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SouËasn˝ zv˝öen˝ z·jem o allelochemik·lie1,2 je vysvÏ-
tliteln˝ moûnostÌ pouûitÌ tÏchto chemick˝ch l·tek p¯ÌrodnÌ
povahy jako ekologiËtÏjöÌ alternativy dnes hojnÏ vyuûÌvan˝ch
syntetick˝ch prost¯edk˘ slouûÌcÌch k ovlivnÏnÌ r˘stov˝ch f·zÌ
rostliny Ëi k jejÌ ochranÏ p¯ed napadenÌm ök˘dci nebo plevely.
Mimo oblast agronomie najdou l·tky s allelopatick˝mi vlast-
nostmi vyuûitÌ i v mnoha jin˝ch oborech, jako je medicÌna,
farmacie, potravin·¯stvÌ, biologie atp.

Velkou Ë·st allelochemik·liÌ3 tvo¯Ì fenolickÈ l·tky, jejichû
v˝znamnou skupinou jsou fenolkarboxylovÈ kyseliny a jejich
deriv·ty. ⁄Ëinky fenolkarboxylov˝ch kyselin na rostlinu jsou
velice rozdÌlnÈ v z·vislosti na koncentraci a druhu slouËeniny.
Stejn· l·tka m˘ûe v rozdÌln˝ch koncentracÌch proces aktivovat
i inhibovat. Obsah fenolick˝ch l·tek v rostlinnÈm materi·lu je
z·visl˝ na mnoha faktorech. Koncentrace fenolick˝ch l·tek je
d·na  rostlinn˝m  druhem, v˝vojovou  f·zÌ  rostliny, roËnÌm
obdobÌm, polohou v˘Ëi okolnÌm rostlin·m, stupnÏm poökoze-
nÌ atd. Vhodn· a citliv· analytick· separaËnÌ metoda n·m
umoûÚuje sledovat z·vislost obsahu fenolick˝ch l·tek na nÏ-
kterÈm ze zvolen˝ch faktor˘.

Pro sledov·nÌ funkce a ˙Ëink˘ fenolick˝ch l·tek jiû nenÌ
dostaËujÌcÌ stanovenÌ celkovÈho obsahu fenolick˝ch l·tek,
n˝brû je  nutnÈ  urËit koncentraci  jednotliv˝ch  fenolick˝ch
slouËenin a jejich ˙lohu. Tento ˙kol je splniteln˝ za pouûitÌ
modernÌch analytick˝ch separaËnÌch metod. V literatu¯e po-
psanÈ elektroforetickÈ separace podobn˝ch skupin l·tek feno-
lickÈ povahy ve vzorcÌch s jednoduchou matricÌ nejËastÏji
pouûÌvajÌ metody zÛnovÈ elektroforÈzy4ñ6 (CE) a micel·r-
nÌ elektrokinetickÈ chromatografie7,8 (MEKC). Jako z·kladnÌ
elektrolyt je nejvÌce pouûÌv·n pufr boritanov˝, fosforeËna-
nov˝, uhliËitanov˝, nebo jejich smÏsi9ñ12. V metod·ch MEKC
se jako aditivum p¯id·v· natrium-dodecyl-sulf·t (SDS), hexa-

decyl(trimethyl)amonium-bromid (CTAB) a hexadimethrin-
-bromid13,14 (HDB). Doposud se vöak k separaci a stanovenÌ
fenolick˝ch l·tek nejËastÏji pouûÌv· klasickÈ metody kapali-
novÈ chromatografie5,15,16.

⁄kolem tÈto pr·ce bylo uk·zat, ûe stejn˝ ˙kol m˘ûe b˝t
vy¯eöen i za pouûitÌ kapil·rnÌ elektroforÈzy s vysok˝m roz-
liöenÌm. Metoda CE byla optimalizov·na pro rozdÏlenÌ vy-
branÈ skupiny sedmi rostlinn˝ch fenolick˝ch l·tek (vanilinu,
ferulovÈ, p-kumarovÈ, p-hydroxybenzoovÈ, salicylovÈ, k·vo-
vÈ a protokatechovÈ kyseliny), u kter˝ch byl p¯edpokl·d·n
v˝razn˝ allelopatick˝ ˙Ëinek.

Experiment·lnÌ Ë·st

Pro elektroforetickou separaci, identifikaci a stanovenÌ
vybran˝ch fenolick˝ch slouËenin byly pouûÌv·ny p¯Ìstroje
Beckman P/ACE System 5510 ovl·dan˝ programem Gold
(Beckman Instruments, Fullerton, USA) a HP3D CE Instru-
ment ovl·dan˝ programem ChemStation (Hewlett Packard,
Analytical Division B4, Waldbronn, NÏmecko). Oba p¯Ìstroje
byly vybaveny detektory s diodov˝m polem, kter˝mi byla
mÏ¯ena absorpËnÌ spektra v rozsahu 190ñ400 nm na poË·tku,
ve vrcholu a na konci kaûdÈho pÌku. Pro d·vkov·nÌ vzork˘
bylo pouûito hydrodynamickÈ d·vkov·nÌ vakuem (p¯Ìstroj
Hewlett Packard) nebo tlakem plynu (p¯Ìstroj Beckman), kterÈ
pro dan˝ typ vzork˘ zajiöùovalo dobrou reprodukovatelnost
d·vkovanÈho mnoûstvÌ vzorku.

Separace probÌhala p¯i napÏtÌ 6 kV v nepotaûenÈ k¯emennÈ
kapil·¯e Supelco-Select ñ FS75 o dÈlce 31 cm (efektivnÌ dÈlka
22 cm), vnit¯nÌm pr˘mÏru 75 µm a vnÏjöÌm pr˘mÏru 363 µm
naplnÏnÈ z·kladnÌm elektrolytem sloûenÈm z 20 mmol.lñ1

kyseliny boritÈ a 60 mmol.lñ1 hydrogenfosforeËnanu sodnÈho
o pH 8,75. P¯ed prvnÌm pouûitÌm byla kapil·ra iniciov·na
nejprve propl·chnutÌm 0,1 mol.lñ1 roztokem kyseliny chloro-
vodÌkovÈ, vodou, 0,1 mol.lñ1 roztokem hydroxidu sodnÈho
a opÏt vodou, kaûdou l·tkou vûdy po dobu 20 minut. Stejn˝
postup, se zkr·cenou dobou jednotliv˝ch pr˘plach˘ na 5 mi-
nut, se opakoval na zaË·tku kaûdÈho dne mÏ¯enÌ. Mezi jednot-
liv˝mi separacemi byla kapil·ra p¯ed n·st¯ikem vzorku pro-
plachov·na roztokem z·kladnÌho elektrolytu a po skonËenÌ
separace vodou. Doba obou tÏchto pr˘plach˘ byla 5 minut.
V p¯ÌpadÏ v˝skytu neû·doucÌch pamÏùov˝ch efekt˘ se tyto
obvyklÈ doby, kterÈ vyhovovaly pro vÏtöinu analyzovan˝ch
vzork˘, aktu·lnÏ prodluûovaly.

Z·kladnÌ elektrolyt byl p¯ipraven rozpuötÏnÌm odv·ûenÈ-
ho mnoûstvÌ kyseliny boritÈ a hydrogenfosforeËnanu nebo
dihydrogenfosforeËnanu sodnÈho (Fluka Chemie AG, Buchs,
äv˝carsko) v deionizovanÈ vodÏ (AquaDem 2, Tiönov, »R)
doËiötÏnÈ systÈmem Millipore Milli-Q RG (Millipore, Bed-
ford, USA). PoûadovanÈ pH elektrolytu bylo nastaveno roz-
tokem hydroxidu sodnÈho (Fluka Chemie AG, Buchs, äv˝car-
sko).

Pro CE byly z·kladnÌ roztoky standard˘ vanilinu, k·vovÈ,
p-hydroxybenzoovÈ (Fluka Chemie AG, Buchs, äv˝carsko),
ferulovÈ, salicylovÈ, protokatechovÈ (Serva Feinbiochemica,
Heidelberg/New York) a p-kumarovÈ kyseliny (Sigma Che-
mical Comp., St. Louis, USA) p¯ipraveny rozpuötÏnÌm p¯esnÏ
odv·ûenÈho mnoûstvÌ standardu v methanolu (Merck KGaA,
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Darmstadt, NÏmecko) a doplnÏny vodou. Roztoky standard˘
a z·kladnÌho elektrolytu byly filtrov·ny membr·nov˝m fil-
trem s pr˘mÏrem 47 mm a velikostÌ pÛr˘ 0,45 µm (Supelco,
Bellefonte, PA, USA) a byly uchov·v·ny v ledniËce.

HPLC separaËnÌ systÈm Hewlett Packard model HP 1100
(Wilmington, USA) s detektorem s diodov˝m polem pouûÌval
kolonu Zorbax SB C18 Rapid ResolutionTM (75 ◊ 4,6 mm i.d.,
velikost Ë·stic 3,5 µm). MobilnÌ f·ze byla sloûena z acetoni-
trilu a 0,5 % (v/v) octovÈ kyseliny. Pro separaci bylo pouûito
line·rnÌho gradientu od 5:95 aû na 30:70 (v/v) za 12,5 minuty
a pr˘toku 0,3 ml.minñ1. Kolona byla temperov·na na teplotu
30 ∞C. Detekce byla prov·dÏna p¯i 280 nm. AbsorpËnÌ spektra
byla snÌm·na ve vrcholu, pat·ch a obou inflexnÌch bodech
kaûdÈho pÌku v rozsahu 190ñ400 nm.

Pro p¯Ìpravu vzork˘ a mobilnÌ f·ze byla pouûita rozpou-
ötÏdla a chemik·lie Merck (Darmstadt, NÏmecko). Z·sobnÌ
standardnÌ roztoky fenolick˝ch l·tek o koncentraci 10 mg.lñ1

byly p¯ipraveny ve smÏsi vodañmethanol (30:70, v/v). Pra-
covnÌ roztoky standard˘ poûadovanÈ koncentrace byly p¯ipra-
vov·ny dennÏ ¯edÏnÌm z·sobnÌch standardnÌch roztok˘ vodou.

Vzorky such˝ch rostlin (prysky¯nÌk cibulkov˝ Ranuncu-
lus bulbosus ñ 8001, rozrazil rozekvÌtek Veronica chamaedrys
ñ 8010 a krvavec menöÌ Sanguisorba minor ñ 8012) a obilek
jeËmene (odr˘da Akcent v r˘znÈm stupni zralosti) byly nej-
d¯Ìve jemnÏ rozemlety na t¯ÌötivÈm ml˝nku TZ 8017 (Oseva,
Technick˝ provoz n. p., Litomyöl, »R). Nav·ûka 0,5 g suchÈ
travnÌ hmoty (1,75 g obilek jeËmene) byla hydrolyzov·na 40
(50) ml 1 M-HCl pod refluxem po dobu jednÈ hodiny. Extrakt
byl zfiltrov·n a doplnÏn na objem 50 ml. AlikvÛtnÌ Ë·st 25 ml
byla opakovanÏ (3◊15 ml) extrahov·na diethyletherem (u su-
ch˝ch rostlin) nebo ethylacet·tem (u obilek jeËmene). SpojenÈ
organickÈ frakce byly vysuöeny bezvod˝m sÌranem sodn˝m
a do sucha odpa¯eny na vakuovÈ odparce p¯i teplotÏ 38±2 ∞C.
Odparek byl rozpuötÏn v 0,5 ml smÏsi methanolñvoda (1:1,
v/v) pro CE separaci, nebo v roztoku mobilnÌ f·ze pro HPLC.
Vznikl˝  roztok byl p¯ed  nad·vkov·nÌm filtrov·n jednor·-
zov˝mi filtry o pr˘mÏru 13 mm a velikosti pÛr˘ 0,45 µm
(MetaChem, Torrance, USA).

P¯i p¯ÌpravÏ vzork˘ bylo pouûito rotaËnÌ vakuovÈ odparky
Model 350 (Unipan, Polsko) a ultrazvukovÈ l·znÏ (Cole ñ
Parmer Instrument Comp., Chicago, USA). Kontrola pH z·-
kladnÌho elektrolytu byla prov·dÏna na pH metru PHM 64 se
sklenÏnou elektrodou G 202B a nasycenou kalomelovou elek-
trodou K 401 (vöe Radiometer, Copenhagen, D·nsko). Kali-
brace pH metru se prov·dÏla dennÏ standardnÌmi tlumiv˝mi
roztoky o pH 7,00 a 9,18 (±0,01) p¯i 25 ∞C (Radiometer,
Copenhagen, D·nsko). Pro tlakovÈ d·vkov·nÌ a proplacho-
v·nÌ kapil·ry byly p¯Ìstroje p¯ipojeny centr·lnÌm rozvodem na
gener·tor dusÌku Nitrobox N5 (Italfilo Energeering s. r. l.,
Grosseto, It·lie).

K n i h o v n a s p e k t e r s e p a r o v a n ˝ c h l · t e k

PouûitÌ detekce pomocÌ detektoru s diodov˝m polem umoû-
nilo identifikaci  jednotliv˝ch fenolick˝ch l·tek ve vzorku
nejen podle migraËnÌch a retenËnÌch Ëas˘, ale i vyhodnocenÌm
jejich absorpËnÌch spekter. Pro tento ˙Ëel bylo nutnÈ vytvo¯it
knihovnu absorpËnÌch spekter vybran˝ch fenolick˝ch l·tek,
jejichû p¯Ìtomnost byla v rostlinnÈm materi·lu p¯edpokl·d·na.
Spektra standardnÌch l·tek byla zÌsk·na promÏ¯enÌm standard-
nÌch roztok˘, vznikl˝ch rozpuötÏnÌm 1 mg standardu v 1 ml

methanolu a doplnÏnÌm na 5 ml vodou, p¯i optim·lnÌch experi-
ment·lnÌch podmÌnk·ch. Spektra jednotliv˝ch analyt˘ vzor-
ku byla srovn·v·na s odpovÌdajÌcÌmi spektry ve spektr·lnÌ
knihovnÏ a shoda byla posouzena za pouûitÌ hodnoty tzv.
faktoru shody (match factor, identick· spektra majÌ faktor
shody 1000). Hodnoty faktoru shody se p¯i stanovenÌ vzork˘
jeËmen˘ a travin pohybovaly v rozmezÌ 995ñ999.

V˝sledky a diskuse

O p t i m a l i z a c e s l o û e n Ì a v l a s t n o s t Ì
z · k l a d n Ì h o e l e k t r o l y t u

PrvnÌ f·zÌ v˝voje elektroforetickÈ separaËnÌ metody bylo
stanovenÌ nejv˝hodnÏjöÌch vlastnostÌ z·kladnÌho elektrolytu
pro dÏlenÌ vybranÈ skupiny fenolick˝ch l·tek s p¯edpokl·da-
n˝mi allelopatick˝mi vlastnostmi.

Modelov· smÏs sedmi fenolick˝ch l·tek (vanilin, k·vov·,
p-hydroxybenzoov·, ferulov·, salicylov·, protokatechov· a p-
-kumarov· kyseliny) byla separov·na za pouûitÌ uhliËitanovÈ-
ho tlumivÈho roztoku, tlumivÈho roztoku boritan/fosforeËna-
novÈho a tlumivÈho roztoku boritan/fosforeËnanovÈho s p¯Ì-
davkem SDS nebo CTAB (1ñ60 mmol.lñ1). NejlepöÌho roz-
liöenÌ bylo dosaûeno p¯i pouûitÌ smÏsi boritan-fosforeËnan.
P¯Ìdavek aditiv do roztoku tlumiËe nevedl ke zv˝öenÌ roz-
liöenÌ. Proto byl jako z·kladnÌ elektrolyt zvolen tlumÌcÌ roztok
sloûen˝ z kyseliny boritÈ a dihydrogenfosforeËnanu sodnÈho.

PrvnÌm krokem byla optimalizace pomÏru a koncentrace
jednotliv˝ch sloûek pufru. Byla testov·na koncentrace kyse-
liny boritÈ v rozsahu 5 aû 40 mmol.lñ1 a fosforeËnanu v rozsahu
20 aû 80 mmol.lñ1, pH roztok˘ bylo udrûov·no na konstantnÌ
hodnotÏ. Optim·lnÌ separace a dÈlka anal˝zy odpovÌdala pufru
sloûenÈmu z 20 mmol.lñ1 kyseliny boritÈ a 60 nebo 40 mmol.lñ1

dihydrogenfosforeËnanu  sodnÈho. ZmÏny migraËnÌch Ëas˘
jednotliv˝ch l·tek s mÏnÌcÌm se sloûenÌm z·kladnÌho elektro-
lytu pouûitÈho k separaci jsou shrnuty v obr·zcÌch 1 a 2. P¯i
separaci modelovÈ smÏsi standard˘ byl dostaËujÌcÌ rozdÌl po-
hyblivostÌ analyt˘ odpovÌdajÌcÌ elektrolytu s koncentracÌ fos-
foreËnanu 40 mmol.lñ1. Pro separaci re·ln˝ch vzork˘, kdy se
v elektroforegramu objevujÌ pÌky dalöÌch podobn˝ch l·tek,
byly vhodnÏjöÌ vÏtöÌ rozdÌly migraËnÌch Ëas˘ dosahovanÈ p¯i
pouûitÌ pufru s 60 mmol.lñ1 fosforeËnanu.

DalöÌ veliËinou, kter· z·sadnÌm zp˘sobem ovlivÚuje kva-
litu separace, je pH z·kladnÌho elektrolytu. Z·sobnÌ roztok
z·kladnÌho elektrolytu kyseliny boritÈ a dihydrogenfosforeË-
nanu sodnÈho byl za mÌch·nÌ magnetickou mÌchaËkou titrov·n
roztokem hydroxidu sodnÈho na poûadovanou hodnotu pH.
V tÈto f·zi byla hodnota pH z neutr·lnÌ postupnÏ zvyöov·na
s krokem 0,25 jednotky pH. Pro separaci se jako optim·lnÌ
uk·zala hodnota pH 8,75. P¯i niûöÌch hodnot·ch doch·zelo
k nedostateËnÈ separaci, vyööÌ hodnoty vedly k velkÈmu n·r˘-
stu doby separace. Vzhledem k optim·lnÌ hodnotÏ pH z·klad-
nÌho elektrolytu byl p¯i dalöÌ pr·ci tento elektrolyt p¯ipravov·n
z kyseliny boritÈ a hydrogenfosforeËnanu sodnÈho, ËÌmû se
zmenöilo mnoûstvÌ hydroxidu sodnÈho pot¯ebnÈho pro nasta-
venÌ pH. Vliv mÏnÌcÌho se pH na migraËnÌ Ëasy jednotliv˝ch
l·tek je shrnut v obr. 3.

Separace probÌhala za konstantnÌho napÏtÌ 6 kV. P¯i tomto
napÏtÌ dosahoval elektrick˝ proud proch·zejÌcÌ kapil·rou hod-
noty 90 µA. Zvyöov·nÌ separaËnÌho napÏtÌ vedlo ke zmenöenÌ
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rozdÌl˘ migraËnÌch Ëas˘ separovan˝ch l·tek, a tÌm i ke zhor-
öenÌ kvality separace (obr. 4).

Separace probÌhala v kapil·¯e, kter· byla v pr˘bÏhu mÏ¯enÌ
termostatov·na. Teplota separaËnÌ kapil·ry ovlivÚuje rychlost
migrace analyt˘, kter· se s n·r˘stem teploty zvyöuje. D·le
s rostoucÌ teplotou doch·zÌ k rozöÌ¯enÌ pÌk˘ a kles· jejich

symetrie, coû vede ke snÌûenÌ rozliöenÌ pÌk˘. Modelov· smÏs
byla separov·na p¯i teplot·ch 25, 30, 35 a 40 ∞C. Pro anal˝zu
byla jako nejvhodnÏjöÌ zvolena teplota 25 ∞C.

K zÌsk·nÌ kalibraËnÌch z·vislostÌ jednotliv˝ch fenolick˝ch
l·tek byly pouûity roztoky standard˘ o koncentraci 0,2; 2,0;
20,0 a 40,0 µg.mlñ1, kde kaûd· ze Ëty¯ pouûit˝ch koncen-
tracÌ jednotliv˝ch standard˘ byla nez·visle promÏ¯ena t¯ikr·t.
Pro mÏ¯enÌ kalibraËnÌch z·vislostÌ byla pouûita vlnov· dÈlka
254 nm (reference 450 nm), kter· vyhovovala vÏtöinÏ stand-
ard˘. KorelaËnÌ koeficient kalibraËnÌch z·vislostÌ byl ve vöech
p¯Ìpadech vyööÌ neû 0,999.

Vzhledem k matrici jednotliv˝ch vzork˘ bylo moûnÈ ob-
sah jednotliv˝ch fenolick˝ch l·tek stanovit metodou kalibraË-
nÌ k¯ivky. Meze detekce (LOD) a relativnÌ smÏrodatnÈ od-

Tabulka I
MigraËnÌ Ëasy (tm), meze detekce (LOD) stanovenÈ z troj-
n·sobku maxim·lnÌho kolÌs·nÌ z·kladnÌ linie slepÈho pokusu
(3◊hmax) a relativnÌ smÏrodatnÈ odchylky mÏ¯enÌ (RSD), urËe-
nÈ ze t¯Ì nez·visl˝ch opakov·nÌ p¯i koncentraci 2 µg.mlñ1

kaûdÈ z elektroforeticky stanovovan˝ch fenolick˝ch l·tek;
podmÌnky CE separace viz obr. 1

Analyt tm LOD RSD
[min] [mg.mlñ1] [%]

Vanilin 9,09 0,18 2,3
Kyseliny

ferulov· 9,27 0,16 2,5
p-kumarov· 10,25 0,10 2,4
p-hydroxybenzoov· 10,67 0,10 3,5
salicylov· 13,04 0,51 3,0
k·vov· 17,98 0,13 6,0
protokatechov· 25,00 0,15 6,4

Obr. 2. Z·vislost migraËnÌho Ëasu (tm) na koncentraci (c) boritanu
v z·kladnÌm elektrolytu (¡ vanilin,o ferulov· kyselina, ∆ p-kuma-
rov· kyselina, ◊ p-hydroxybenzoov· kyselina, p k·vov· kyselina,
* protokatechov· kyselina, + salicylov· kyselina); experiment·lnÌ
podmÌnky viz obr. 1

Obr. 3. Z·vislost migraËnÌho Ëasu (tm) na pH z·kladnÌho elek-
trolytu (¡ vanilin, o ferulov· kyselina, ∆ p-kumarov· kyselina,
◊ p-hydroxybenzoov· kyselina, p k·vov· kyselina, * protokatechov·
kyselina, + salicylov· kyselina); experiment·lnÌ podmÌnky viz obr. 1

Obr. 1. Z·vislost migraËnÌho Ëasu (mt) na koncentraci (c) fos-
foreËnanu v z·kladnÌm elektrolytu (¡ vanilin,o ferulov· kyselina,
∆ p-kumarov· kyselina, ◊ p-hydroxybenzoov· kyselina, p k·vov·
kyselina, * protokatechov· kyselina, + salicylov· kyselina); separace
p¯i napÏtÌ 6 kV v k¯emennÈ kapil·¯e o celkovÈ dÈlce 31 cm (efektivnÌ
dÈlka 22 cm) a vnit¯nÌm pr˘mÏru 75 µm naplnÏnÈ z·kladnÌm elektro-
lytem 20 mmol.lñ1 kyselina borit· a 60 mmol.lñ1 dihydrogenfosfo-
reËnan sodn˝ o pH 8,75
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chylky mÏ¯enÌ (RSD), urËenÈ ze t¯Ì nez·visl˝ch opakov·nÌ p¯i
koncentraci 2 µg.mlñ1 kaûdÈ ze stanovovan˝ch fenolick˝ch
l·tek jsou shrnuty v tabulce I a doplnÏny migraËnÌm Ëasem.
Meze detekce za podmÌnek zvolen˝ch pro stanovenÌ vybra-
n˝ch fenolick˝ch l·tek byly stanoveny z trojn·sobku maxi-
m·lnÌho kolÌs·nÌ z·kladnÌ linie slepÈho pokusu (3◊hmax).

S t a n o v e n Ì o b s a h u v y b r a n ˝ c h
r o s t l i n n ˝ c h f e n o l i c k ˝ c h l · t e k
m e t o d a m i C E a H P L C

Anal˝za re·ln˝ch rostlinn˝ch materi·l˘ s sebou p¯in·öÌ
problÈm sloûitÈ matrice obsahujÌcÌ velkÈ mnoûstvÌ l·tek s po-
dobn˝mi vlastnostmi, a tÌm i velice podobn˝mi, nebo dokonce
totoûn˝mi, migraËnÌmi Ëasy, jako majÌ hledanÈ analyty. DalöÌ
problÈm p¯in·öÌ skuteËnost, ûe se stanovovanÈ fenolickÈ l·tky
nenach·zejÌ jako volnÈ, ale mohou b˝t v rostlinÏ p¯Ìtomny
v r˘zn˝ch konjugovan˝ch form·ch. Proto, aby byla anal˝za
v˘bec moûn·, je nutnÈ oddÏlit analyty od osnovy a izolovat je
z poûadovan˝ch konjugovan˝ch forem.

VhodnÈ podmÌnky separace, zÌskanÈ optimalizacÌ elektro-
foretickÈho systÈmu pro rozdÏlenÌ modelovÈ smÏsi fenolic-
k˝ch slouËenin, byly pouûity pro stanovenÌ fenolick˝ch l·tek
s allelopatick˝mi vlastnostmi ve vzorcÌch suchÈ travnÌ hmoty
a obilek jeËmene.

Ve t¯ech vzorcÌch suchÈ travnÌ hmoty a Ëty¯ech vzorcÌch
obilek jeËmene, p¯ipraven˝ch k anal˝ze v˝öe popsan˝m zp˘-
sobem, byla stanovena vybran· skupina fenolick˝ch slouËenin
s allelopatick˝mi vlastnostmi v˝öe popsanou metodou kapi-
l·rnÌ elektroforÈzy s vysok˝m rozliöenÌm.

Elektroforetick˝ systÈm byl nastaven na ide·lnÌ podmÌn-
ky separace, stanovenÈ na modelovÈ smÏsi standardnÌch roz-
tok˘. Na elektroforegramu vzork˘ se na rozdÌl od modelovÈ
smÏsi vyskytly i pÌky dalöÌch v rostlinÏ obsaûen˝ch l·tek (obr.
4 a 5). Proto byl ke stanovenÌ fenolick˝ch l·tek v re·ln˝ch
vzorcÌch jako z·kladnÌ elektrolyt zvolen pufr s 60 mmol.lñ1

fosforeËnanu, p¯i jehoû pouûitÌ se vÌce liöily migraËnÌ Ëasy
stanovovan˝ch l·tek. Metodou HPCE dosaûenÈ v˝sledky by-
ly srovn·ny s v˝sledky stanoven˝mi metodou HPLC. Stanove-
nÌ HPLC probÌhalo za podmÌnek popsan˝ch v literatu¯e15 na ko-

Obr. 5. Elektroforegram stanovenÌ fenolick˝ch l·tek CE (vanilin ñ 8,989 min, ferulov· kyselina ñ 9,302 min, p-kumarov· kyselina ñ 10,247
min, p-hydroxybenzoov· kyselina ñ 10,681 min, k·vov· kyselina ñ 18,007 min, protokatechov· kyselina 25,013 min) ve vzorku AII ñ obilky
jeËmene odr˘dy Akcent; experiment·lnÌ podmÌnky viz obr. 1

Obr. 4. Elektroforegram stanovenÌ fenolick˝ch l·tek CE (ferulov· kyselina ñ 9,263 min, p-kumarov· kyselina ñ 10,267 min, p-hydroxy-
benzoov· kyselina ñ 10,702 min, k·vov· kyselina ñ 17,954 min, protokatechov· kyselina ñ 24,946 min) ve vzorku 8010 rozrazil rozekvÌtek
Veronica chamaedrys; experiment·lnÌ podmÌnky viz obr. 1
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Tabulka II
MnoûstvÌ fenolick˝ch l·tek [µg.gñ1] stanoven· metodou CE v jednotliv˝ch vzorcÌch travin (prysky¯nÌk cibulkov˝ Ranunculus
bulbosus ñ 8001, rozrazil rozekvÌtek Veronica chamaedrys ñ 8010 a krvavec menöÌ Sanguisorba minor ñ 8012) a obilek jeËmene
(odr˘da Akcent v r˘znÈm stupni zralosti) spolu se srovn·vacÌmi hodnotami zÌskan˝mi HPLC; podmÌnky separace CE viz obr. 1;
mobilnÌ f·ze byla sloûena z acetonitrilu a 0,5 % (v/v) kyseliny octovÈ, byl pouûit line·rnÌ gradient od 5:95 aû na 30:70 (v/v) za
12,5 minuty a pr˘tok 0,3 ml.minñ1; kolona byla temperov·na na teplotu 30 ∞C

Metoda Vzorek Vanilin Kyseliny

ferulov· p-kumarov· p-hydroxybenzoov· k·vov· protokatechov·

Tr·vy

HPCE 8001 0,20±0,02 0,28±0,01 0,19±0,02 ñ 0,82±0,03 1,42±0,03
8010 ñ 0,32±0,03 1,41±0,02 0,29±0,04 1,24±0,05 0,28±0,02
8012 ñ 0,29±0,01 0,20±0,02 0,31±0,02 0,70±0,03 ñ

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

JeËmeny

HPCE A I 5,03±0,16 18,95±0,15 7,21±0,07 1,21±0,05 1,93±0,07 7,82±0,05
A II 3,27±0,07 10,69±0,04 4,05±0,10 2,47±0,04 5,84±0,06 1,06±0,03
A III 5,52±0,12 28,01±0,16 10,52±0,02 8,60±0,12 1,80±0,07 3,85±0,04
A IV 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 A I 4,96±0,12 19,49±0,10 7,24±0,07 1,29±0,06 1,82±0,06 7,69±0,05
A II 3,23±0,08 10,61±0,09 3,89±0,04 2,45±0,05 5,81±0,04 1,22±0,03
A III 5,45±0,06 28,15±0,05 10,65±0,06 8,56±0,07 1,74±0,06 3,70±0,05
A IV 3,75±0,05 27,35±0,05 11,05±0,07 7,19±0,06 1,75±0,04 3,21±0,04

lonÏ ZORBAX SB C18 bez pouûitÌ v literatu¯e popsanÈ SPE
p¯edseparace. P¯Ìprava vzork˘ pro HPLC i CE byla totoû-
n·, liöila se pouze v poslednÌ f·zi, kdy pro n·st¯ik do HPLC
byl such˝ odparek rozpuötÏn v roztoku pouûitÈ mobilnÌ
f·ze.

MnoûstvÌ fenolick˝ch l·tek stanoven· kapil·rnÌ elektro-
forÈzou v jednotliv˝ch vzorcÌch travin a obilek jeËmene jsou
shrnuta v tabulce II spolu se srovn·vacÌmi hodnotami zÌska-
n˝mi HPLC. V˝sledky mÏ¯enÌ koncentrace fenolick˝ch l·tek
(vanilin, ferulov·, p-kumarov·, p-hydroxybenzoov·, k·vov·
a protokatechov· kyseliny) ukazujÌ na rozdÌly v obsahu feno-
lick˝ch l·tek v z·vislosti na rostlinnÈm druhu ve vzorcÌch
suöen˝ch rostlin prysky¯nÌku, rozrazilu a krvavce. Vzorky
r˘znÏ zral˝ch obilek jeËmene Akcent demonstrujÌ zmÏnu ob-
sahu v odliön˝ch r˘stov˝ch f·zÌch rostliny.

Z·vÏr

Pr·ce popisuje dostateËnÏ rychlou (celkov· doba separace
a stanovenÌ, vËetnÏ pre- a postkondicionace ñ 35 min) a citli-
vou CE metodu stanovenÌ a identifikace skupiny l·tek s alle-
lopatick˝mi vlastnostmi v rostlinnÈm materi·lu. LOD jed-
notliv˝ch analyt˘ leûÌ v rozmezÌ 0,10ñ0,51 µg.mlñ1 (trojn·-
sobek maxim·lnÌho kolÌs·nÌ z·kladnÌ linie slepÈho pokusu
3◊hmax). Metoda je pouûiteln· jako alternativnÌ moûnost ke
stanovenÌ klasickou chromatografickou metodou. V˝sledky
ukazujÌ na velmi dobrou shodu obsah˘ zÌskan˝ch mÏ¯enÌm
metodami CE a kapalinovÈ chromatografie.

Anal˝za rostlinnÈho materi·lu s sebou vûdy p¯in·öÌ kom-

plikace v podobÏ sloûitÈ matrice vzorku, liöÌcÌ se vzorek od
vzorku, kter· obsahuje velkÈ mnoûstvÌ interferujÌcÌch l·tek
velice podobn˝ch vlastnostÌ. Metoda CE umoûnila stanovenÌ
hodnot koncentrace analyt˘ ve vzorcÌch travin i jeËmene.
P¯Ìtomnost vysokÈ koncentrace neidentifikovanÈ l·tky s veli-
ce blÌzk˝m migraËnÌm Ëasem ve sloûitÈ matrici vzork˘ travin
znemoûnila stanovenÌ nÏkter˝ch analyt˘ (kyseliny protoka-
techovÈ a vanilinu v krvavci, kyseliny p-hydroxybenzoovÈ
v prysky¯nÌku a vanilinu v rozrazilu).

Problematika byla ¯eöena v r·mci v˝zkumnÈho z·mÏru
MäMT »R, reg. Ë. MSM 432100001 a grantu GA »R reg.
Ë. 521/99/0863.
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J. VlËek, B. Klejdus, and V. Kub·Ú (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 ñ FS75, effective length 22 cm, total
length 31 cm, 75 µm I.D., 363 µm O.D.) was performed at
6 kV in 20 mmol.lñ1 boric acid and 60 mmol.lñ1 Na2HPO4
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.
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