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(54) Sorbent na bazi silikagelu pro déleni oligosacharidi

Sorbent urdeny pro déleni pomoci kapa-
linové chromatografie se podle vyndlezu
vyznafuje tim, Ze sestdvé z celkovd pq~
rézniho silikagelu s mérnym objemem pord
1,0 a% 2,0 ml/g, m&rnym povrchem 350 a%

500 m%/g a st¥ednim promérem pérd 10 a%

20 nm, ktery obsshuje kovalentn& vézanou
alkenickou staciondrni fézi s slkylem obsa-
hujfcim 12 a% 24 atomi uhliku, s obsshem
uhliku alespon 20 % hmotnostnich, u n&hoi
jzou zbytlkové silanolové skupiny metylos
vény.
Sorbentu podle vyndlezu lze vyuZit pro
analyzu a preparaci oligosacharidd v bio-
chemickych, zem¥#d&lskych a potravindfskych
produktech.
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Vyndlez se tyké sorbentu na bézi alkyloveného silikagelu pro déleni oligosacharidd
kepalinovou chromatografii,,

Déleni oligosmcharidd podle Jejich molekulové hmotnosti (stupnd polymerizace monosache-
ridovych jednotek) v enzymetickjch nebo kyselych hydrolyzétech p¥irodnich polysacharidd je
velmi ddle2ité v biochemii, v zemdd¥lstvi a v potravinéfském primyslu.

Zrychleni eluce a zvy#eni Y&innogti d¥leni proti soudasnému stavu u gelové chrometo-
grafie je velmi obti’né s ohledem na malou tlekovou odolnost pouiivenych homogennd sifo-
vanych bobtnajicich gell nepiiklad polysacharidovych nebo polyskrylamidovych materidld.

Aplikace rigidnich gelovd chromatografickych materidld, Jako je silikegel, porézni
sklo nebo makroporézni kopolymerni sorbenty se p*i d¥leni sacharidl gelovou chromatogra-
fi{ omezuje pouze na vyslovend makromolekulérni sloueniny.

Velmi béZnéd je metoda d%leni sacheridd na m¥nidich sniontd. Obecnou nevyhodou poui-
t{ enexi v boré&tovych pufrech je v3ak dlouhd trvéni analyzy, protofe rychlejdimu ustavové-
ni rovnovéh bréni snileny prenos hmoty v gelové matrici bobtnajicich iontové vyménnjch
pryskyFic; toté% jestd ve zvydend nmife plati i pro rozd$lovaci chromatografii sacharidd
na snexech ve sm&si vody s organickym rozpoust¥dlem. P¥i pokusu odstranit tuto nevyhodu
se ukazuje, %e na makroporéznich semirigidnich nebo rigidnich nogi¥fch k d¥leni oligomeri
podle molekulové hmotnosti nedochdzi. Je tedy ztejmé, e se na separainim mechanismu urdéi-
tou mérou podili molekuldrnd sitovy efekt.

Déleni sacharidd na katexech v ca*t nebo Ag+ form¥ dovoluje také poufivat jako mobil-
ni féze vody, ne zévadu Je vdak op&t vysoké botnavost iontom¥nidl a nizkd tlekovéd a mecha-
nickd odolnost sloupce. I zde se vyraznd podili na mechenismu déleni molekuldérnd sitovy
efekt. Rozd¥lovaci chrometografie na ketexech miZe byt omezena rozpustnosti d¥lenych ldé-
tek v mobilni fdzi a uroven separace je obdobné anexim. ‘

P¥i chromatografickych procesech zsloZenych ne interekeich se silikegelem (impregnace
kolony aminy p¥iddvenymi do mobilni féze), piipadn¥ s eminoslkylovym derivétem silikagelu,
je nutno pracovat se smdsnou mobilnt fézi (nejdastdji acetonitril-voda).

D&leni oligodextrind s vy331 molekulovou hmotnost{ je komplikovéno sniZfenou rozpust-
nost{ v mobilni fdzi. Uzit{ gredientové techniky Je s ohledem na refraktometrickou de-
tekei omezeno nebo zcela vyloudeno.

V posledni dobd bjlo dosefeno délenf oligomerd na specidlni kolond v mddu obrdcené fé-
ze. Nevyhodou této metody je viak rozliseni elfe a beta enomerd, které nemd technologicky
v§znem a chrometogremy zbytefn$ komplikuje. Pokusy s posunem rovnovéhy mezi anomery s pou-
%it{im chemickych &inidel byly nedspdsné s vyjimkou redukce. Citlivost postupu Jje pP{lid
nizkd pro stenoveni oligomerd glukézy v meltdzové sérii s DP vy3sim nez 6, pfi dsleni
cellodextrind je metoda pom¥rné Sasovd nérond (asi 30 aZ 40 minut pro DP 4).

Predm&tem predloZfeného vyndlezu Je sorbent na bézi silikegelu pro déleni oligosacha-
ridd podle molekulové hmotnosti pomoci kepalinové chromatogrefie, ktery spolivéd v tom, Ze
sestévé z celkovd poréznfho silikagelu s m¥rnjym objemem pérd 1,0 aZ 2,0 ml/g, mérnym po-
vrchen 350 aZ 500 m2/g a strednim primdrem pérd 10 af 20 nm, ktery obsshuje kovalentnd
vézenou alkenickou staciondrni fézi s alkylem obsahujfcim 12 e% 24 atomd uhliku, s obsahem
uhliku slespon 20 % hmotnostnich, u n¥hoZ jsou zbytkové silanolové skupiny metylovény.

S vyhodou lze zejména pro vysokot¥innou kapalinovou chromatografii poufivat sorbentu
ve sférické nebo mikrosférické formé.
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Vihodou sorbentu podle pFedlofeného vyndlezu je ve srovnéni s obvyklymi iontov¥ vymé&n-
nymi pryskyFicemi Jjeho vynikajfci mechsnickéd stélost, kterd dovoluje préei za vysokych pri-
tokovych_rychlosti mobilni féze a za vysokjch tlekl. Tato skutednost podstatn¥ p¥ispfvé
k urychlenf enalyzy. Sorbenty je moZno pripravovat ve sférické a v mikrosférické (3 az 5 pm)

" formd. Doseshuje se tak ni%¥&ich tlakovych spddd na kolon& neZ u sorbentd s nepravidelnym
tvarem &dstic a vysokych Ulinnost{ d¥lenf. Kovelentn¥ védzend stacionérni fdze méd oproti
sorbentim, pFipravenym saturaci nosile nizkomolekuldrnimi sloudeninemi nebo kationty znad-
nou pfednost ve vysoké reprodukovatelnosti a stdlosti vlastnosti a v podstatn& delsf %i-
votnosti.

Znadny primér i specificky objem trvelych pérd sorbentu mé ve srovndnf s gelovou
strukturou sorbentl ne bdzi homogennich sifovanych pryskyFic fetné vyhody p¥i ustalovéni
rovnovéh mezi mobilni a staciondrni fdzf, p¥i transportu hmoty mezi fézemi.

Disledkem je vysokd d¥innost kolon pln¥énych sorbentem podle predm&tu vyndlezu, men3i
zévisglost ufinnosti na pritokové rychlosti eluentu, velmi dobré selektivita pHi prakticky
zenedbatelné asymetrii chromatografickych pfki. Vyhodou je i mofnost pouZitf vody jako
mobilni fédze.

) nﬁsledujici %dsti je predmdt vynélezu vysvétlen a doloZen p¥iklady. Tyto p¥iklady
v3ak rozseh vyndlezu v %4dném p¥ipedd neomezuji.

P¥{klad 1

* 100 g makroporézniho silikegelu s m&rnym objemem pérd 1 »8 ml/g a m&rnym povrchem
450 m2/g o velikosti ééstic 5 pm t2 pm se rozmichéd v 3 000 ml destilované vody, do které
ge pridd 300 ml 36% (% hmotnostni) chlorovodikové kyseliny. Suspenze se povari 30 minut
a po vychlaednutl se pfefiltruje a sorbent se promyje na filtru 2 000 ml destilované vody,
,suspenduje ve 3 litrech destilované vody a pover{ se po dobu 30 minut. Po vychladnuti
ée suspenze odsaje na sklendném filtru a promyJje se 2 litry destilované vody a% do pH 5.
Silikegel se poneché na sklendném filtru a prosdvéd se vzduchem po dobu 4 minut, pak se
sudl 4 hodiny p*i 60 °C e ddle 16 hodin p¥i teplots 110 °C.

Takto aktivoveny silikagel se smisi s 500 ml su¥eného toluenu, sm¥s se Pddn& protiepe
a p¥idd se 80 ml oktadecyltrichlorsilanu, zamichd se a potom se p#idd 80 ml hexemetyldi-
silazanu. Néddoba se opat¥f uzdévérem obsahujicim chlorid vépenaty a sm&s se ponechd reago-
vat po dobu 120 hodin. Pak se suspenze odsaje, promyje se 2,4 litru toluenu, 1 400 ml nesu-
Senéhé toluenu, 1 700 ml acetonu, ! 400 ml metanolu, sm&s{ metanolu a vody (2:1), acetonem
a volné se vysusi. Posledn{ sudeni se provédd{ b&hem 3 hodin p#¥i teplotd 80 °C., Elementérni
analyzou byl zji&t®n obsah uhlfiku 25 % hmotnostnich.

P¥r{klad 2

Sorbent se silikagelovou matrici st¥ednfho prim¥ru pdrd 12 nm, m¥rnym objemem pdrd
1,8 ml/g & o mérném povrchu 440 m2/g obsshujici oktadecyldvou chemicky vézanou fézi (obseh
uhlflu 25 % hmotnostnich) se st¥edni velikosti ¥éstic 10 pm sférického tvaru (podle prikla-
du 1) se neplni suspenzni technikou do nerezové kolony dlouhé 250 mm s vnit¥nim prém&rem
6 mm,

Chromatografickd kolona je opat¥ena nast¥ikovacim ventilem s prerulenim toku (stop-flow)
a refrektometrickym detektorem. Mobilni fdze (voda) se Zerpé vysokotlakym linedrnim &er-
pedlem. Do kolony se nastifkme smés peltodextrint a p¥i teplot® 25 °C se kolonou gerpéd vo-
da s pratokovou rychlost{ 50 ml/h pfi pFfetleku 1,6 MPa. Za uvedenych podminek dojde b3hem
12 minut k dplné separaci sedmi maltodextrind podle molekulové hmotnosti.
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Priklad 3

Sorbent na bézi silikagelové matrice o st¥ednim priméru pérd 14 nm, mérnym objemem
pérd 2,0 ml/g a mdrnym povrchem 400 m2/g obsehujici oktadecylovou chemicky vézenou fézi
(obsah uhliku 27,5 % hmotnostniho) se stfedni velikosti sférickych &dstic 5 ym byl sus-
penzni technikou nepln¥n do sklen¥né vysokotlaké kolony délky 150 mm s vnit¥nim primdrem
3,2 mm. Jerpadlo, nast¥ikovaci ventil a detektor jsou shodné se zafizenim popsenym
v pfikladu 2. Eluce sm¥si oligomernich cellodextrind se provddi p¥i teplotd 70 °¢, pratoko-
vé rychlosti 31 ml/h a p¥i pretlaku 4,0 MPa. D¥leni oligomexd po DP 6 probshne b&hem
8 minut.

Priklad 4

Kolona a pFistrojové usporddéni je shodné Jjeko v p¥ikladu 3, sorbent mé stejnou matri-
¢l a 1181 sge obsahem'024 alkanické staciondrn{ fdze (30 % hmotnostnich). D¥lenf{ malto-
dextrint (do DP 10) p¥i teplotd 70 °C ve vodné mobiln{ fézi probdhne bZhem 10 minut.

PREDMET VYINALEZU

1. Sorbent na bézi silikagelu pro d&len{ oligosacharidi podle molekulové hmotnosti
pomoci kapslinové chrometografie, vyzna¥ujici se tim, %e sestdvd z celkovd porézniho sili-
kagelu s m&rnym objemem pord 1,0 af 2,0 ml/g, mérnym povrchem 350 ef 500 mz/g a stiednim
primérem pord 10 a% 20 nm, ‘ktery obsehuje kovalentnd vézenou elksnickou staciondrni fézi
s alkylem obsehujfcim 12 a% 24 atomi uhliku, s obsahem uhliku alespon 20 % hmotnostnich,

u n&hoZ jeou zbytkové silanolové skupiny metylovény.

2, Sorbent podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze Zdstice silikegelu naji sféricky tvars

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 Kés
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