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1. Uvod

Sacharidy tvofi vétSinu organickych materidlti na Zemi.
Hraji roli ve vSech formdch Zivota, jako zdsoba a zdroj energie
a metabolické meziprodukty. Tvoii zdklady struktury bunéc-
nych stén rostlin, hub a bakterii. Posledni studia ukazuji, ze
hraji také dilezitou roli v procesech bunééného rozpozndvani.
Ovliviiuji konformace, metabolismus i biologickou aktivitu
molekul glykoproteint a glykolipidt. Z téchto diivodd vzristd
zdjem o analyzy sacharidd, a to jak o relativné jednoduchd
stanoveni jednotlivych monosacharidu, tak o rozliseni mikro-
heterogenit oligosacharidli. Ty mohou napiiklad ovlivnit bez-
pecnost a dcinnost terapeutickych glykoproteint jako je ery-
tropoietin nebo tkanovy typ plazminogenového aktivdtoru,
nebo 1€kt zaloZenych na sacharidické sloZce jako tetrasacha-
rid sialyl Lewis®. Ten zprostiedkovéava vazbu bilych krvinek

na specifické receptory v cévach a jejich ndsledny pohyb
z krevniho fecisté ke tkanim, stejné jako betafectin, ktery je
rozezndvan neutrofily a spousti imunitni odezvu proti nemo-
cim pisobenym viry nebo kvasinkami'.

Stanoveni sacharidi je komplikovano jejich izomerii. Jen
monosacharidd existuje vice nez 100, mohou zaujimat rizné
konformace a mohou byt vdzdny tfemi az Ctyfmi rGznymi
zpusoby k monosacharidiim jinym. Navic typ glykosidické
vazby mtize byt bud v o. nebo 3 konfiguraci. Tti rizné monosa-
charidy mohou tedy tvofit vice nez 1000 trisacharidd. Struk-
tury oligo- a polysacharidii mohou byt bud linedrni, cyklické
nebo vétvené. Ddle sacharidy obsahuji substituenty jako pyru-
vdtové, acetdtové, fosfatové a sulfatové estery, methylethery,
aminoskupiny a dalsi.

Existence velkého mnozstvi riznych typt sacharidu, které
se od sebe Casto jen velmi madlo li$i, znesnadiiuje identifikaci
jednotlivych sacharid ve smésich. Navic jsou velmi poldrn{
a netékavé, postrddaji snadno ionizovatelné skupiny a vétsina
z nich neabsorbuje v analyticky vyuzitelné oblasti svételného

Metod pro stanoveni sacharidii bylo vyvinuto nékolik.
Patif mezi né NMR spektroskopie, hmotnostni spektrometrie,
rizné chromatografické a elektroforetické techniky. Jako
vhodnd separa¢ni technika mize byt pouzita kapalinova chro-
matografie a elektroforéza (kapildrni, nebo v polyakrylami-
dovém gelu). Nejvhodnéjsi z kapalinovych chromatografif se
jevi vysoce tcinnd ionexovd chromatografie s pulsni ampe-
rometrickou detekci (HPIC PAD). Pomoci této techniky jsou
detegovany redukujici i neredukujici sacharidy bez chemické
derivatizace a citlivost je niz§i nez 50 nM, navic se sacharidy
neinteraguje vétSina anorganickych iontd a karboxylovych
kyselinz. Pomoci této metody mohou byt separovdny ldtky
lisici se jednou z vazeb’, jako maltosa, isomaltosa a cellobiosa,
nebo maltooligosacharidy az do stupné polymerace 30.

Stejné tak kapildrni elektroforéza je vhodnd alternativa pro
stanoveni mono a oligosacharidd i fragmentt glykoproteind.
Diky jeji velké uc¢innosti mizeme v kratkém separa¢nim Case
dosdhnout vysokého rozliseni a reprodukovatelné mikrokvan-
tifikace. Vyhodna je nepatrnd spotfeba vzorku — detekéni
limity se pohybuji ve specidlnich piipadech v oblasti piko az
attomolt. Proti kapalinové chromatografii je vyhodnd také
niZ8f cena zafizeni. Kapildrni elektroforéza ma ale také nevy-
hody: nizkou kapacitu pfi preparacich, nebezpeci ucpani kapi-
lary, nizkou reprodukovatelnost analyzy pfi riznych koncen-
tracich soli ve vzorcich'. Piehledné prace na toto téma napsali
El Rassi a Mechref4, El Rassi’ a Oefner a Scherz'.

Pro stanoveni sacharidd pomoci kapildrni elektroforézy je
nutné zajistit, aby sacharidy byly nabité a detegovatelné. Né-
které sacharidy naboj maji, jsou to: aldonové kyseliny, urono-
vé kyseliny, sialové kyseliny, aminosacharidy a sacharidy
slozené ze sulfatovanych sacharidd, jako chondroitin, derma-
tan, keratan a heparin®. Neutralnim sacharidiim je mozné ndboj
udélit zvySenim pH do silné alkalické oblasti, kde dochdzi
k jejich disociaci, vytvorenim komplext sacharidii s ionty,
nebo derivatizaci®.

Sacharidy je mozné detegovat elektrochemicky pomoci
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oxidace na povrchu kovovych elektrod. U detekce v optické
oblasti mdme nékolik moznosti. Nékteré sacharidy absorbuji
v UV oblasti, pro neabsorbujici pouzijeme nepiimou detekci
(do roztoku pfiddme ldtku, kterd absorbuje pii urcité vinové
délce, v z6né analytu je tato litka vytésnéna a na zdznamu
nalezneme negativni pik), nebo derivatizaci pfipravime deri-
vdty sacharidti absorbujici v ultrafialové/viditelné oblasti, ne-
bo fluoreskujici®.

2. Elektrolyty pro kapilarni elektroforézu
sacharida

2.1. Elektroforéza v silné alkalickém
elektrolytu (v pfitomnosti
elektroosmotického toku)

Potadi migrace sacharidd je zdvislé na stupni ionizace.
Sacharidy, které disociuji nejméné, dosdhnou detektoru jako
prvni, protoze maji mensi schopnost migrovat proti elektroos-
motickému toku v nepokryté kfemenné kapildfe. Rychlost
elektroosmotického toku je o fad vyssi, nez rychlost elektromi-
grace. Disocia¢ni konstanty sacharidd jsou v rozmezi 107
10" (viz tabulka I) (cit.%). Jako elektrolyty se pouzivaji roz-
toky hydroxidi® sodnych, draselnych a lithnych o pH vys§iim
nez 12.

Redukujici sacharidy jsou ionizovany lépe, coZ je zpuso-
beno kyselym charakterem poloacetdlové skupiny’. Z tabul-
ky I miZzeme odvodit, Ze s rostoucim poctem hydroxylovych
skupin roste acidita sacharidti. Pfitomnost intramolekuldrn{
vodikové vazby mezi hydroxylovymi skupinami a aniontem
kysliku mize vézt ke zméndam kyselosti, vodikové mistky
napiiklad stabilizuji vazbou vznikajici iontovy ndboj. To vy-
svétluje nizsi kyselost a vySsi mobilitu deoxy-D-ribosy v po-
rovndni s D-ribosou, protoze aniontovy kyslik na C1 je schop-
ny vazby s pfilehlou hydroxylovou skupinou na C2 u D-ribosy,
takovd vazba nemuZe existovat u deoxy-sloucenin’.

2.2. Komplexy sacharidd s ionty

Sacharidy tvofi komplexy s anionty i kationty. Z aniontd
se nejcastéji pouzivd komplexace boraty, mozné je vytvorit
i kom}i)lexy sacharida s ermananem 01mc1tanem] arseni-
tanem'!, molybdenanem'?, wolframanem nebo vanadiéna—
nem" Z kationtli jsou nejcastéji pouzivany vépenaté”, lan-
thalnité15 a médnaté'® kationty.

2.2.1. Komplexy sacharidii s bordty

Ve vodném prostiedi se kyselina boritd chova jako Lewi-
sova kyselina:

B(OH), + OH™ — B(OH),

V alkalické oblasti je rovnovidha této reakce silné posunuta
doprava. Z tohoto diivodu reaguji sacharidy s tetrahydrobo-
rdtovym aniontem a tvoii ndsledujici komplexy'’ (obr. 1).

Struktura sacharidG poskytuje moznost tvorby ridznych
forem, jak je zfejmé ze schématu 1 na ptikladu glukosy. Ve
vodném roztoku se vyskytuji jak linedrni forma glukosy, tak
cyklické formy s péti¢etnym i SestiGetnym cyklem®.
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Tabulka I

Iomzacm konstanty (hydroxylovych skupin) sacharidd ve vo-
ded pii 25 °C

Slouc¢enina pK, Sloucenina pK,
2-Deoxyglukosa 12,52 glycerol 14,40
2-Doxyribosa 12,67 laktosa 11,98
D-Arabinosa 12,43 maltosa 11,94
D-Fruktosa 12,03 D-glukosa 12,35
D-Galaktosa 12,35 D-lyxosa 12,11
D-Glucitol 13,57° D-manitol 13,50*
D-Manosa 12,08 rafinosa 12,74*
D-Ribosa 12,21 sacharosa 12,51
D-Xylosa 12,29

* Méieno pii 18 °C
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Jednotlivé formy se 1iS{ svymi vlastnostmi a to hlavné
schopnosti komplexace. Je zndmé, Ze furanosové a linedrni
formy tvoi{ silnéjsi bordtové komplexylg. Ke tvorbé komplext
dochdzi, pokud hydroxylové skupiny sacharidi jsou vhodné
situované, tj. pokud je vzdélenost kyslikti v molekule sacha-
ridu stejnd jako je vzddlenost kyslikd v molekule bordtu. Proto
jsou threo-1,2-dioly stabilné&jsi nez erytro-1,2-dioly, syn-1,3-
-dioly nez anti-1,3-dioly, 1,2-dioly jsou stabiln&jsi nez 1,3-
-dioly"’. Stabilita komplexii je zvySovana poétem hydroxy-
lovych skupin.

Komplexace je ovlivnéna substituenty sacharidd, zavisi na
ndboji a lokalizaci substituentd. V piipadé zdporné nabitych
substituentd poklesne komplexace z divodu coulombické re-
pulse'®. Ve vodnych roztocich vedle sebe koexistuji mono
a dikomplexy20. Pomér jejich koncentraci je zdvisly na kon-
centraci boratti a polyold, pozici hydroxylovych skupin v po-
lyolech a na pfitomnosti substituentli. Za béznych podminek,
pri kterych se elektroforéza provadi, prevlddaji monokom-
plexy. Na elektroferogramu tvoii smés mono a dikomplexi
jeden pik, J)rotoie tvorba dikomplexti z monokomplexd je
dynamickd’.

Tvorba bordtovych komplexti se sacharidy zdvisi na pH,
a to pro rizné sacharidy rtizné. Optimdlni pH je v oblasti
10-11(cit.*"). Pomoci tvorby komplexti miZzeme separovat
rtizné mono a disacharidy, ale také homologni oligoglukany,
které se navzdjem liS{ pouze typem interglykosidické vazby
jako a-(1-3) védzané laminariny, o-(1-6)isomaltoso a B-(1-
-4)celooligosacharidy22. Komplexace boraty umoziiuje také
separace zavislé na velikosti zaloZené na rozdilech v poméru
naboj/hmotnost. Ndboj je stejny pro vSechny oligoglukany,
nezdvisly na velikosti z divodu ionizace jedné ze tff hydroxy-
lovych skupin bordtu (pK, = 9,14), elektroforetickd mobilita
klesd s rostouci molekulovou velikosti>>.

Dale bylo zjisténo, Ze zvyseni te%)loty analyzy zlepsi ucin-
nost rozliseni a zkrati dobu analyzy 4 Zvlast vyrazné je tento
jev zndt na separaci glukosy a xylosy v boratovém elektrolytu.
Pii teploté 20 °C trvd analyza vice nez 40 minut a glukosa
axylosakoeluuji v jednom Sirokém piku, pfi teploté 60 °C trva
analyza 20 minut a glukosa a xylosa jsou rozliseny na zdkladn{
linii. Hlavni divod tohoto jevu je, Ze se zvySenou teplotou se
sacharidy vyskytuji vice v otevienych formach a ty se ucastni
komplexace 1épe nez formy cyklické®!. (Pfi 60 °C je v roztoku
4x vice cyklickych forem nez pii 20 °C.)

K detekci se vyuziva skutecnosti, Ze boratové komplexy
majl’2 Z\1/y§§1’ absorp¢ni koeficient pti 195 nm neZ samotné sacha-
ridy~".

2.2.2. Komplexy sacharidii s kovy

Nejstabilnéjsi komplexy tvoii trojmocné kationty, kom-
plexy s dvojmocnymi kationty jsou slab$i a nejméné silné
komplexy vznikaji s jednomocnymi kationty’. Pro stabilitu
komplexu je dilezity iontovy polomér kationtu. Nejlépe kom-
plexuji kationty s iontovym polomérem 100—110 pm, napfi-
klad® Ca** nebo La™.

Silnd tvorba komplex je u sacharidd s usporddanim hy-
droxylovych skupin axidlni—ekvatoridlni—axidlni* a 1,3,5-tri-
axidlni u Sesticetnych kruht. U pétic¢etnych kruhi je to cis,cis-
-1,2,3-triolové seskupeni v konformaci twist".

Nékteré slouceniny nemaji a—e—a sekvenci ve stabilnéjsi
konformaci, ale mtiZzou ji mit v konformaci mén¢ stabilni (viz
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schéma 2). Takové sacharidy s kovy tvori také komplexy, které
jsou viak slabsi'’.

skupiny, komplexy vznikaji i se ¢tyfmi nebo dvéma hydroxy-
lovymi skupinami'. Systémy s kationty jako komplexa&ni-
mi ¢inidly poskytuji jinou selektivitu, nez elektrolyty bordto-
vé. Rozliseni je ale ve vétSiné piipadt horSi nez v piipadé
boriti’.

3. Kapilarni kolona

Pro kapilarni elektroforézu sacharidii se pouzivd zpravidla
nepokrytd kiemennd kapildra. Vnitini primér kapildry se po-
hybuje od 10 do 75 um, celkova délka kapilary byva 25 az
80 cm, efektivni délka (délka po detekéni okénko) 20 az
50 cm. Nejcastéji jsou pouzivany kapildry vyrdbéné firmou
Polymicro Technology, Phoenix, USA, nebo Chromatogra-
phie Service, Langerwehe, SRN.

Elektroforéza sacharidd ve vodnych roztocich (borito-
vych nebo roztocich NaOH) se provadi v nepokryté kapildfe,
protoze vétSina pokryti podléha hydrolytické degradaci pfi
pH > 8,5. Sacharidy tvoii v alkalickém pH nebo s bordty
anionty, které jsou odpuzovéany od zdporné nabitého povrchu
kapildry, takze nedochdzi k jejich adsorpci na kapilarni sténu.
Pokud vsak provadime stanoveni v redlnych vzorcich, dochdz{
k adsorpci kationtovych kontaminantt na povrch kapilary, to
mize vézt k nereprodukovatelnosti stanoveni. Pfi stanoven{
glykokonjugati jako glykoproteind a glykopeptidi je pokryti
kapildry nutné, tyto latky jsou totiz mnohondsobné nabité a pfi
vysokém poméru povrch/objem u kapildry maji glykokonju-
gdty silnou schopnost navdzat se na sténu. Také pfi stanoven{
derivatt sacharidd jsou pouzivany pokryté kapilary. Lze s nimi
dosahnout v&ti ii¢innosti separaci.

Prvni metoda pro pokryvani kapilar byla popsdana Hjer-
ténem?®, ktery modifikoval sklenéné nebo kiemenné trubicky
nezesifovanym polyakrylamidem. To vede k tvorbé mono-
molekuldrni vrstvy kovalentné pripojené ke kapilare siloxano-
vou vazbou. Toto pokryti md slabou hydrolytickou stabilitu
pri vysokém pH.

Nebo byl polyakrylamidovy povlak pripojen ke sténé ka-
pilary Si—C vazbou®’. Takovy povlak vykazuje vét3i stabilitu
a reprodukovatelnost v rozsahu pH 2 az 10,5. Huang a spol. 2
imobilizovali polyakrylamid pfes 7-oct-1-enyl-trimetoxysilan
misto pouzivaného 3-methylakryloxypropyltrialkoxysilanu.
Tato vrstva ze zesitovaného siloxanu je vice stabilni. Nasha-
beh a El Rasi® pokryli kapildry polyetherovym povlakem, ty
vykazuji vysokou separacni ic¢innost pro rtizné biopolymery.
Smith a El Rasi pfipravili povlak, ktery méni elektroosmoticky
tok z anodického na katodicky v zdvislosti na pH pouzitého
pufru®. Povrch kapilar se sklidd z nezreagovanych siloxa-
novych skupin, vrstvy pozitivné nabitych kvartérnich amonio-
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vych funkei a vrchni hydrofilni vrstvy polyetherového fetézce.
Z divodu pritomnosti pozitivné i negativné nabitych skupin
(kvartérnich amoniovych a nezreagovanych silanolovych sku-
pin) se ndboj povlaku mize ménit z kladného na zdporny se
zménou pH.

V jinych laboratofich byly pripraveny dalsi povlaky: po-
lyvinylpyrolidinovy>!, polyethylenglykolovy>?, maltosovy™,
arylpentafluorovy>”, polyethyleniminovy™, hydrofobné nava-
zand C18 s adsorbovanym neiontovym tenzidem®, poly(me-
thylglutamatovy)*’, z polymerniho epoxidu™®®, s navazanym o-
-laktalbuminem (amfoterni protein)>?, polyvinylalkoholovy*’
a celulosovy*..

4. Detekce sacharidu

4.1. Detekce nederivatizovanych
sacharida

4.1.1. Primd detekce sacharidii v UV oblasti

Jednoduché sacharidy jako je glukosa, fruktosa a sacharo-
sa je mozné detegovat piimo pfi 195 nm. Extink¢ni koeficient
se zvysi, provedeme-li elektroforézu v boritovém pufru®.
Sacharidy obsahujici N-acetylglukosamin, N-acetylgalaktos-
amin a zbytky kyseliny sialové je mozno detegovat pii 200 nm
(cit.**) nebo 185 nm (cit.*?). Detekce pfi této vinové délce neni
priliS selektivni, protoZe vSechny ldtky obsahujici aminosku-
pinu vykazuji silnou absorpci ve vzdalené ultrafialové oblasti.
Kyselé di- a oligosacharidy vzniklé z glykosaminoglykant je
mozno detegovat* pii 232 nm. Problémem je, 7e elektrolyt
nemuze obsahovat aditiva absorbujici v této oblasti spektra.
Takovd je ovSem vétSina béznych aditiv.

4.1.2. Neprimd detekce

Nepiima detekce je pouzivdna u ldtek postrddajicich dtile-
zité fyzikdlni vlastnosti pro pfimou detekci. Do elektrolytu
pridame aditivum, které udrzuje konstantni signal pozadi v de-
tektoru. Kdyz dosdhne detektoru nedetegovatelny ion, dojde
k poklesu koncentrace iontu detegovatelného v zéné analytu,
dojde k poklesu signdlu pozadi a vznikne negativni pik. Ne-
piimd detekce miize byt provadénd ve stejném zafizeni jako
detekce primd. Vyhodou nepiimé detekce je, Ze je univerzaln{
add se aplikovat nartizné typy sloucenin bez potieby pre- nebo
post-kolonové derivatizace a ze jeji citlivost je znacnd. Sacha-
ridy mohou byt detegovdany v pikomolovych mnozstvich.
Detekénf limit pro glukosu45 miZze byti?2 pmoly. Tato metoda
je vhodna predevsim pro neredukujici sacharidy, které nemo-
hou byt derivatizovziny45 .

Jako aditivum jsou vybirdny jednou nabité chromoforni
(nebo fluoroforni) ionty s vysokou moldrn{ absorptivitou (ne-
bo kvantovou tc¢innosti), které neinteraguji se sténou kapildry
ani s analyty a maji efektivni elektroforetickou mobilitou
blizkou analytim. Diky tomu, Ze aditiva nesou jeden naboj,
maji dobré ¢islo premény (pocet molekul chromoforu nahra-
zenych jednou molekulou analytu). Diky pfiblizné stejné efek-
tivni mobilité aditiva a analytu nedochazi k chvostovani mi-
grujictho solutu v zéndch. Pro nepiimou detekci sacharidi
byla pouzita tato aditiva: kyselina sorbova*® (254 nm), kyseli-
na 5—sulfosalicylove’144 (214 nm), kyselina 1,2,4-trikarboxy-
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benzoova* (214 nm), p-nitrofenol47 (400 nm) nebo fluores-
cenéni aditiva: kumarin 343 (cit.*®) a fluorescein®.

Duilezitou podminkou dspésné analyzy je najit vhodnou
koncentraci aditiva. Pii vyssich koncentracich se snizuje odez-
va, protoze na detek¢ni fotodiodu dopadne méné svétla. Pri
niz8ich koncentracich citlivost klesd z divodu relativné vyso-
ké koncentrace hydroxidovych iontl, které nahrazuji nabité
molekuly analytu v zéndch. Citlivost detekce neutrdlnich sa-
charidt je limitovdna, protoze pfi pH piiblizné 12 neni kon-
centrace hydroxidovych iontd zanedbatelnd vici koncentraci
detegovatelného iontu™®.

4.1.3. Elektrochemickd detekce

Tato detekce je zalozena na elektrochemickych zménéch
na povrchu elektrody. Vyhodou metody je, Ze mize byt prova-
déna i ve velmi tzkych kapildrach, protoze citlivost nenf
z4visla na Sifce kapilairy4. Citlivost je vysokd, mez detekce je
50 femtomold pro redukujici i neredukujici sacharidy. Roz-
lisSujeme amperometrickou detekci pfi konstantnim poten-
cialu®' a pulsni amperometrickou detekci®.

Nevyhodami je, Ze detekci je mozné provadét pouze pri
pH vyssim nez 12. Ddle detekce vykazuje odezvu i pro latky
jiné nez sacharidy — pro aminokyseliny, peptidy, organické
kyseliny, jednoduché alkoholy, nebo alifatické aminy®>.

4.2. Dynamicky znac¢ené sacharidy

Detekce cyklodextrint se provadi jako detekce jejich in-
klusnich komplexti s 2-aminonaftalen-6-sulfonovou kyseli-
nou pomoci laserem indukované fluorescence™ (LIF). Kdyz
prochézi detekénim okénkem komplexy, sledujeme zvysenou
fluorescenci. Detekce cyklodextrinti mtize byt také provadéna
pomoci tvorby komplext s kyselinou benzoovou. Pii vzniku
komplexti dochédzi k posunu absorpce v ultrafialové oblasti
a komplexy mohou byt detegoviny jako pokles absorbance
v z6nich komplext™. Podobnym zptisobem je vyuZivdna
tvorba komplexi amylosy a amylopektinu s jodem. Modré
komplexy jodu s amylosou nebo amylopektinem jsou dete-
govany pii 560 nm (cit. ).

5. Derivatizace sacharida

Derivatizace se provddi pomoci vazby derivatizacniho
¢inidla na redukujici skupiny sacharidd. Derivatiza¢ni ¢inidlo
mad zarucit sachariddm citlivou detekci a zdroven ndboj v §i-
rokém rozsahu pH, nebo hydrofobni charakter, vyuzitelny
v miceldrni elektrokinetické chromatografii. Dalsi kriteria pro
uspésnou derivatizaci jsou: i) vysoky vytézek, ii) tvorba jed-
noduchych produktt, iii) nedetegovatelné vedlejsi produkty,
iv) minimdlni spotfeba vzorku pii derivatizaci a ¢isténi, v) mir-
né podminky, které nevedou ke S§tépeni sacharidickych pod-
jednotek b&hem derivatizace®. Pro derivatizaci redukujicich
sacharidl jsou pouzivdny dva rozdilné zpisoby, poskytujici
detek¢ni limity v rozsahu femto a attomolt .

5.1. Reduktivni aminace

Tento zpisob derivatizace je pouzivdn nejCastéji. Muze
byt provadén dvéma zpisoby®’.
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Schiffovy bdze, kterd je ndsledné redukovdana kyanoborhy-
dridem sodnym viz*® schéma 3.

Vzniklé derivdty jsou stabilni v alkalickém i kyselém
prostiedi. Reakce je téméf kvantitativni a pro monosacharidy

a) Derivatizace redukujicich sacharidi ¢inidlem s ndaslednou
reduktivni aminaci.

Nejprve reaguje redukujici konec sacharidu s primdrni
aminoskupinou slou¢eniny chromoforu (fluoroforu) za vzniku

NH, SOH

HO,S : : SOH

8-aminonaftalen-1,3,6-
-trisulfonovd kyselina (ANTS)59
Aem = 520 nm
He-Cd laser 235 nm

HO,S SOH

: : NH,
3-aminonaftalen-2,7-

_disulfonovi kyselina (3-ANDA)"

A =235nm
NH,

S-aminonaftalen-2-
-sulfonova kyselina (S-ANSA)6
A =235nm, A, =475 nm

He-Cd laser 235 nm

2

SOH

NH,

sulfanilovd kyselina (SA)™
Amax = 247 nm

(6]
m/NHZ
AN N =
I

H
2-aminoakridon (2—AA)7°

Aexe = 425 nm, A, = 520 nm
argonovy iontovy laser 320 nm

1\}12 — SO,H
HO,S HO,$

9-aminopyren-1,4,6-

-trisulfonové kyselina (APTS)"

Aexe =455 nm, A, =521 nm

> “em

argonovy iontovy laser 488 nm

HOOC —(IZH— CH;CH;COOH

I\II H

N-(4-aminobenzoyl)-
-L-glutamovd kyselina (ABG)‘53
Amax = 291 nm

COOH

. P’ . 65
p-aminobenzoovd Kyselina

2-aminonaftalen-1-

N @@ o

OH NH,

4-amino-5-hydroxynaftalen-2,7-
-disulfonovd kyselina (AHNS)61
Aem = 475 nm
He-Cd laser 235 nm

SOH

SOH

7-aminonaftalen-1,3-
-disulfonova kyselina (ANDSA)M
Amax = 274 nm, Ay =315 nm, A, = 420 nm
xenon-rtutovd lampa

SOH

Qo™
NH, NH,

COOH

. . .66
o-aminobenzoova kyselina

Ao = 285 N _sulfonovi kyselina (2-ANSA)” Mo = 285 nim,
A =235nm Aexe = 230 nm, A, =425 nm
N,
NH, H—C—NH,

H,N
@)
R, 67
2-aminopiridinn (2-AP)

Amax = 240 nm, A, = 375 nm
He-Cd laser 325 nm

NH,

CN

) LTl
p-aminobenzonitril
Amax = 285 nm

Obr. 2. Cinidla pouzivana pro derivatizaci reduktivni aminaci
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6-aminochinolin (6—AQ)68
Amax = 270 nm, 2,
He-Cd laser 325 nm

O

N

S-(-)-1 —phenethylamin69

> 495 nm A =200 nm

‘max

NH

\
Ol Ve
/
NH
H,N

N”  NH—CO—(CH,),

2-amino-(amidobiotinyl)pyridin (BAP)72
Aexe = 345 nm, A, = 400 nm
argonovy iontovy laser 320 nm
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CH,OH SO, CH,0H )
o SO,
FaN CH,COOH ot
OH + 2 . OH CH=N
HO OH o5 S0; HO ) Q ]
OH oH 0OsS N SO,
Gle ANTS NaBH,CN, DMSO Schiffova bd
a 3 s / cnirfova baze
CH,OH S0;
OH
OH CH,-NH
b Ol
OH O3S N SO3
ANTS-Gl
Schéma 3 ¢
(CH,),N O, N(CH,),
CH,OH CH,OH \(
Q  NaBH,CN OH TRSE =
OH + NH, OH R—— COOH
HO OH HO
OH OH OH
redukujici sacharid 1-amino-1-deoxyalditol HHOO OH -0
CBQCA/CN” |
/ HO Nog
CH,OH CN
OH AN
TRSE - aminodeoxyladitol derivét
OH N
HO N 7
OH
CBQCA-derivat
Schéma 4 COOH N(CH,),

probihd bez nezddoucich bo¢nich reakei jako je B-eliminace,
epimerace nebo desialyzace. Cinidla pouzivana pro tento zpii-
sob reduktivni aminace jsou uvedena na (obr. 2).

b) Derivatizace redukujicich sacharidd po reduktivni aminaci

Redukujici sacharid je pfi této derivatizaci preveden po-
moci amoniaku na 1-amino-1-deoxyderivdt. Ten muze reago-
vat se sukcinimidylovym esterem 5-karboxytetramethylrod-
aminu (TRSE) nebo s 3-(4-karboxybenzoyl)-2-chinolinkarbo-
xyaldehydem (CBQCA viz*® schéma 4).

Detek¢ni limit CBQCA-derivétu se uvadi faddove femto az
attomoly”*. Cinidlo CBQCA bylo ptivodné vyvinuto pro citli-
vou detekci aminokyselin a peptidi. Nevyhoda tohoto ¢inidla
je presné definovany moldrni pomér sacharidu a Cinidla, pfi
kterém je mozné ziskat maximalni vytézek. Napiiklad moladrn{
vytézek derivatizace galaktosaminu byl vyS$$i pfi moldrnim
nadbytku CBQCA 1 az 2, pii poméru 0,2 a 5 klesl vytézek na
1/10. Dalf nevyhodou je derivatizace amind pfitomnych ve
vzorcich, které interferuji v analyzdch a desialyzace pii pod-
minkdch nutnych pro reduktivni aminaci. Ale na rozdil od
predchoziho zptisobu derivatizace neni nutné odstraiiovat nad-
bytek ¢inidla, protoze nezreagované ¢inidlo nefluoreskuje’.

Podobné je tomu v pfipadé TRSE. Cinidlo také reaguje
s nesacharidickymi materidly. Detek¢ni limit sacharidd je 60
molekul”. Pouzitd ¢inidla jsou na schématu 5.
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Schéma 5

sukcinimidylovy ester 5-karboxy-
tetramethylrhodaminu (TRSE)
Aem = 580 nm
He-Ne laser 543 nm

O
Il
N CHO COOH

3-(-4-karboxybenzoyl)-2-
-chinolinkarboxaldehyd (CBQCA)
Aem = 552 nm
argonovy iontovy laser 457 nm nebo 488 nm
He-Cd laser 442 nm
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CH,0H
0
OH
0

H,C
(6]
N\N
OH
OH

redukujici sacharid

PMP
Schéma 6

.Bazicky katalyzovand kondenzace
mezi karbonylovou skupinou
redukujiciho sacharidu a l-fenyl-3-
-methyl-5-pyrazolonem (PMP)
nebo l-(p-methoxy)fenyl-3-
-methyl-5-pyrazolonem (PMPMP)

Pribéh reakcee je zndzornén®’ ve schématu 6.

Pri reakci vznikaji bis-PMP nebo bis-PMPMP derivaty.
Cinidlo PMPMP je vice reaktivni a md o 50 % vy3§i citlivost
pfi UV detekci. Diky pifitomnosti ketoskupin v pyrazolono-
vém kruhu je mozné vyuzit také elektrochemické detekce, ta
ddvd linedrni odezvu v rozsahu 0,5-200 pmold. Kondenzace
je provadéna pii alkalickych podminkach pH ~8,3. To zname-
nd, Ze nedochdzi k desialyzaci. Nevyhodou je, ze pro deriva-
tizaci je tieba velky nadbytek Cinidla, ktery midZe interferovat
pfi analyze. Ddle je zde problém pfi skladovdni bis-PMP
a bis-PMPMP derivitu, které jsou v alkalickém prostiedi la-
bilni a mGzou tvofit mono-PMP nebo mono-PMPMP deriva-
ty”>. Cinidla PMP a PMPMP jsou zndzorn&na ve schématu 7.

5.3. Derivatizace sacharidu
s karboxylovou skupinou

Pro karboxylované sacharidy se pouZzivd derivatizace ami-

ny v piitomnosti karbodiimidu’®. Reakce je zndzornéna ve
schématu 8.

o o)
|
Oy »On
N: N:
CH, CH,

1-fenyl-3-methyl-5-pyrazolon 1-(p-methoxy)fenyl-3-methyl-

(PMP) -5-pyrazolon (PMPMP)
Amax = 245 nm Amax = 245 nm
Schéma 7
RHN—CI=NR’
RN=C=NR* + R,COOH — o +
|
O=CR;
karbodiimid karboxylovany  meziprodukt
Schéma 8 sacharid
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6. Vyuziti kapilarni elektroforézy sacharidu
v praxi

Jak bylo popsdno v tvodu, md kapilarni elektroforéza
sacharid Siroké uplatnéni v rtiznych oborech: lékarstvi, far-
macii, zemédelstvi, potravindfstvi atd. Nase laboratof se spe-
cializuje zejména na stanoveni sacharidl v potravindch, proto
bude nasledujici kapitola zaméfena na tuto problematiku.

6.1. Stanoveni mono-, di- a trisacharida

a) Nederivatizované mono-, di- a trisacharidy

Aby bylo sacharidiim umoznéno migrovat v elektrickém
poli je tteba pouZit specidlni elektrolyty. Detekce je provddéna
elektrochemicky. Tento zplisob byl ispésné pouZit na stanove-
ni glukosy, fruktosy a sacharosy v b&znych ndpojich™’. Do
elektrolytu byly priddny bordtové ionty, které zlepsily diky
tvorbé komplexd separace sacharidi s blizkymi hodnotami
pK,. Timto zpiisobem byly stanoveny sacharidy v jablecnych
Stdvach, nebo monitorovdna aktivita enzymu glukosaoxida-
sa’’. Vedle toho byla pouzita k detekci sacharidé nepiima
detekce. Vzhledem k tomu, Ze je tato metoda detekce méné
citlivd, je mozné ji pouZit pouze pro analyzy koncentrovanych
sacharidickych roztokd. Napiiklad pro stanoveni cukerného
sloZeni ovocnych §tav’s, Pro stanoveni monosacharidi v ovoc-
nych §tavdch je mozné pouzit nepiimou detekci pomoci p-ni-
trofenolu jako aditiva’ (obr. 3).

Nederivatizované di- a trisacharidy byly analyzovany
v elektrolytech s vysokym pHSO‘so (naptiklad trehalosa, sacha-
rosa, laktulosa, celobiosa, rafinosa a stachyosa) za elektroche-
mické detekce®®, nebo byla pii vysokém pH analyzovéna
sacharosa a maltosa a detegovana nepiimou detekci®™. Pomoci
boratové komplexace 1ze navzdjem oddélit i nepatrné rozdily
v typu vazby mezi stejnymi molekulami sacharidt, naptiklad
glukosové dimery: maltosu, isomaltosu a celobiosu. Separace
disacharidti provedli Plocek a Chmelik* (obr. 4).
b) Derivatizované mono-, di- a trisacharidy

Predkolonovd derivatizace monosacharidi se provadi, po-

RI—C|I=O RHN—CI=O
R”NH, — NHR” + NHR’
derivatizacni derivatizovany derivdt
¢inidlo sacharid mocoviny
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Obr. 3. Stanoveni monosacharidi vyskytujicich se v ovocnych
stavach; kapiléra Polymicro Technologies, Phoenix, USA, 50 um
vnitin{ prumer délka 45 cm, efektlvm délka 30 cm, elektrolyt:
6 mmolL.I" p- n1tr0fenol 40 mol.I" Na,HPO,, pH 12,75, napéti 4 kV,
vzorek: 2 mmol.I (I) sacharosa, (2) maltosa, (3) glukosa, (4) fruktosa
detekce byla provadéna pii 400 nm

kud je tfeba dosdhnout vyssi citlivost detekce analytd, udélit
sacharidim ndboj, nebo zlepsit slucitelnost sacharidi s urci-
tym elektrolytovym systémem. Sacharidy jsou pfili§ hydrofil-
ni, aby se mohly rozpustit v miceldrnich systémech, proto jsou
oznaceny hydrofobnimi znackami a analyzovany miceldarn{
elektrokinetickou chromatografii, jako derivatiza¢ni ¢inidlo
se pouZiva napiiklad 2-aminoakridon®'. Tato slou¢enina miize
byt také pouzita pro enantiomerni separace, kdyz jsou do
elektrolytu pfidany B-cyklodextrinygl. Pro separace pomoci
miceldrn{ elektrokinetické chromatografie byla ddle pouzita
tato ¢inidla: 4-aminobenzonitril’!, nebo 1-fenyl-3-methyl-5-
-pyrazolonsz. Fluorescencné byly monosacharidy znaceny po-
moci 9-aminopyren-1,4,6-trisulfonové kyseliny®***. Enantio-
merni separace D- a L-monosacharidl jsou provadény po jejich
derivatizaci 2-aminopiridinem, 5-aminonaftalen-2-sulfonovou
kyselinou, nebo 4-amino-5-hydroxynaftalen-2,7-disulfonova
kyselina v piitomnosti linedrnich a cyklickych dextrini®,
nebo S(-)-1-fenylethylaminu®. Hydrolyzity xyland a hemi-
celulos jsou analyzovdny pomoci derivatizace p-aminoben-
zoovou kyselinou a rozdéleny na zdkladé rozdilné komplexace
boreityés.

Neékteré disacharidy vcetné gentiobiosy, maltosy, laktosy,
celobiosy a melibiosy byly znaceny 9-aminopyren-1,4,6-tri-
sulfonovou kyselinou® a separovany pomoci kapilarni elek-
troforézy.

6.2. Stanoveni oligosacharidt
a polysacharidut

a) Nederivatizované oligosacharidy a polysacharidy
Separace vyssich oligosacharidli je mozné provadét po-
moci boratové komplexace maximdlné do Ctyt glukosovych

jednotek (obr. 5). Vyssi nederivatizované oligosacharidy ne-
1ze od sebe pomoci kapildrni elektroforézy separovat.

Referaty
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Obr. 4. Separace disacharidii jako komplexi s boraty (cit."”); ka-
pildra: Polymicro Technologies, Phoenix, USA, 75 um vnitini pru-
mér, délka 70 cm, efektlvm délka 50 cm, elektrolyt: 6 mmol.1” p-
-nitrofenol, 175 mmol.I borat sodny, pH 10,00, napeu 6 kV, vzorek:
(1) sacharosa (15 mmol.I" ) 2) ce10b10sa (10 mmol.I" ) (3) maltosa
(15 mmol.I ) 4) laktosa (15 mmol.I ) (5) 4-0- galaktosyl man-
nopyran051d (5 mmol.I" ) 6) 1somaltosa (10 mmol.I ) (7) fruktosa
(10 mmol.I ) (8) melibiosa (25 mmol.I ) (3) glukosa (15 mmol.I )
(S) systémovy pik, detekce byla provadéna pii 400 nm

AA400
mAU

2 F R

EOF 2

20 40
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Obr. 5. Kapildrni elektroforéza maltooligosacharidi jako kom-
plexu s boraty; kapiléra Polymicro Technologies, Phoenix, USA,
50 pm vnltrm prumér, délka 45 cm, efektlvm délka 30 cm, elektrolyt:
6 mmol.I" p-nitrofenol, 400 mmol.I" borat sodny, pH 10,00, napéti
4KV, vzorek: (1) sacharosa 10 mmol. I ,(2) smés maltooligosacharidi
0 5-9 jednotkach 20 mmol.l”, (3) maltotetrosa 10 mmol.l”, (4) mal-
totriosa 10 mmol.1"", (5) maltosa 10 mmol.l", detekce byla provadéna
pri 400 nm

b) Derivatizované oligosacharidy a polysacharidy
Pomoci derivatizace a detekce v UV oblasti Ize separovat
oligosacharidy az do velikosti 30 homolognich zbytkG™”. Smés
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Obr. 6. Separace maltooligosacharidi od 2 do 10 glukosovych
jednotek jako deriviti ABG; kapildra: Polymicro Technologies,
Phoenix, USA, 50 um vnitini primér, délka 45 cm, efektivni délka 30
cm, elektrolyt: 200 mmol.I"" borat sodny, pH 10,00, napéti 4 kV;
vzorek: ABG derivdty maltooligosacharidi s 2-9 jednotkami. (/)
derivatiza¢ni ¢inidlo, (2)—(9) derivéty maltooligosacharidi (¢isla od-
povidaji poctu glukosovych jednotek) (EOF) elektroosmdza. Detekce
byla provddéna pfi 291 nm

podobnd jako na obr. 5 byla dspésné separovdna po derivati-
zaci kyselinou N-(4-aminobenzoyl)-L-glutamovou (obr. 6).

Pro velice citlivd stanoveni homolognich oligosacharida,
napiiklad maltooligosacharidi je pouzivana derivatizace fluo-
reskujicimi ¢inidly, nejcastéji 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfo-
novou kyselinou®®* Za pomoci této derivatizace je mozné
separovat vice nez 90 oligomerd za méné nez 30 minut®,
Derivéty cinidla 3-aminonaftalen-2,7-disulfonové kyseliny
maji stejné rozliSeni, ale separovat Ize maximdlné 30 oligo-
mert. U derivatd maltooligosacharidii s 2-aminonaftalen-1-
-sulfonovou kyselinou a 5-aminonaftalen-2-sulfonovou kyse-
linou bylo rozliseno pouze 20 oligomert a byla zde mens{
ucinnost. Doba migrace derivat 2-aminonaftalen-1-sulfono-
vé kyseliny je 4 krdt niz$i nez derivatti 5-aminonaftalen-2-sul-
fonové kyseliny®.

Potadi derivatizovanych oligosacharidii na obrdzku 6 je
opacné nez na obrazku 7. V nepokryté kapilafe (obr. 6) je
uplatnéna elektroosmdza, kterd funguje jako pumpa a nese
zaporné nabité derivaty ke katodé — nejprve derivaty s nejnizs{
elektroforetickou mobilitou. V pokryté kapilafe (obr. 7) je
elektroosmoza eliminovand a derivdty putuji k anodé —nejprve
derividty s nejvyssi elektroforetickou mobilitou.

7. Priklady vyuziti sacharidi jako aditiv
v kapilarni elektroforéze
Kromé stanoveni rtiznych sacharidi pomoci kapildrni

elektroforézy, 1ze sacharidy vyuzit v této technice jako aditiv
pfi stanoven{ jinych ldtek.
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Obr. 7. Elektroforeticka separace oligomera dextranu derivatizo-
vanych ANTS (cit. 85); kapildra: Polymicro Technologies, Phoenix,
USA, 50 um vnitini pramér, délka 50 cm, efektivni délka 35 cm,
modifikovand na vnitinim povrchu linedrnim polyakrylamidem™,
elektrolyt: 0,1 mol.I"! Tris-borat, pH 8,5, napéti 20 kV, fluorimetricka
detekce: A_ =325nm, A_ =514 nm

Polysacharidy byly pouzity jako separa¢ni média, ve kte-
rych se latky déli na zdkladé rozdila velikosti. Prvni price na
toto téma provedl Ogston a spol.86 — pouzil roztoky kyseliny
hyaluronové pro elektroforézu polystyrenovych ¢éstic. Sepa-
race DNA byly také provadény v roztocich hydroxypropyl-
methylcelulosy87. Kapalné agarosové roztoky udrzované pii
jejich Zelatinizujici teploté byly poprvé pouzity Bockem
a Chrambachem na separace sulfatovanych polystgrenovych
standardii (do priméru ¢dstic 2 m) a na cirkularni®® a linedrni
DNA (cit.*).

Sacharidy byly pfiddvdny jako aditivum pro separace na
zaklade velikosti. Elektroforeticka migrace uniformé nabitych
polysacharidi mtiZe byt ovlivnéna 0pﬁ’da\/kem opac¢né nabité-
ho moderitoru. Stefansson a spol.” pouzili aminodextran pro
zlepSeni separace hyaluronant na zékladé jejich velikosti v ge-
lové kapildrni elektroforéze. Aminodextran interaguje s nega-
tivné nabitymi hyaluronany iontové vyménnym mechanis-
mem. Sila interakci mezi aminodextranem a hyaluronanem
zavisi na délce fetézce hyaluronové kyseliny.

Sacharidy byly aplikovéany jako chirdln{ selektory, napfi-
klad cyklodextriny pro jejich schopnost rozlisit enantiomery
mechanismem inklusnich komplexi®'* Déle byl pouzit hepa-
rin”>** nebo chondroitin sulfit A, B a C*? jako chirdlni
selektor pro enantiomerni rozdélen{ riznych farmaceutickych
sloucenin.

Sacharidy byly pouzity jako povlaky kapildr pro kapildrni
elektroforézu. Metodu pro piipravu stabilnich celulosovych
povlakd popsal Huang a spol.97 Celulosové derivaty (naptiklad
hydroxypropylcelulosa) jsou imobilizovany na povrch kapila-
ry. Takovy povlak je hydrolyticky stabilni, vykazuje reprodu-
kovatelné separace derivatd oligosacharidi a glykoforem pro-
teinti v pufrech o vysokém pH.

Derivaty sacharidd se pouzivaji i na dynamické pokryti
kapildr. Hydroxypropylmethylcelulosa pfidand do katolytu,
kterym je kapildra naplnéna dfive nez je nastfiknut vzorek
a spustén elektricky proud, tvoii dynamické pokryti stén kapi-
lary a sniZuje interakce mezi proteiny a sténou. Mald mnozstv{
hydroxypropylmethylcelulosy pfidand do pufru umozni pro-
vadét dynamickou izoelektrickou fokusaci proteind s vyso-
kym rozliSenim v nepokryté kapildfe za pfitomnosti elektroos-
motického toku®®.
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8. Zavér

Kapildrni elektroforézu lze pouzit pro stanoveni riznych
sacharidl ve vzorcich farmaceutickych, medicinskych, potra-
vindiskych a dalSich. Vyhodou je predevsim jeji jednoduchost
aucinnost. Pomoci kapildrni elektroforézy je mozné separovat
jinak tézko rozliSitelné izomery sacharidu, které se 1is{ napiik-
lad jen v jedné vazbé.

Tato prdce vznikla za financni podpory Ndrodni agentury
pro zemédelsky vyzkum EP 9410/99.
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J. Zidkov4 and J. Chmelik (Institute of Analytical Che-

mistry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Brno):
Electrophoresis of Carbohydrates

Capillary electrophoresis (CE) is well suitable for deter-

mination of saccharides in a variety of pharmaceutical, bio-
medical and food samples. It is able to distinguish subtle
differences between carbohydrate molecules which are diffi-
cult to detect and/or resolve. Other advantages of CE are its
simplicity and effectivity. The review deals with the principles
and practical aplications of determination of mono-, oligo- and
polysaccharides.
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