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1. ⁄vod

Rostlinn· oblast biosfÈry je zdrojem nejr˘znÏjöÌch aroma-
tick˝ch slouËenin, kterÈ jsou sloûkami rostlinn˝ch barviv,
kvÏt˘ a plod˘ i jin˝ch Ë·stÌ rostlin (lignin), vonn˝ch olej˘
a v neposlednÌ ¯adÏ jsou vytv·¯eny rostlinami na obranu p¯ed
r˘zn˝mi ök˘dci (hmyz, mikroorganismy). AromatickÈ l·tky
jsou produkov·ny nejen rostlinami, ale i nÏkter˝mi mikroor-
ganismy (houby, bakterie). Naopak ûivoËiönÈ organismy jsou
odk·z·ny na p¯Ìjem tÏchto l·tek potravou, nap¯. ve formÏ
aromatick˝ch aminokyselin. Z toho vypl˝v·, ûe v˝skyt aro-
matick˝ch slouËenin a jejich metabolit˘ v ûivoËiönÈm orga-
nismu je vûdy d˘sledkem p¯Ìsunu zvenËÌ.

V rostlin·ch, houb·ch a mikroorganismech vznikajÌ aro-
matickÈ l·tky jednak öikim·tovou dr·hou jako produkt cuker-
nÈho metabolismu, jednak oligoketidovou dr·hou, tj. konden-
zacÌ acet·tov˝ch jednotek, kdy se vytv·¯ejÌ p¯ev·ûnÏ tzv.
sekund·rnÌ metabolity. AromatickÈ l·tky, p¯edevöÌm fenolovÈ
kyseliny, vznikajÌ tÈû rozkladem zbytk˘ rostlin v p˘dÏ; p¯i
vyööÌch koncentracÌch mohou b˝t autotoxickÈ a mÌt tak nega-
tivnÌ vliv na ˙rodu kulturnÌch plodin. NÏkterÈ benzenkarbo-
xylovÈ kyseliny (BKK), jako jsou nap¯. salicylov·, katalpo-
v·, gentisov·, protokatechov·, kumarov·, ferulov·, sinapov·
a k·vov· kyselina, vznikajÌ p¯i biosyntÈze a l·tkovÈ p¯emÏnÏ
aromatick˝ch aminokyselin. FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny,
kterÈ pouûÌv· rostlina jako ochranu p¯ed houbami a plÌsnÏmi,
jsou uûiteËnÈ tÈû v medicÌnÏ. NÏkterÈ deriv·ty jsou ˙ËinnÈ pro

sniûov·nÌ hladiny lipid˘ a cholesterolu a jsou aktivnÌ i anti-
mikrobi·lnÏ a antivirovÏ. Jsou to nap¯. deriv·ty 3-fenylpropa-
novÈ kyseliny, jako je sko¯icov·  kyselina a jejÌ sloûitÏjöÌ
deriv·ty, nap¯. kumariny. ZnaËn˝ v˝znam pro lÈka¯skou dia-
gnostiku m· stanovenÌ obsahu jednoduch˝ch aromatick˝ch
kyselin a jejich deriv·t˘ v tÏlnÌch tekutin·ch, kde se vyskytujÌ
jako metabolity lÈËiv a jed˘ i jako d˘sledek patologick˝ch
metabolick˝ch proces˘ v organismu p¯i nÏkter˝ch onemocnÏ-
nÌch (fenyloctov·, mandlov·, 4-hydroxy-3-methoxymandlo-
v·, homovanilov·, vanilov· kyselina).

JednoduchÈ aromatickÈ kyseliny v rostlin·ch majÌ Ëas-
to terapeutickÈ ˙Ëinky a öiroce se pouûÌvajÌ ve fytoterapii jak
vnit¯nÌ (Ëaje), tak i vnÏjöÌ (obklady, koupele, masti). Po ob-
jevu v p¯ÌrodnÌm materi·lu bylo moûnÈ tyto slouËeniny i je-
jich deriv·ty syntetizovat pro pouûitÌ ve farmakologii. Sali-
cylov· a benzoov· kyselina a jejich deriv·ty se uplatÚujÌ
v koûnÌm lÈka¯stvÌ jako antiflogistika, analgetika, antipyre-
tika a antirevmatika. PodobnÈ terapeutickÈ ˙Ëinky majÌ de-
riv·ty kyselin 3-fenylpropanovÈ (ibuprofen, fenoprofen, ke-
toprofen, naproxen a pod.), fenyloctovÈ (diclofenac, acelofe-
nac) a anthranilovÈ (2-aminobenzoovÈ). 4-Aminosalicylov·
kyselina je ˙Ëinnou l·tkou pro lÈËbu tuberkulÛzy. DalöÌ deri-
v·ty benzoovÈ kyseliny (kokain, prokain, hexylkain aj.) se
pouûÌvajÌ ve stomatologii, oËnÌm a krËnÌm lÈka¯stvÌ jako anes-
tetika.

JednoduchÈ aromatickÈ karboxylovÈ kyseliny majÌ v˝-
znam i v jin˝ch oborech, vËetnÏ pr˘myslovÈho vyuûitÌ. V po-
travin·¯stvÌ se hojnÏ pouûÌv· sodn· s˘l benzoovÈ kyseliny jako
konzervaËnÌ p¯Ìsada pro inhibici r˘stu mikroorganism˘ (kva-
sinek a plÌsnÌ). äiroce jsou pouûÌv·ny polyestery aromatic-
k˝ch karboxylov˝ch kyselin a polyhydroxyalkohol˘ p¯i v˝ro-
bÏ plast˘, syntetick˝ch vl·ken a barv·¯sk˝ch prysky¯ic. Estery
fenyloctovÈ, 3-fenylpropanovÈ, sko¯icovÈ, anthranilovÈ a dal-
öÌch kyselin jsou souË·stÌ p¯ÌrodnÌch i syntetick˝ch vonn˝ch
a chuùov˝ch l·tek.

2. Metody anal˝zy benzenkarboxylov˝ch
kyselin

StanovenÌ smÏsÌ BKK jako sloûek komplexnÌch biologic-
k˝ch materi·l˘ vyûaduje vysoce ˙ËinnÈ, selektivnÌ a citlivÈ
analytickÈ metody1ñ3. Tyto poûadavky splÚuje plynov· chro-
matografie (GC), vysoko˙Ëinn· kapalinov· chromatografie
(HPLC) a kapil·rnÌ elektroforÈza (CE). Volba separaËnÌho
systÈmu se odvÌjÌ od vlastnostÌ BKK, coû jsou slabÈ kyseliny,
kterÈ obsahujÌ jak hydrofilnÌ, tak hydrofobnÌ funkËnÌ skupiny
a jejichû disociaci lze ovlivnit volbou pH. Vzhledem ke svÈmu
pol·rnÌmu charakteru jsou obvykle m·lo tÏkavÈ.

V˝znamnÈ mÌsto, zejmÈna ve farmaceutickÈ anal˝ze, za-
ujÌmajÌ separace optick˝ch izomer˘ BKK, protoûe biologick·
aktivita je p¯ev·ûnÏ v·z·na na jeden enantiomer. K separaci
enantiomer˘ se vyuûÌvajÌ vöechny nÌûe diskutovanÈ vysoko˙-
ËinnÈ separaËnÌ metody.

Struktura, systematickÈ a trivi·lnÌ n·zvy vybran˝ch BKK
jsou uvedeny v tab. I.
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Tabulka I
Struktura, systematickÈ a trivi·lnÌ n·zvy benzenkarboxylov˝ch kyselin (R1ñR6 ñ substituenty na benzenovÈm j·d¯e

». Systematick˝ n·zev R1 R2 R3 R4 R5 R6

1 benzoov· COOH H H H H H
2 2-hydroxy-(salicylov·) COOH OH H H H H
3 3-hydroxy- COOH H OH H H H
4 4-hydroxy-(katalpov·) COOH H H OH H H
5 2,3-dihydroxy-(pyrokatechov·) COOH OH OH H H H
6 2,4-dihydroxy-(β-resorcylov·) COOH OH H OH H H
7 2,5-dihydroxy-(gentisov·) COOH OH H H OH H
8 2,6-dihydroxy-(γ-resorcylov·) COOH OH H H H OH
9 3,4-dihydroxy-(protokatechov·) COOH H OH OH H H

10 3,5-dihydroxy-(α-resorcylov·) COOH H OH H OH H
11 2,3,4-trihydroxy- COOH OH OH OH H H
12 3,4,5-trihydroxy-(gallov·) COOH H OH OH OH H
13 2-methoxy-(o-anisov·) COOH OCH3 H H H H
14 3-methoxy-(m-anisov·) COOH H OCH3 H H H
15 4-methoxy-(p-anisov·) COOH H H OCH3 H H
16 2,3-dimethoxy- COOH OCH3 OCH3 H H H
17 2,6-dimethoxy- COOH OCH3 H H H OCH3
18 3,4-dimethoxy- (veratrov·) COOH H OCH3 OCH3 H H
19 3,5-dimethoxy- COOH H OCH3 H OCH3 H
20 4-hydroxy-3-methoxy- (vanilov·) COOH H OCH3 OH H H
21 4-hydroxy-3,5-dimethoxy- (syringov·) COOH H OCH3 OH OCH3 H
22 fenyloctov· CH2COOH H H H H H
23 4-hydroxyfenyloctov· CH2COOH H H OH H H
24 2,5-dihydroxyfenyloctov· (homogentisov·) CH2COOH OH H H OH H
25 4-hydroxy-3-methoxyfenyloctov· (homovanilov·) CH2COOH H OCH3 OH H H
26 3,4-dimethoxyfenyloctov· (homoveratrov·) CH2COOH H OCH3 OCH3 H H
27 fenyl(hydroxy)octov· (mandlov·) CH(OH)-COOH H H H H H
28 hydroxy(2-methoxyfenyl)octov· CH(OH)-COOH OCH3 H H H H

(o-methoxymandlov·)
29 hydroxy(3-methoxyfenyl)octov· CH(OH)-COOH H OCH3 H H H

(m-methoxymandlov·)
30 hydroxy(4-methoxyfenyl)octov· CH(OH)-COOH H H OCH3 H H

(p-methoxymandlov·)
31 hydroxy(4-acetoxyfenyl)octov· CH(OH)-COOH H H OCOCH3 H H

(p-acetoxymandlov·)
32 3-fenylpropenov· (sko¯icov·) CH=CHCOOH H H H H H
33 3-(2-hydroxyfenyl)propenov· (o-kumarov·) CH=CHCOOH OH H H H H
34 3-(3-hydroxyfenyl)propenov· (m-kumarov·) CH=CHCOOH H H OH H H
35 3-(4-hydroxyfenyl)propenov· CH=CHCOOH H H OH H H

(p-kumarov·, p-hydroxysko¯icov·)
36 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propenov· CH=CHCOOH H OH OH H H

(k·vov·, 3,4-dihydroxy sko¯icov·)
37 3-(4-hydroxy-3-methoxy-fenyl)propenov· CH=CHCOOH H OCH3 OH H H

(ferulov·, 4-hydroxy-3-methoxysko¯icov·)
38 3-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyfenyl)propenov· CH=CHCOOH H OCH3 OH OCH3 H

(sinapov·, 4-hydroxy-3,5-dimethoxysko¯icov·)
39 3-(2-hydroxyfenyl)propanov· (melilotov·) CH2CH2COOH OH H H H H
40 2-amino-3-fenylpropanov· (fenylalanin) CH2CH(NH2)-COOH H H H H H
41 2-amino-3-(4-hydroxy-fenyl)propanov· (tyrosin) CH2CH(NH2)-COOH H H OH H H
42 2-amino-3-(3,4-dihydroxyfenyl)propanov· (DOPA) CH2CH(NH2)-COOH H OH OH H H
43 2-aminobenzoov· (anthranilov·) COOH NH2 H H H H
44 4-aminobenzoov· COOH H H NH2 H H
45 2-amino-3-hydroxybenzoov· (3-hydroxyanthranilov·) COOH NH2 OH H H H
46 3-fenyl-2-oxopropanov· (fenylpyrohroznov·) CH2COCOOH H H H H H
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2 . 1 . P l y n o v · c h r o m a t o g r a f i e

Plynov· chromatografie je velmi ˙Ëinn· separaËnÌ metoda,
vhodn· zejmÈna pro stanovenÌ tÏkav˝ch l·tek.  P¯estoûe ben-
zenkarboxylovÈ kyseliny jsou m·lo tÏkavÈ a tepelnÏ nest·lÈ,
je GC öiroce pouûÌv·na pro jejich anal˝zu. Je vöak nezbytnÈ
je p¯ed vlastnÌ GC anal˝zou p¯evÈst na stabilnÏjöÌ a tÏkavÏjöÌ
deriv·ty. VyuûÌvajÌ se funkËnÌ karboxy-, hydroxy, eventu·lnÏ
aminoskupiny na benzenovÈm j·d¯e, kterÈ obsahujÌ aktivnÌ
vodÌk. NejËastÏji se p¯ipravujÌ alkyl, acetyl, alkoxy nebo tri-
methylsilyl (TMS) deriv·ty. PouûitÌ silylaËnÌch metod je nej-
obecnÏjöÌ, neboù silylaËnÌ Ëinidla reagujÌ souËasnÏ s r˘zn˝mi
funkËnÌmi skupinami BKK. K p¯ÌpravÏ TMS deriv·t˘ byla
pouûita ¯ada silylaËnÌch Ëinidel a jejich kombinace, nap¯.
trimethylchlorsilan (TMCS), dimethyldichlorsilan (DMCS)
nebo hexamethyldisilazan (HMDS). Siln· silylaËnÌ Ëinidla,
jako jsou N,Ní-bis(trimethylsilyl)acetamid (BSA), N,Ní-bis-
(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA), N-(trimethylsilyl)-
imidazol (TMSI) a N-(trimethylsilyl)diethylamin (TMSDA)
jsou vhodn· pro vÌcen·sobnou silylaci, nap¯. pro aminokyse-
liny a sloûitÏjöÌ aromatickÈ l·tky. TMSDA se pouûÌv· pro m·lo
reaktivnÌ slouËeniny.

BKK se d·le derivatizujÌ na alkylestery, kterÈ jsou mÈnÏ
pol·rnÌ a tÏkavÏjöÌ. Methylestery (ME) se p¯ipravujÌ reakcÌ
s diazomethanem nebo reakcÌ st¯Ìbrn˝ch solÌ karboxylov˝ch
kyselin s methyljodidem. Reakce s diazomethanem je velmi
rychl·, avöak diazomethan je toxick˝. Reakce s methyljo-
didem je sice pomal·, avöak probÌh· s vysokou v˝tÏûnostÌ.
Velmi ˙Ëinn· je esterifikace pomocÌ methyl- a ethylchlormra-
venËan˘ (MCF, ECF) za vzniku methyl- nebo ethylderiv·t˘.

Jinou formou derivatizace je pyrol˝za, kdy se analyzovan·
l·tka reprodukovatelnÏ rozloûÌ na tÏkavÏjöÌ produkty v pyroly-
zÈru, p¯Ìmo p¯ipojenÈm k plynovÈmu chromatografu, v nÏmû
se produkty separujÌ (metoda Py-GC).

K separaci deriv·t˘ BKK se pouûÌvajÌ nepol·rnÌ i st¯ednÏ
pol·rnÌ stacion·rnÌ f·ze. NejbÏûnÏjöÌ je plamenov· ionizaËnÌ
detekce (FID), pro halogenderiv·ty BKK je vhodn˝ detek-
tor elektronovÈho z·chytu (ECD). PlynovÏ chromatografick·
anal˝za BKK nabyla na v˝znamu zejmÈna po zavedenÌ kapi-
l·rnÌch kolon a jejich spojenÌ s hmotnostnÌ detekcÌ (GC-MS).
Metoda GC-MS pat¯Ì k nejv˝znamnÏjöÌm souËasn˝m analy-
tick˝m metod·m, neboù se vyznaËuje vysokou separaËnÌ ˙Ëin-
nostÌ spojenou s citlivou detekcÌ s velkou vypovÌdacÌ schop-
nostÌ, kter· usnadÚuje identifikaci nezn·m˝ch l·tek.

NÏkterÈ p¯Ìklady pouûitÌ GC k dÏlenÌ a stanovenÌ smÏsÌ
BKK v r˘zn˝ch matricÌch jsou uvedeny v tab. II (cit.1,2,4ñ15).

2 . 2 . V y s o k o ˙ Ë i n n · k a p a l i n o v ·
c h r o m a t o g r a f i e

Vysoko˙Ëinn· kapalinov· chromatografie se öiroce pouûÌ-
v· pro anal˝zu BKK zejmÈna proto, ûe nevyûaduje, aby ana-
lyty byly tÏkavÈ a tepelnÏ st·lÈ a tedy umoûÚuje jejich p¯ÌmÈ
stanovenÌ bez p¯edchozÌ derivatizace. VyuûÌvajÌ se r˘znÈ sta-
cion·rnÌ f·ze. Disociaci BKK lze buÔ podpo¯it a pak vyuûÌt
iontovÏ v˝mÏnnou chromatografii (IEC) nebo iontovÏ p·ro-
vou chromatografii (IPC), nebo naopak potlaËit a pouûÌt chro-
matografii na reverznÌch stacion·rnÌch f·zÌch (RPC). NejbÏû-
nÏjöÌ jsou chemicky v·zanÈ reverznÌ f·ze, kterÈ vykazujÌ lepöÌ
selektivitu v˘Ëi mÌrnÏ pol·rnÌm slouËenin·m a vÏtöinou umoû-
ÚujÌ i vyööÌ ˙Ëinnost separace neû adsorbenty a mÏniËe iont˘.

Volba mobilnÌ f·ze a jejÌ pH z·visÌ na pouûitÈ stacion·rnÌ
f·zi.V RPC z·visÌ retence jednosytnÈ kyseliny HA na pH a na
disociaËnÌ konstantÏ Ka:

k = k0 (1 ñ Fñ) + kñ1 Fñ

kde Fñ = 1/{1 + ([H+]/Ka)}, k0 a kñ1 jsou retenËnÌ pomÏry
neionizovanÈ a ionizovanÈ formy a Fñ je frakce ionizovan˝ch
molekul.

MobilnÌ f·ze v RPC jsou nejËastÏji vodnÈ roztoky pufr˘
v kombinaci s organick˝mi modifik·tory, jako jsou methanol
(MeOH) nebo acetonitril (ACN). Pufr by mÏl potlaËit disociaci
kyseliny a mÌt dostateËnou pufraËnÌ kapacitu. Zv˝öenÌ koncen-
trace pufru zp˘sobÌ sice zv˝öenÌ pufraËnÌ kapacity, ale takÈ
m˘ûe vyvolat vysolovacÌ efekt. Hodnota pH mobilnÌ f·ze by
se v p¯ÌpadÏ f·zÌ na b·zi silikagelu mÏla pohybovat v rozmezÌ
pH 2ñ8. Tomuto poûadavku vyhovujÌ nap¯. pufry fosf·tov˝
(pH 2,1ñ3,1 a 6,2ñ8,2), acet·tov˝ (pH 3,8ñ5,8), citr·tov˝ (pH
2,1ñ6,4), uhliËitanov˝ (pH 3,8ñ4,8) a nÏkterÈ dalöÌ, p¯iËemû
nejbÏûnÏjöÌ jsou fosf·tov˝ a acet·tov˝ pufr nebo jejich kombi-
nace. DalöÌ d˘leûitou vlastnostÌ vybranÈho pufru je jeho roz-
pustnost v mobilnÌ f·zi. AnorganickÈ pufry (nap¯. fosf·tovÈ)
jsou öpatnÏ rozpustnÈ v mobilnÌch f·zÌch, kterÈ obsahujÌ vy-
sokou koncentraci organickÈho modifik·toru. MobilnÌ f·ze me-
thanolñvoda poskytuje lepöÌ rozpustnost, a proto je methanolu
p¯i volbÏ organickÈho rozpouötÏdla d·v·na vÏtöinou p¯ednost.

HPLC iont˘ b˝v· obtÌûnÏjöÌ neû separace neutr·lnÌch l·-
tek. PouûÌvajÌ se buÔ IEC nebo IPC s reverznÌ stacion·rnÌ f·zÌ
a s mobilnÌ f·zÌ obsahujÌcÌ iontovÏ p·rovÈ Ëinidlo, nejËastÏji
kvartÈrnÌ amoniovou b·zÌ nebo jejÌ sole, jako jsou dodecyl-
trimethylamonium-bromid (DTAB), tetrabutylamonium-bro-
mid (TBAB) nebo jodid (TBAJ), tetraethylamonium-bromid
(TEAB) nebo jodid (TEAJ) a pod. Pro separaci organick˝ch
kyselin se pouûÌvajÌ jak slabÈ, tak silnÈ mÏniËe aniont˘. Jako
mobilnÌ f·ze slouûÌ voda, z¯edÏnÈ roztoky kyselin a nÏkter˝ch
pufr˘. ZajÌmavou stacion·rnÌ f·zÌ je amorfnÌ oxid zirkoniËit˝,
kter˝ se chov· jako slab˝ mÏniË aniont˘. BKK se dÏlÌ jak
izokraticky, tak s gradientovou elucÌ. IEC aromatick˝ch kyse-
lin se  v souËasnÈ dobÏ pouûÌv·  jen  z¯Ìdka a vÏtöinou se
nahrazuje metodou IPC, kter· je ˙ËinnÏjöÌ. P¯esto jsou vöak
p¯Ìpady, kdy metoda IEC je v˝hodnÏjöÌ, nap¯. p¯i pouûitÌ
hmotnostnÌ detekce, kdy mobilnÌ f·ze musÌ b˝t dostateËnÏ
tÏkav· a obsahovat m·lo solÌ.

AdsorpËnÌ chromatografie se nepouûÌv· p¯Ìliö Ëasto vzhle-
dem k tomu, ûe nenÌ p¯Ìliö ˙Ëinn·. Jako mobilnÌ f·ze p¯i nÌ
slouûÌ smÏsi rozpouötÏdel o r˘znÈ polaritÏ.

Vzhledem k tomu, ûe aromatick˝ kruh silnÏ absorbuje
ultrafialovÈ z·¯enÌ, je zdaleka nejbÏûnÏjöÌ UV spektrofotomet-
rick· detekce, v souËasnÈ dobÏ hlavnÏ s diodov˝m polem
(DAD). D·le se uplatÚuje selektivnÌ a vysoce citliv· fluores-
cenËnÌ (FD) nebo elektrochemick· (voltametrick·) detekce
(ED), resp. pulsnÌ amperometrick· detekce (PAD). Metoda
HPLC-MS dovoluje identifikovat a kvantifikovat velmi mal·
mnoûstvÌ stanovovan˝ch l·tek (mÈnÏ neû 6 pg).

P¯i anal˝ze p¯ÌrodnÌch materi·l˘ Ëasto p¯edch·zÌ separaË-
nÌm metod·m, jako jsou GC a HPLC, extrakce na tuhÈ f·zi
(SPE), protoûe matrice vzork˘ (nap¯. vosk˘, olej˘ atd.) m˘ûe
poökozovat analytickÈ kolony a ruöit chromatografick· stano-
venÌ a mnohdy je rovnÏû zapot¯ebÌ vzorky zakoncentrovat.
Jako tuhÈ extrakËnÌ f·ze se Ëasto kombinujÌ r˘znÈ materi·ly,
nap¯. reverznÌ f·ze s iontovÏ v˝mÏnnou.
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Tabulka II
GC nÏkter˝ch benzenkarboxylov˝ch kyselin

Analyt Deriv·t Stacion·rnÌ f·ze Teplota Detekce Pozn·mka Cit.
[∞C]

Gentisov·, 6-methylsalicylov·, TMS 10 % QF-1/Gas- 120ñ200 FID metabolity patulinu, stanovenÌ 5
3-hydroxybenzoov· kyselina Chrom Q
P¯ÌrodnÌ netÏkavÈ fenolickÈ l·tky TMS 1,5 % SE-30 + 1,5 % 80ñ210 FID rostlinn˝ extrakt, identifikace 4

SE-52/Chromosorb W, 210ñ300 i stanovenÌ
AW, DMCS

FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny TMS 1 % 0V-1/Chromo- 100ñ200 MS sedimenty ¯ek, jezera a mo¯e, 6
sorb W, AW, DMCS identifikace

AromatickÈ karboxylovÈ kyseliny TMS 2,5 % SE-52 + 2,5 % 120ñ160 FID metabolity houby Oudemasiela 1
MPHT/Chromosorb G, 2 ∞C/min mucida, stanovenÌ, dÏlenÌ
AW, DMCS 160

FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny r˘znÈ OV-1/kapil·rnÌ 100ñ250 FID studium derivatizace 7
kolona 160 ECD

Deriv·ty benzenkarboxylov˝ch TMS 1 % SE-52,OV-1, 100ñ250 FID mikrobi·lnÌ metabolity sta- 2
kyselin MPHT, OV-17/Chromo- 2 ∞C/min novenÌ, srovn·nÌ s HPLC

sorb G, AW, DMCS
FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny TMS SE-52/kapil·rnÌ 80ñ260 MS Lysimachia nummularia, 8

kolona Lysimachia vulgaris,
identifikace, stanovenÌ

Metabolity 1,4-diethylbenzenu TMS OV-1/kapil·rnÌ kolona 35ñ55ñ MS krysÌ moË, identifikace 9
ME ñ250

Benzoov· kyselina ñ QF-1/kapil·rnÌ kolona 200 FID k˘ûe 10
FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny TMS SE-54/kapil·rnÌ kolona 80ñ280 FID propolis, identifikace 11

300 ECD
FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny MCF ECF SP-SIL-5CB/ gradient FID studium derivatizace 12

kapil·rnÌ kolona teploty
FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny TMS SPB-1/kapil·rnÌ kolona 138ñ150 FID rostlinnÈ pletivo, p˘dy, 13

stanovenÌ
FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny TMS poly[fenyl(methyl)silo- 80ñ320 FID pöenice, tr·vy, identifikace 14

xan]/kapil·rnÌ kolona MS
FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny TMS poly[fenyl(methyl)silo- 40ñ290 MS anal˝za tanninu, rostlinnÈ 15

xan]/kapil·rnÌ kolona pletivo

Tabulka III
P¯Ìklady aplikacÌ HPLC

Analyt Stacion·rnÌ MobilnÌ f·ze Detekce Pozn·mky Cit.
f·ze

Ferulov· kyselina Hypersil 12 % MeOH-citr·tov˝ DAD, mlet· pöenice 16
ODS pufr, pH 5,4 FD

FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny C18 gradient 2ñ100 % ACN UV ËervenÈ vÌno 17
a dalöÌ l·tky ve vodÏ, pH 2,6
BenzenkarboxylovÈ kyseliny SIX C18, EtOH + 1 % CH3COOH UV kultivaËnÌ medium 2

SGX C18 5:95, 10:90, 20:80 srovn·nÌ s GC
i gradient

FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny Viospher 12 % MeOH v 0,1 % ED metabolismus ligninu a celulosy, 18
C6 HClO4 pöeniËn· sl·ma

BenzenkarboxylovÈ kyseliny RP 18 MeOH + HCOOH + voda UV Genus althaea, identifikace 19
Salicylov· kyselina a produkty ODS 0,03 M acet·t-citr·tov˝ ED mÏ¯enÌ hydroxylov˝ch radik·l˘ 20
hydroxylace pufr, pH 3,6 v srdci
Benzoov· a hippurov· kyselina Ultraspher ACNñH20ñCH3COOH UV metabolity benzylalkoholu 21

ODS (12 + 38 + 0,25) v plazmÏ
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Tabulka III ñ pokraËov·nÌ

Analyt Stacion·rnÌ MobilnÌ f·ze Detekce Pozn·mky Cit.
f·ze

Benzoov· kyselina Econospher ACNñ0,02 % H3PO4 UV podzemnÌ vody, biodegradace 22
C18 izokrat. + gradient toluenu

Thiofenkarboxylov· a benzoov· RP18 30 % MeOH UV biologickÈ vzorky, metabolismus 23
kyselina v 0,01 M fosf·t
Benzoov· kyselina Spherisorb 8 % MeOH ve fosf·t. UV konzervaËnÌ prost¯edky 24

C18 pufru, pH 6,7
Benzoov· kyselina NovaPak ACN + fosf·tov˝ pufr, UV aditiva v potravin·ch, porovn·nÌ 25

C18 pH 3,9 CZE a HPLC
FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny SuperPak MeOHñH2Oñ1 % HCOOH PAD okvÏtnÌ lÌstky grejp˘ 26
anthokyanin˘ C18 gradientov· eluce
FenolickÈ glykosidy C18 10 % ACN v 2 % UV semipreparativnÌ izolace 27

CH3COOH l·tek v mouce
Benzoov· kyselina C8 MeOH + 0,2 % CH3COOH IS-MS j·tra krysy, vztah mezi strukturou 28
a jejÌ konjug·ty a metabolismem
BenzenkarboxylovÈ kyseliny Spherisorb 8 % MeOH v octanovÈm UV obsah ûaludku p¯eûv˝kavc˘ 29

ODS pufru
FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny Adsorbospher ACNñH2OñH3PO4, DAD jeËmenov˝ slad, antioxidaËnÌ 30

C18 gradientov· eluce vlastnosti
Sko¯icov· a benzoov· kyselina Nucleosil ACNñH2OñCH3COOH DAD vinn˝ moöt, kvaöenÌ 31

C18
FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny Hypersil ODS MeOHñH2OñCH3COOH UV rostlinn˝ materi·l Echinacea sp., 32

(25 + 75 + 1) SPE, v˝mÏna iont˘
SubstituovanÈ benzoovÈ kyseliny Spherisorb H2OñACNñMeOHñ DAD flavonov˝ metabolismus, 33,34

ODS ñCH3COOH (88 + 10 + 2) tÏlnÌ tekutiny, Gingko biloba
Salicylov·, acetylsalicylov· RP18 ACNñpufr, pH 6, TBA UV IPC, studie separace BKK 35
kyselina
Aspirin, antipyrin, fenobarbital Bondapak C8 ACNñfosf·tov˝ pufr, UV IPC, TBA studie, lÈËiva 36

pH 3 a 6, TBAJ
p-Aminosalicylov· kyselina RP 18 MeOHñfosf·tov˝ pufr, UV IPC 37

pH 7,7, TBAH
FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny fenyl MeOHñvodañ0,01 % ESI-MS IPC, vl·kniny v potravin·ch 38

CH3COOH TEAJ

P¯ehled vybran˝ch aplikacÌ HPLC je uveden v tab. III
(cit.2,16ñ38).

2 . 3 . K a p i l · r n Ì e l e k t r o f o r È z a

Kapil·rnÌ elektroforÈza (CE) v poslednÌ dobÏ nalezla öiro-
kÈ uplatnÏnÌ v analytickÈ chemii, neboù je vhodn· pro separaci
mnoha typ˘ slouËenin, vËetnÏ BKK. Poskytuje dobrou sepa-
raci v relativnÏ kr·tkÈm Ëase, nevyûaduje sloûitou p¯Ìpravu
vzorku a spot¯ebuje jen omezenÈ mnoûstvÌ Ëinidel, takûe cena
anal˝zy je vÏtöinou niûöÌ neû u chromatografick˝ch metod.
TakÈ proto se tato metoda öiroce pouûÌv· pro anal˝zu kom-
plexnÌch smÏsÌ a separaci organick˝ch kyselin poch·zejÌcÌch
z rostlinn˝ch a mikrobi·lnÌch materi·l˘. Ve srovn·nÌ s chro-
matografiÌ vöak CE m· urËit· omezenÌ: vzhledem k nÌzk˝m
d·vkovan˝m mnoûstvÌm (¯·dovÏ nl) je nutnÈ pouûÌvat citlivÈ
detektory a spolehlivost v˝sledk˘ b˝v· horöÌ neû v HPLC.

Pro separaci nabit˝ch l·tek se pouûÌv· kapil·rnÌ zÛnov·
elektroforÈza (CZE). Tato metoda umoûÚuje nejen identifikaci
a kvantifikaci sloûek vzorku, ale takÈ stanovenÌ fyzik·lnÏ-che-
mick˝ch vlastnostÌ slouËenin, nap¯. disociaËnÌch konstant BKK.

Separaci BKK m˘ûeme ovlivnit ¯adou faktor˘, jako je pH, typ
a koncentrace pufru a pouûitÈ separaËnÌ napÏtÌ. PodobnÏ jako
v HPLC i zde je dominantnÌ vliv pH. V alkalickÈm prost¯edÌ
se BKK stanovujÌ jako anionty.DalöÌm z faktor˘,kterÈ ovlivÚu-
jÌ separaci, jsou organick· rozpouötÏdla, jeû se pouûÌvajÌ jako
modifik·tory v nosn˝ch elektrolytech. Tato rozpouötÏdla ovliv-
ÚujÌ pohyblivost analyt˘ snÌûenÌm polarity pufru, mohou zlep-
öit selektivitu, a tÌm zv˝öit pravdÏpodobnost jejich identifika-
ce. MajÌ vöak takÈ vliv na povahu povrchu k¯emennÈ kapil·ry
a ovlivÚujÌ tak pKa ionizovan˝ch silanolov˝ch skupin na stÏnÏ
kapil·ry a molekul solutu. KromÏ toho jeötÏ mohou zmÏnit
gradient elektrickÈho pole zmÏnou vodivosti elektrolytu.

K separaci neutr·lnÌch l·tek (nap¯. p¯i potlaËenÌ disociace
BKK v kyselÈm prost¯edÌ) se hodÌ micel·rnÌ elektrokinetick·
kapil·rnÌ chromatografie (MEKC), p¯i kterÈ se do nosnÈho
elektrolytu p¯id·vajÌ ionickÈ tenzidy vytv·¯ejÌcÌ v roztoku
nabitÈ micely, kterÈ interagujÌ s neutr·lnÌmi l·tkami a migrujÌ
charakteristick˝mi rychlostmi. NejËastÏji se pouûÌv· dodecyl-
sulf·t sodn˝ (SDS). MEKC na b·zi cetylmethylamonium-bro-
midu (CTAB) byla pouûita pro separaci BKK ve vzorcÌch
rostlinn˝ch materi·l˘ a byla shled·na dostateËnÏ ˙Ëinnou a ne-
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Tabulka IV
P¯Ìklady aplikacÌ CZE a MEKC

Analyt Matrice P¯edbÏûn· SeparaËnÌ zp˘sob: elektrolyt SeparaËnÌ a detekËnÌ podmÌnky Cit.
˙prava vzorku

Homovanilov·, vanilyl- moË p¯ÌmÈ d·vkov·nÌ CZE: 300 mM bor·tov˝ pufr, LT =64,5 cm, LD = 56 cm, 39
mandlov·, homogenti- pH 8,5 50 µm, 30 kV, 200 nm
sov· kyselina
Hippurov· , p-hydroxy- sÈrum ultrafiltrace CZE: 10 mM acet·tov˝ pufr, LD = 15 cm p¯i pH 3,8 nebo 40
hippurov· kyselina a ¯edÏnÌ pH 3,8 nebo 10 mM MES, 25 cm p¯i pH 6,1, 200 µm,

pH 6,1 PTFE, 254 nm
Hippurov· kyselina sÈrum ultrafiltrace CZE: 150 mM bor·tov˝ pufr, LT = 64 cm, LD = 55,8 cm, 41

pH 9,0 50 µm, 22 kV, 25 ∞C, 210 nm
Hippurov· kyselina sÈrum ultrafiltrace CZE: 150 mM bor·tov˝ pufr, LT = 80,5 cm, LD = 72 cm, 42

pH 9,0; MEKC: 20 mM bor·t, 50 µm, 24 kV (CZE) nebo 22 kV
80 mM SDS, pH 9,0 (MEKC), 25 ∞C, 210 nm

Hippurov·, o-, m-, p- moË sr·ûenÌ bÌlkovin MEKC: 20 mM fosf·tov˝ pufr, LT = 67 cm, LD = 47 cm, 50 µm, 43
-methylhippurov· kyselina acetonem pH 8,0; 10 mM DTAB, 4 M ñ22 kV, 30 ∞C, 224 nm

a ultrafiltrace moËovina
Hippurov· kyselina, moË p¯ÌmÈ d·vkov·nÌ MEKC: 30 mM bor·t, pH 10, LT = 44 cm, LD = 37 cm, 44
tryptofan 75 mM SDS, 10 mM β-CD 75 µm, 20 kV, 195 nm
Salicylov· kyselina sÈrum p¯ÌmÈ d·vkov·nÌ, MEKC: 75 mM SDS, bor·tov˝- LT = 90 cm, LD = 70 cm, 75 µm, 45

moË ¯edÏnÌ (moË), -fosf·tov˝ pufr, pH 9,1; 20 kV, DAD 195 aû 320 nm
ultrafiltrace CZE: 33 mM fosf·t, pH 8,3
(sÈrum)

Salicylov· kyselina sÈrum promytÌ MEKC: 60 mM bor·t, pH 10, LT = 42,5 cm, LD = 34,5 cm, 46
a n·slednÈ 200 mM SDS 50 µm, 10 kV, 25 ∞C, 200 nm
p¯ÌmÈ d·vkov·nÌ

Naproxen, sÈrum p¯ÌmÈ d·vkov·nÌ MEKC: bor·tov˝-fosf·tov˝ LT = 70 cm, LD = 50 cm, 75 µm, 47
salicylov· kyselina moË nebo ¯edÏnÌ pufr, pH 9,2; 75 mM SDS 20 kV, absorbance p¯i 220 nm,

(moË) fluorescence (ex = 220 nm,
em = 340 nm)

Naproxen sÈrum p¯ÌmÈ d·vkov·nÌ MEKC: bor·tov˝-fosf·tov˝ LT = 65 cm, LD = 75 cm, 75 µm, 48
ultrafiltrace pufr, pH 9,1; 75ñ200 mM SDS 25 kV, 35 ∞C, 215 nebo 240 nm

(4-Fluorbenzoyl) moË SPE CZE: 50 mM octan amonn˝, LD = 65 cm, 50 µm, 30 kV, 49
propanov· kyselina, 10 % metanol, 1 % ledov· 25 ∞C, 214 nm
(4-fluorofenyl)octov· kys. octov·, pH 4,1
kyselina
D,L-mandlov· kyselina ñ ñ CZE: 40 mM γ-CD, 50 mM fosf·t, LT = 50 cm, LD = 45,4 cm, 50

pH 7,0 50 µm, 20 kV, 20 ∞C, 206 nm
D,L-tryptofan ñ ñ CZE: 30 mM crown-6-tetra- 254 nm 51
a D,L-DOPA karboxylov· kyselina, pH 2,2

n·kladnou. Ve srovn·nÌ s CZE se MEKC vyznaËuje vyööÌ
selektivitou. Aplikace kapil·rnÌ elektrochromatografie (CEC),
p¯i nÌû je kapil·ra naplnÏna nÏkterou ze stacion·rnÌch f·zÌ
pouûÌvan˝ch v HPLC, avöak pohyb mobilnÌ f·ze je elektro-
osmotick˝, nikoli mechanick˝, lze rovnÏû nalÈzt v odbornÈ
literatu¯e. Mezi nejbÏûnÏjöÌ detekci v CE pat¯Ì UV spektrofo-
tometrick· detekce. »asto se vyuûÌv· fluorescence buzen·
laserem. Velice v˝znamn· je i kombinace CE s hmotnostnÌ
spektrometriÌ (CE-MS) nebo s voltametrickou detekcÌ.

P¯Ìklady pouûitÌ CZE a MEKC pro anal˝zu BKK jsou
uvedeny v tab. IV (cit.39ñ51).

2 . 4 . C h i r · l n Ì s e p a r a c e

Chir·lnÌ separace jsou velmi d˘leûitÈ, neboù enantiomery

se liöÌ biologickou aktivitou. Pro chir·lnÌ separace lze vyuûÌt
t¯i postupy. a) DerivatizacÌ p¯evÈst optickÈ izomery na diaste-
reoizomery a n·slednÏ je separovat na opticky neaktivnÌ sta-
cion·rnÌ f·zi v HPLC nebo v neaktivnÌm nosnÈm elektrolytu
v CE, b) pouûÌt chir·lnÌ mobilnÌ f·ze v kombinaci s opticky
neaktivnÌ stacion·rnÌ f·zÌ pro HPLC Ëi p¯idat chir·lnÌ Ëinidlo
do nosnÈho elektrolytu v CE, c) k separaci vyuûÌt chir·lnÌ
stacion·rnÌ f·zi, a to jak v GC, tak v HPLC a v elektrochroma-
tografii.

Metoda a) se vyuûÌv· v HPLC a CE v p¯Ìpadech, kdy l·tky
vykazujÌ nÌzkou absorbanci v UV oblasti (nap¯. u nÌzkomole-
kul·rnÌch alifatick˝ch kyselin). P¯Ìprava deriv·t˘ je pomÏrnÏ
komplikovan· a pro BKK se pouûÌv· jen ojedinÏle.

Postup b) je velmi jednoduch˝ a snadn˝. VyuûÌv· se jak
v HPLC, tak v CE. Jako chir·lnÌ selektory se nejËastÏji pouûÌ-
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Tabulka V
P¯Ìklady chir·lnÌch aplikaci v HPLC

Analyty Stacion·rnÌ f·ze MobilnÌ f·ze Detekce Cit.

Hydroxy- a methoxybenzenkarboxy- Separon SiC18 β-CD v MeOHñ0,01 M fosf·tov˝ pufr UV 52
lovÈ a indolkarboxylovÈ kyseliny Cyclobond I (β-CD) MeOHñ0,01 M fosf·t, pH 2,2ñ6,5
BenzenkarboxylovÈ kyseliny ODS HSA UV nep¯ 53
MethylDOPA ODS L-prolin + ion kovu UV 54
DOPA ODS L-fenylalanin + ion kovu ECD 55
DOPA ODS (R)-N,N,Ní,Ní-tetramethylpropanñ UV 56

1,2-diamin + ion kovu
BenzenkarboxylovÈ kyseliny diol chinin UV nep¯ 57
Mandlov· a tropov· kyselina, β-CD 0,1 M fosf·t, pH 4,2 nebo 6,2ñACN UV 58
baklofen (65 + 35)
AromatickÈ karboxylovÈ kyseliny β-CD 0,1 M fosf·t, pH 4,2ñACN (65 + 35) 59
Citronellov·, benzenkarboxylovÈ ergolinov˝ deriv·t 0,05 M acet·t-methanol UV 60
kyseliny
Mandlov·, fenyloctov· a dalöÌ kyseliny polysacharid hexanñpropanol-2ñTFA (80 + 20 + 1) 61
Levodopa, methyldopa, karbidopa glykopeptid MeOHñvoda, trimethylamin, CH3COOH UV 62

(teikoplanin)

vajÌ cyklodextriny (CD), kterÈ vytv·¯ejÌ s analyty, zejmÈna
s BKK, kterÈ obsahujÌ hydroxy a amino skupiny, inkluznÌ
slouËeniny. CD jsou cyklickÈ oligosacharidy vystavÏnÈ z D-
-(+)-glukopyranosov˝ch jednotek, kterÈ jsou v·zanÈ α-(1→4)-
-vazbami. P¯ÌrodnÌ CD (α-, β- a γ-) sice ¯eöÌ mnoho separaË-
nÌch problÈm˘, avöak selektivitu a rozsah pouûitÌ lze znaËnÏ
zv˝öit pouûitÌm syntetick˝ch deriv·t˘ CD, neboù jsou lÈpe
rozpustnÈ ve vodÏ neû p¯ÌrodnÌ CD. KromÏ CD se pouûÌvajÌ
jako chir·lnÌ selektory tÈû lidsk˝ sÈrov˝ albumin, chinin, r˘znÈ
aminokyseliny v kombinaci s ionty kov˘ a ¯ada dalöÌch l·tek.
Kapil·rnÌ elektroforÈza s CD se rovnÏû pouûÌv· pro separaci
izomernÌch BKK, tj. monokarboxylov˝ch (benzoov· kyselina),
dikarboxylov˝ch (ftalov·, tereftalov· a isoftalov· kyselina)
a trikarboxylov˝ch (trimesinov·, hemimelitov· a trimelitov·
kyselina) kyselin. K potlaËenÌ adsorpce cyklodextrin˘ na stÏnu
kapil·ry, kter· vede ke zhoröenÌ ˙Ëinnosti separace, se stÏny ka-
pil·ry modifikujÌ polymernÌmi filmy. PodobnÏ jako v HPLC
se v CE jako chir·lnÌch selektor˘ pouûÌv· cel· ¯ada dalöÌch
l·tek, nap¯. hovÏzÌ sÈrov˝ albumin, r˘zn· antibiotika a pod.

Nev˝hodou pouûitÌ metody b) v HPLC je vysok· spot¯eba
chir·lnÌch selektor˘, kterÈ jsou vesmÏs velmi drahÈ. Tato
nev˝hoda odpad· v CE, kde pot¯ebnÈ mnoûstvÌ nosnÈho elek-
trolytu je nÌzkÈ.

Metoda c) je v souËasnÈ dobÏ nejbÏûnÏjöÌ v HPLC a GC.
VyuûÌv·chir·lnÌch chemicky v·zan˝ch stacion·rnÌch f·zÌ (CSP),
ËÌmû odpad· hlavnÌ nev˝hoda metody b). Mezi nejbÏûnÏjöÌ
pat¯Ì chir·lnÌ f·ze s cyklodextrinem a jeho deriv·ty. D·le se
vyuûÌvajÌ chemicky v·zanÈ opticky aktivnÌ deriv·ty aminoky-
selin. Pro separaci izomer˘ deriv·t˘ BKK byly testov·ny tÈû
CSP  na  b·zi ergotalkaloid˘, lidskÈho sÈrovÈho albuminu,
polysacharid˘, glykopeptid˘ (nap¯. teicoplanin) atd. V plyno-
vÈ chromatografii lze vyuûÌt pouze metodu c), separaci na
chir·lnÌ stacion·rnÌ f·zi. KomerËnÏ dostupnÈ f·ze pro GC jsou
zaloûeny na deriv·tech CD (nap¯. dimethyl-, permethyl-, pro-
pionyl-, butyryl-, dipentyl- a (hydroxypropyl)-CD) a L-valinu
(pro separaci enantiomer˘ aminokyselin). P¯ed vlastnÌ GC
separacÌ je nutnÈ BKK derivatizovat.

P¯Ìklady chir·lnÌch separacÌ metodou HPLC jsou uvedeny
v tab. V (cit.52ñ62), metody CE jsou zahrnuty v tab. IV.

3. Z·vÏr

Vöechny diskutovanÈ separaËnÌ metody, GC, HPLC a CE,
umoûÚujÌ ˙Ëinnou separaci BKK v pomÏrnÏ kr·tkÈm Ëase.
HPLC a CE navÌc nevyûadujÌ sloûitou p¯Ìpravu vzorku. GC je
vhodn· pro dostateËnÏ tÏkavÈ a tepelnÏ st·lÈ l·tky, a proto lze
BKK analyzovat touto metodou aû po jejich derivatizaci.
Z tohoto hlediska je pro anal˝zu aromatick˝ch karboxylov˝ch
kyselin vhodnÏjöÌ HPLC nebo CE. GC vöak p¯esto m· svÈ
v˝hody ve vysokÈ ˙Ëinnosti dÏlenÌ, vysokÈ citlivosti detekce,
instrument·lnÌ jednoduchosti a niûöÌ n·kladnosti. HPLC nabÌ-
zÌ öirokÈ spektrum moûnostÌ p¯i volbÏ separaËnÌho systÈmu,
dobrou selektivitu a spolehlivost v˝sledk˘, je vöak ËasovÏ
i finanËnÏ n·roËnÏjöÌ. Kapil·rnÌ elektroforÈza je nejrychlejöÌ
a nejlevnÏjöÌ, je vöak prozatÌm mÈnÏ spolehliv·. Analytick·
v˝konnost se podstatnÏ zv˝öÌ, jsou-li GC, HPLC Ëi CE kom-
binov·ny s hmotnostnÌ detekcÌ, p¯iËemû z technickÈho i fi-
nanËnÌho hlediska je nejv˝hodnÏjöÌ GC-MS, n·sledov·na CE-
-MS a koneËnÏ HPLC-MS.
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M. Wursta, V. Pac·kov·b, and K. ätulÌkb (aInstitute of
Microbiology, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Prague, bDepartment of Analytical Chemistry, Faculty of Na-
tural Science, Charles University, Prague): High-Perform-
ance Separation Methods in Analysis of Benzenecarbo-
xylic Acids

High-performance separation methods applied to the ana-
lysis of benzenecarboxylic acids are critically reviewed. Spe-
cial attention is paid to gas and liquid chromatography and
capillary electrophoresis. Numerous examples of applications
are summarized in tables.
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