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(54) Zphsob déieni oligosacharidu kapalinovou chromatografii

i Zpisob d¥lenf oligosacharidd kepalinovou
chromatografil, vyzna¥ujici{ se tim, Ze se
smds oligosacheridd, kterd je urfena k 43~
len{, zavéd{ na vrchol slougce silikagelu
s mirnfm objemem pord 1,0 8%,2,0 ml/g,

- m&raym povrchem 350 af 500 m“/g, stPednim
objemem pord 10 8% 20 nm, ktery obsehuje
kovalentn® vézenou slkenickou staciondrnt
f4zi s obsshem uhliku alespon 20 % hmot-
‘nostnich s alkylem obsahujfcim 12 a%f 24
atomd uhlfiku s methylovenymi zbytkovymi
silenalovymi skupinemi, pfifemZ se sloupec
eluuje vodou p¥i teplot¥ 20 a% 80 "C.

Zpisobu podle vyndlezu se pouZivd
k d8leni{ oligosacharidd v snalytickém
i greparntivnim m3fitku s upletnenim
v biotechnologii, zem&d3lstvi a v potre-
vindrstvi, '
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Vyndlez se tykd zplsobu d¥len{ oligosacheridd kepelinovou chromstogrefif{ podle mole-
"kulové hmotnosti isokratickou eluci ve vodd.

Déleni.oliéosacharida podle jeJjiah molekulové hmotnosti (siupné polymerizace mono-
secharidovych jednotek) v enzymatickgch nebo kyselych hydrolyzdtech pfirodnich polysa-
charidd je velmi dlleZité v blotechnologii, v zem¥d3lstvi e v potrevind¥ském primyslu.

Teoreticky se zdd bft nejvhodnijdf pro d¥lenfi oligomery secheridd metoda gelové
permesdni chrometografie. D§leni se provddi zdsedn¥ ze zvySené teploty, jako elu&niho
%inidle se pouZivéd voda, avisk metoda je pondkud zdlouhavéd a k dplnému rozd¥leni Jje
zapotFfebi n¥kolike hodin. Zrychlen{ eluce @ zvySen{ ddinnosti d&leni je velmi obtiiné
s ohledem ne maslou tlekovou odolnost pouZivenych homogehné si¥ovanfch botnejfcich geld
Jako Jsou trojrozm¥rné polysacheridové nebo ekrylemidové kopolymery.

Rigldnf celkovd pordsni materidly nachézejf{ v gelové chrometogrefil uplatnini jen
pro délen{ vysloven¥ vysckomolekuldrnich sloudenin, UrZitou nevyhodou metody pro pre-
perativni dZely je i pom¥rng nizké zdt3%0ové kapacita pouZffvangch gelovd chromatogre-
fickych meteridld. ' ,

Velml b&ind je metods d¥len{ secharidd na iontom¥ni¥fch., Zpisob je velmi selektivni
8 hodl ae zvldat¥ pro rozlifen{ secharidd podle rozdily ve atruktule 2 v konfiguraci:.
P#1i pouZitl katexd v ca*t o Ag* form¥ s vodnou mobiln{ féz{ je na zdvadu vysokd botnavost
iontom¥nidd, nfzkéd tlakovd .a mechanickd odolnost nosi®l e v neposledni .mi¥e i vymyvén{
iontd ze struktury gelu projevujici se v ybytku kapécity 8 lasen, Cor

P¥1 chromatografickych procesech zaloZenfeh na interskcich se silikegelem (eminofdze)
Je moZno pracovat se sm¥snou mobilni fdzf (nejlastdji acetonitril-vodas), v ni% miZe byt
d¥leni 6ligosacharidl s vy33{ molekulovou hmotnostni komplikovéno sniZenou rozpustnostf
slo¥ek, V posledni dob¥ bylo dosefeno d¥leni oligosecheridd nes specidlni kolon¥ v médu -
obrdcenéd fdze; nevihodou této metody je v8sek rozlifeni slfe- & bete- snomerd, které se-
paraci zbyte¥n¥ komplikuje.

Pokusy s posunem rovnovéhy mezl enomery pomoc{ chemickych &inidel byly s v¥jimkou
redukce neispssné, Citlivost znémého postupu je pr{1i3 nizkéd pro stenoveni oligomerd
- glukézy v maltosové sérii s DP vyB8{m ne% 6, pfi d¥lenf cellodextrind je metods pom3rn¥
%asovd nédrodnd (pro DP 4 ca 30 8% 40 minut).

Predm¥tem vyndlezu Jje zpisob d¥leni oligosacheridd ne silikegelovém sorbentu, kteryl
mé mdrny objem pdrd 1,0 e¥f 2,0 ml/g, mirny povrch 350 8% 500 mZ/g, st¥fedni objem pdrd
10 a% 20 nm e ktery obsehuje chemlcky vdzenou alkelickou staciondrnf fdzi s obsshem uhliku
aspon 20 % hmot., u n¥hof Jsou zbytkové silenolové skupiny metylovény. K d¥leni urdend
sm&s oligosacheridl se zavede ns povrch sloupce a eluuje se vodou pifi teplotd 20 ai 80 °C,

Hlavni piednosti zpisobu d¥leni oligosacharidd podle vynédlezu je isokratickd eluce
pFi pou%f{tf vody Jeko moblln{ fdze. Tento zplsob je zvld3t¥ vyhodny pFihlédne-li se
k rozpustnosti d¥lenych systémd, kterd je ve sm¥snfch vodn¥~orgenickfch rozpousit¥dlech
omezend, k jednoduchosti obsluhy e kone¥nd 1 k cen¥ mobilnf féze.

PouZitf vody mé svoje vyhody i pifi refrektometrické detekci oligosacheridd. Sorpént
interakce podle tohoto zplsobu d§leni je siln¥ teplotnd zdvisld, takZfe pFfi vhodnd zvolené
teplotd mezi 20 af 80 %c 1ze dosshnout podstatného urychleni separece vedle plného potle-
%en{ tvorby elfa e beta enomerd, které mohou pri d&leni rudit. '

V ndsledujicim je pfedm¥t vyndlezu vysviétlen o dolofen p¥ikledy, eniZ by viek byl
témito pFfkledy jeho rozseh Jekkoli omezovén.
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Pr{klaa 1

Sorbent se silikegelovou metric{ 0 stfednfm prim¥ru pord 14 nm,'mérnym objemem pord
1,9 wl/g & m¥rném povrchu 400 m2/g obsshujfc{ chemicky vézenou oktadecylovou fézi
(obseh C 23,5 % hmot.) se stfednf velikostf &dstic 10 um sférického tvaru byl suspenznf
technikou napln&n do nerezavé kolony 25P x 6 mm, Chrometografickd kolona byle opat¥ena
naestPikovecim ventilem s prerulenin toku (stop-flow) a refrektometrickym detektorem.

Mobilni féze (vode) byls Zerpdna vysokotlekym linedrnim terpedlem. Do kolony byla
zavedena sm&s maltodextrind e p¥i teplots 25 °¢ byla kolonou &erpéna voda s pritokovou
rychlostf 50 ml/h pFi pFetleku 1,6 MPa, Za uvedenych podmfnek dolo k dplnému rozd&len{
sedmi maltodextring podle molekulové hmotnosti,

P¥{klag 2

Sorbent i uspordddn{ zerfzent pro d&lenf oligosacharidd Je stejné jako v p¥ikladu 1,
D&lenf sm¥si oligomerickych cellodextrind probihd p¥i teplotd kolony 80’°C, pFi pratoku
vody jeko mobiln{ féze 60 ml/h e pFfi pFetleku ne kolond 0,8 MPa b¥hem 10 minut. Cello-
dextriny do DP 6 se ne kolon¥ zcela 0ddsli e prokazujf se refraktometricky.

P¥r{f{klaa 3

Sorbent i za¥fzenf je stejné jeko v p¥fkledu 1, Rozd&lenf smisi meltodextrind pro-
bihé pri teplots 60 °C, pFi pratokové rychloti vodné mobilni fdze 60 ml/h @ p*i pFetleku
1,0 MPa, B¥hem 7 minut se oligomery r%zdéli aZ po maltodekaosu. Prokezujf se detekct
ne diferencidlnim refraktometru,

PREDMET VYNALEZU

Zpisob d&lenf oligosacharidd kapelinovou chromstogrefif, vyznedujicl se tim, ¥e se

sm¥s oligosecheridd, kterd je urdene k d&leni, zavede na vrchol sloupce siliksgelu s nErnym

objemem pdrd 1,0 a% 2,0 m1/g, m&rnym povrchem 350 a3 500 mz/g, st¥ednim objemem pord

10 a2 20 nm, ktery obsshuje kovalentns vézanou alkanickou staciondrnf fdzi s obsahem
uhliku alespon 20 % hmotnostnich s alkylem obsahujicim 12 e 24 atomd uhliku a s metylo-
venymi zbytkovymi silanolovymi skupinemi, p¥iZem¥ se sloupec eluuje vodou pFi teplotd

20 =% 80 °c,
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