroxybenzoova kyselina, < kédvovd kyselina,
* protokatechovd kyselina, + salicylovad kyselina); experimentaln{
podminky viz obr. 1
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symetrie, coz vede ke sniZeni rozliSen{ pikd. Modelovad smés
byla separovdna pri teplotdch 25, 30, 35 a 40 °C. Pro analyzu
byla jako nejvhodné&jsi zvolena teplota 25 °C.

K ziskani kalibracnich zavislosti jednotlivych fenolickych
latek byly pouzity roztoky standardli o koncentraci 0,2; 2,0;
20,0 a 40,0 ug.ml’l, kde kazda ze ctyt pouzitych koncen-
traci jednotlivych standardl byla nezdvisle proméfena tfikrat.
Pro méfeni kalibracnich zavislosti byla pouzita vinova délka
254 nm (reference 450 nm), kterd vyhovovala vétsiné stand-
ardii. Korelacni koeficient kalibra¢nich zdvislosti byl ve v§ech
pripadech vyssi nez 0,999.

Vzhledem k matrici jednotlivych vzorki bylo mozné ob-
sah jednotlivych fenolickych latek stanovit metodou kalibrac-
ni kiivky. Meze detekce (LOD) a relativni smérodatné od-

Tabulka I

Migrac¢ni Casy (z,), meze detekce (LOD) stanovené z troj-
nasobku maximalniho kolisdni zakladn{ linie slepého pokusu
(3xh,,,) arelativni smérodatné odchylky méfeni (RSD), urce-
né ze tif nezdvislych opakovani pfi koncentraci 2 ug.ml’]
kazdé z elektroforeticky stanovovanych fenolickych ldtek;
podminky CE separace viz obr. 1

Analyt t LOD RSD
[min] [mg.ml'l] [%]
Vanilin 9,09 0,18 2,3
Kyseliny
ferulova 9,27 0,16 2,5
p-kumarova 10,25 0,10 2.4
p-hydroxybenzoova 10,67 0,10 3,5
salicylova 13,04 0,51 3,0
kdvova 17,98 0,13 6,0
protokatechova 25,00 0,15 6,4
60
t,,min L B
40 1
20 1
0 1 1 1 1 1 1 1
7,8 8,2 8,6 9,0 94

pH

Obr. 3. Zavislost migra¢niho ¢asu (¢,) na pH zdkladniho elek-
trolytu (O vanilin, O ferulovd kyselina, A p-kumarova kyselina,
x p-hydroxybenzoova kyselina, < kdvova kyselina, * protokatechova
kyselina, + salicylovd kyselina); experimentdlni podminky viz obr. 1
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Obr. 4. Elektroforegram stanoveni fenolickych liatek CE (ferulovd kyselina — 9,263 min, p-kumarova kyselina — 10,267 min, p-hydroxy-
benzoovd kyselina — 10,702 min, kdvova kyselina — 17,954 min, protokatechovd kyselina — 24,946 min) ve vzorku 8010 rozrazil rozekvitek

Veronica chamaedrys; experimentdlni podminky viz obr. 1
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Obr. 5. Elektroforegram stanoveni fenolickych latek CE (vanilin — 8,989 min, ferulovd kyselina — 9,302 min, p-kumarova kyselina — 10,247
min, p-hydroxybenzoova kyselina — 10,681 min, kavova kyselina — 18,007 min, protokatechova kyselina 25,013 min) ve vzorku AII — obilky

je¢mene odridy Akcent; experimentdlni podminky viz obr. 1

chylky méfeni (RSD), urcené ze tif nezdvislych opakovani pfi
koncentraci 2 ug.ml™' kazdé ze stanovovanych fenolickych
latek jsou shrnuty v tabulce I a doplnény migra¢nim Casem.
Meze detekce za podminek zvolenych pro stanoveni vybra-
nych fenolickych latek byly stanoveny z trojndsobku maxi-
malniho kolisdni zakladn{ linie slepého pokusu (3xh, ).
Stanoveni obsahu vybranych
rostlinnych fenolickych ldtek
metodami CE a HPLC

Analyza redlnych rostlinnych materiald s sebou pfindsi
problém slozité matrice obsahujici velké mnozstvi ldtek s po-
dobnymi vlastnostmi, a tim i velice podobnymi, nebo dokonce
totoZnymi, migracnimi Casy, jako maji hledané analyty. Dals{
problém ptindsi skutecnost, Ze se stanovované fenolické latky
nenachdzeji jako volné, ale mohou byt v rostliné pfitomny
v rlznych konjugovanych formdch. Proto, aby byla analyza
viibec mozn4, je nutné oddélit analyty od osnovy a izolovat je
z pozadovanych konjugovanych forem.
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Vhodné podminky separace, ziskané optimalizaci elektro-
foretického systému pro rozdéleni modelové smési fenolic-
kych sloucenin, byly pouzity pro stanoveni fenolickych latek
s allelopatickymi vlastnostmi ve vzorcich suché travni hmoty
a obilek jeCmene.

Ve trech vzorcich suché travni hmoty a ctyfech vzorcich
obilek je¢mene, pfipravenych k analyze vySe popsanym zpi-
sobem, byla stanovena vybrand skupina fenolickych slouc¢enin
s allelopatickymi vlastnostmi vysSe popsanou metodou kapi-
larni elektroforézy s vysokym rozliSenim.

Elektroforeticky systém byl nastaven na idedlni podmin-
ky separace, stanovené na modelové smési standardnich roz-
tokl. Na elektroforegramu vzorkd se na rozdil od modelové
smési vyskytly i piky dalSich v rostliné obsaZenych latek (obr.
4 a 5). Proto byl ke stanoveni fenolickych litek v redlnych
vzorcich jako zdkladni elektrolyt zvolen pufr s 60 mmol.l™!
fosfore¢nanu, pii jehoz pouziti se vice lisily migracni casy
stanovovanych ldtek. Metodou HPCE dosaZené vysledky by-
ly srovndny s vysledky stanovenymi metodou HPLC. Stanove-
ni{ HPLC probihalo za podminek popsanych v literature 15 na ko-
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Tabulka IT

Mnozstvi fenolickych ldtek [ug. g’]] stanovend metodou CE v jednotlivych vzorcich travin (pryskyinik cibulkovy Ranunculus
bulbosus — 8001, rozrazil rozekvitek Veronica chamaedrys — 8010 a krvavec mensi Sanguisorba minor — 8012) a obilek jecmene
(odrtda Akcent v rtizném stupni zralosti) spolu se srovndvacimi hodnotami ziskanymi HPLC; podminky separace CE viz obr. 1;
mobilni faze byla sloZena z acetonitrilu a 0,5 % (v/v) kyseliny octové, byl pouZzit linedrni gradient od 5:95 az na 30:70 (v/v) za
12,5 minuty a priitok 0,3 ml.min"%; kolona byla temperovana na teplotu 30 °C

Metoda Vzorek Vanilin Kyseliny
ferulova p-kumarovd p-hydroxybenzoovd  kdvovad protokatechovd
Trdvy
HPCE 8001 0,20+0,02 0,28+0,01 0,19+0,02 - 0,82+0,03 1,42+0,03
8010 - 0,32+0,03 1,41+0,02 0,29+0,04 1,24+0,05 0,28+0,02
8012 - 0,29+0,01 0,20+0,02 0,31+0,02 0,70+0,03 -
HPLC 8001 0,22+0,02 0,34+0,01 0,20+0,02 0,14+0,02 0,74+0,02 1,33+0,03
8010 0,04+0,01 0,26+0,02 1,47+0,02 0,38+0,01 1,16+0,03 0,24+0,01
8012 0,15+0,02 0,31+0,01 0,21+0,01 0,27+0,02 0,70+0,01 0,13+0,01
Jecmeny
HPCE Al 5,03+0,16 18,95+0,15 7,21+0,07 1,21+0,05 1,93+0,07 7,82+0,05
ATl 3,27+0,07 10,69+0,04 4,05+0,10 2,47+0,04 5,84+0,06 1,06+0,03
ATl 5,52+0,12 28,01+0,16 10,52+0,02 8,60+0,12 1,80+0,07 3,85+0,04
ATV 3,64+0,06 27,54+0,10 11,11+0,06 7,08+0,08 1,83+0,01 3,27+0,02
HPLC Al 4,96+0,12 19,49+0,10 7,24+0,07 1,29+0,06 1,82+0,06 7,69+0,05
ATl 3,23+0,08 10,61+0,09 3,89+0,04 2,45+0,05 5,81+0,04 1,22+0,03
Al 5,45+0,06 28,15+0,05 10,65+0,06 8,56+0,07 1,74+0,06 3,70+0,05
ATV 3,75+0,05 27,35+0,05 11,05+0,07 7,19+0,06 1,75+0,04 3,21+0,04
loné¢ ZORBAX SB C,; bez pouziti v literatufe popsané SPE plikace v podobé slozité matrice vzorku, liSici se vzorek od
predseparace. Piiprava vzork pro HPLC i CE byla totoz- vzorku, kterd obsahuje velké mnozZstvi interferujicich latek
nd, liSila se pouze v posledni fazi, kdy pro nastfik do HPLC velice podobnych vlastnosti. Metoda CE umoznila stanoveni
byl suchy odparek rozpustén v roztoku pouZité mobilni hodnot koncentrace analytd ve vzorcich travin i jeCmene.
faze. Pfitomnost vysoké koncentrace neidentifikované latky s veli-
Mnozstvi fenolickych latek stanovend kapildrni elektro- ce blizkym migra¢nim ¢asem ve sloZité matrici vzorki travin
forézou v jednotlivych vzorcich travin a obilek je¢mene jsou znemoznila stanoveni nékterych analytd (kyseliny protoka-
shrnuta v tabulce II spolu se srovndvacimi hodnotami ziska- techové a vanilinu v krvavci, kyseliny p-hydroxybenzoové

nymi HPLC. Vysledky méfeni koncentrace fenolickych latek v pryskyiniku a vanilinu v rozrazilu).
(vanilin, ferulovd, p-kumarovd, p-hydroxybenzoova, kdvova
a protokatechovd kyseliny) ukazuji na rozdily v obsahu feno-
lickych ldtek v zdvislosti na rostlinném druhu ve vzorcich
suSenych rostlin pryskyiniku, rozrazilu a krvavce. Vzorky
riizné zralych obilek jecmene Akcent demonstruji zménu ob-
sahu v odlisnych riistovych fazich rostliny.

_Problematika byla FeSena v rdmci vyzkumného zdméru
MSMT CR, reg. ¢. MSM 432100001 a grantu GA CR reg.
¢ 521/99/0863.
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Laboratorni piistroje a postupy

J. Vlcek, B. Klejdus, and V. Kuban (Department of
Chemistry and Biochemistry, Mendel University of Agricul-
ture and Forestry, Brno): Determination of Phenolic Sub-
stances in Plant Materials by Capillary Electrophoresis
and Liquid Chromatography

A simple, sensitive and fast capillary electrophoretic me-
thod was optimized for the identification and determination of
allelopathic phenolic compounds (vanillin, caffeic, 4-hydro-
xybenzoic, ferulic, salicylic, protocatechuic and 4-coumaric
acids) in plant materials. Separation in an uncoated silica
capillary (Supelco Select — FS75, effective length 22 cm, total
length 31 cm, 75 wm LD., 363 um O.D.) was performed at
6 kV in 20 mmol.I"" boric acid and 60 mmol.I"! Na,HPO,
buffer (pH 8.75). The method was applied to the determination
of vanillin, 4-hydroxybenzoic and protocatechuic acids in
Ranunculus bulbosus, Veronica chamaedrys and Sanguisorba
minor and in barley seeds. The results were in good agreement
with those obtained by liquid chromatography.



