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1. ⁄vod

Sacharidy tvo¯Ì vÏtöinu organick˝ch materi·l˘ na Zemi.
HrajÌ roli ve vöech form·ch ûivota, jako z·soba a zdroj energie
a metabolickÈ meziprodukty. Tvo¯Ì z·klady struktury bunÏË-
n˝ch stÏn rostlin, hub a bakteriÌ. PoslednÌ studia ukazujÌ, ûe
hrajÌ takÈ d˘leûitou roli v procesech bunÏËnÈho rozpozn·v·nÌ.
OvlivÚujÌ konformace, metabolismus i biologickou aktivitu
molekul glykoprotein˘ a glykolipid˘. Z tÏchto d˘vod˘ vzr˘st·
z·jem o anal˝zy sacharid˘, a to jak o relativnÏ jednoduch·
stanovenÌ jednotliv˝ch monosacharid˘, tak o rozliöenÌ mikro-
heterogenit oligosacharid˘. Ty mohou nap¯Ìklad ovlivnit bez-
peËnost a ˙Ëinnost terapeutick˝ch glykoprotein˘ jako je ery-
tropoietin nebo tk·Úov˝ typ plazminogenovÈho aktiv·toru,
nebo lÈk˘ zaloûen˝ch na sacharidickÈ sloûce jako tetrasacha-
rid sialyl Lewisx. Ten zprost¯edkov·v· vazbu bÌl˝ch krvinek

na specifickÈ receptory v cÈv·ch a jejich n·sledn˝ pohyb
z krevnÌho ¯eËiötÏ ke tk·nÌm, stejnÏ jako betafectin, kter˝ je
rozezn·v·n neutrofily a spouötÌ imunitnÌ odezvu proti nemo-
cÌm p˘soben˝m viry nebo kvasinkami1.

StanovenÌ sacharid˘ je komplikov·no jejich izomeriÌ. Jen
monosacharid˘ existuje vÌce neû 100, mohou zaujÌmat r˘znÈ
konformace a mohou b˝t v·z·ny t¯emi aû Ëty¯mi r˘zn˝mi
zp˘soby k monosacharid˘m jin˝m. NavÌc typ glykosidickÈ
vazby m˘ûe b˝t buÔ v α nebo β konfiguraci. T¯i r˘znÈ monosa-
charidy mohou tedy tvo¯it vÌce neû 1000 trisacharid˘. Struk-
tury oligo- a polysacharid˘ mohou b˝t buÔ line·rnÌ, cyklickÈ
nebo vÏtvenÈ. D·le sacharidy obsahujÌ substituenty jako pyru-
v·tovÈ, acet·tovÈ, fosf·tovÈ a sulf·tovÈ estery, methylethery,
aminoskupiny a dalöÌ.

Existence velkÈho mnoûstvÌ r˘zn˝ch typ˘ sacharid˘, kterÈ
se od sebe Ëasto jen velmi m·lo liöÌ, znesnadÚuje identifikaci
jednotliv˝ch sacharid˘ ve smÏsÌch. NavÌc jsou velmi pol·rnÌ
a netÏkavÈ, postr·dajÌ snadno ionizovatelnÈ skupiny a vÏtöina
z nich neabsorbuje v analyticky vyuûitelnÈ oblasti svÏtelnÈho
spektra ani nefluoreskuje, coû br·nÌ citlivÈ detekci1.

Metod pro stanovenÌ sacharid˘ bylo vyvinuto nÏkolik.
Pat¯Ì mezi nÏ NMR spektroskopie, hmotnostnÌ spektrometrie,
r˘znÈ chromatografickÈ a elektroforetickÈ techniky. Jako
vhodn· separaËnÌ technika m˘ûe b˝t pouûita kapalinov· chro-
matografie a elektroforÈza (kapil·rnÌ, nebo v polyakrylami-
dovÈm gelu). NejvhodnÏjöÌ z kapalinov˝ch chromatografiÌ se
jevÌ vysoce ˙Ëinn· ionexov· chromatografie s pulsnÌ ampe-
rometrickou detekcÌ (HPIC PAD). PomocÌ tÈto techniky jsou
detegov·ny redukujÌcÌ i neredukujÌcÌ sacharidy bez chemickÈ
derivatizace a citlivost je niûöÌ neû 50 nM, navÌc se sacharidy
neinteraguje vÏtöina anorganick˝ch iont˘ a karboxylov˝ch
kyselin2. PomocÌ tÈto metody mohou b˝t separov·ny l·tky
liöÌcÌ se jednou z vazeb3, jako maltosa, isomaltosa a cellobiosa,
nebo maltooligosacharidy aû do stupnÏ polymerace 30.

StejnÏ tak kapil·rnÌ elektroforÈza je vhodn· alternativa pro
stanovenÌ mono a oligosacharid˘ i fragment˘ glykoprotein˘.
DÌky jejÌ velkÈ ˙Ëinnosti m˘ûeme v kr·tkÈm separaËnÌm Ëase
dos·hnout vysokÈho rozliöenÌ a reprodukovatelnÈ mikrokvan-
tifikace. V˝hodn· je nepatrn· spot¯eba vzorku ñ detekËnÌ
limity se pohybujÌ ve speci·lnÌch p¯Ìpadech v oblasti piko aû
attomol˘. Proti kapalinovÈ chromatografii je v˝hodn· takÈ
niûöÌ cena za¯ÌzenÌ. Kapil·rnÌ elektroforÈza m· ale takÈ nev˝-
hody: nÌzkou kapacitu p¯i preparacÌch, nebezpeËÌ ucp·nÌ kapi-
l·ry, nÌzkou reprodukovatelnost anal˝zy p¯i r˘zn˝ch koncen-
tracÌch solÌ ve vzorcÌch1.P¯ehlednÈ pr·ce na toto tÈma napsali
El Rassi a Mechref4, El Rassi5 a Oefner a Scherz1.

Pro stanovenÌ sacharid˘ pomocÌ kapil·rnÌ elektroforÈzy je
nutnÈ zajistit, aby sacharidy byly nabitÈ a detegovatelnÈ. NÏ-
kterÈ sacharidy n·boj majÌ, jsou to: aldonovÈ kyseliny, urono-
vÈ kyseliny, sialovÈ kyseliny, aminosacharidy a sacharidy
sloûenÈ ze sulfatovan˝ch sacharid˘, jako chondroitin, derma-
tan, keratan a heparin5. Neutr·lnÌm sacharid˘m je moûnÈ n·boj
udÏlit zv˝öenÌm pH do silnÏ alkalickÈ oblasti, kde doch·zÌ
k jejich disociaci, vytvo¯enÌm komplex˘ sacharid˘ s ionty,
nebo derivatizacÌ5.

Sacharidy je moûnÈ detegovat elektrochemicky pomocÌ
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oxidace na povrchu kovov˝ch elektrod. U detekce v optickÈ
oblasti m·me nÏkolik moûnostÌ. NÏkterÈ sacharidy absorbujÌ
v UV oblasti, pro neabsorbujÌcÌ pouûijeme nep¯Ìmou detekci
(do roztoku p¯id·me l·tku, kter· absorbuje p¯i urËitÈ vlnovÈ
dÈlce, v zÛnÏ analytu je tato l·tka vytÏsnÏna a na z·znamu
nalezneme negativnÌ pÌk), nebo derivatizacÌ p¯ipravÌme deri-
v·ty sacharid˘ absorbujÌcÌ v ultrafialovÈ/viditelnÈ oblasti, ne-
bo fluoreskujÌcÌ4.

2. Elektrolyty pro kapil·rnÌ elektroforÈzu
sacharid˘

2 . 1 . E l e k t r o f o r È z a v s i l n Ï a l k a l i c k È m
e l e k t r o l y t u ( v p ¯ Ì t o m n o s t i
e l e k t r o o s m o t i c k È h o t o k u )

Po¯adÌ migrace sacharid˘ je z·vislÈ na stupni ionizace.
Sacharidy, kterÈ disociujÌ nejmÈnÏ, dos·hnou detektoru jako
prvnÌ, protoûe majÌ menöÌ schopnost migrovat proti elektroos-
motickÈmu toku v nepokrytÈ k¯emennÈ kapil·¯e. Rychlost
elektroosmotickÈho toku je o ¯·d vyööÌ, neû rychlost elektromi-
grace. DisociaËnÌ konstanty sacharid˘ jsou v rozmezÌ 10-12ñ
10-14 (viz tabulka I) (cit.5). Jako elektrolyty se pouûÌvajÌ roz-
toky hydroxid˘6 sodn˝ch, draseln˝ch a lithn˝ch o pH vyööÌm
neû 12.

RedukujÌcÌ sacharidy jsou ionizov·ny lÈpe, coû je zp˘so-
beno kysel˝m charakterem poloacet·lovÈ skupiny7. Z tabul-
ky I m˘ûeme odvodit, ûe s rostoucÌm poËtem hydroxylov˝ch
skupin roste acidita sacharid˘. P¯Ìtomnost intramolekul·rnÌ
vodÌkovÈ vazby mezi hydroxylov˝mi skupinami a aniontem
kyslÌku m˘ûe vÈzt ke zmÏn·m kyselosti, vodÌkovÈ m˘stky
nap¯Ìklad stabilizujÌ vazbou vznikajÌcÌ iontov˝ n·boj. To vy-
svÏtluje niûöÌ kyselost a vyööÌ mobilitu deoxy-D-ribosy v po-
rovn·nÌ s D-ribosou, protoûe aniontov˝ kyslÌk na C1 je schop-
n˝ vazby s p¯ilehlou hydroxylovou skupinou na C2 u D-ribosy,
takov· vazba nem˘ûe existovat u deoxy-slouËenin5.

2 . 2 . K o m p l e x y s a c h a r i d ˘ s i o n t y

Sacharidy tvo¯Ì komplexy s anionty i kationty. Z aniont˘
se nejËastÏji pouûÌv· komplexace bor·ty, moûnÈ je vytvo¯it
i komplexy sacharid˘ s germananem9, cÌniËitanem10, arseni-
tanem11, molybdenanem12, wolframanem10 nebo vanadiËna-
nem13. Z kationt˘ jsou nejËastÏji pouûÌv·ny v·penatÈ14, lan-
thanitÈ15 a mÏÔnatÈ16 kationty.

2.2.1. Komplexy sacharid˘ s bor·ty

Ve vodnÈm prost¯edÌ se kyselina borit· chov· jako Lewi-
sova kyselina:

B(OH)3 + OHñ → B

V alkalickÈ oblasti je rovnov·ha tÈto reakce silnÏ posunuta
doprava. Z tohoto d˘vodu reagujÌ sacharidy s tetrahydrobo-
r·tov˝m aniontem a tvo¯Ì n·sledujÌcÌ komplexy17 (obr. 1).

Struktura sacharid˘ poskytuje moûnost tvorby r˘zn˝ch
forem, jak je z¯ejmÈ ze schÈmatu 1 na p¯Ìkladu glukosy. Ve
vodnÈm roztoku se vyskytujÌ jak line·rnÌ forma glukosy, tak
cyklickÈ formy s pÏtiËetn˝m i öestiËetn˝m cyklem5.

Tabulka I
IonizaËnÌ konstanty (hydroxylov˝ch skupin) sacharid˘ ve vo-
dÏ8 p¯i 25 ∞C

SlouËenina pKa SlouËenina pKa

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 13,57a D-manitol 13,50a

D-Manosa 12,08 rafinosa 12,74a

D-Ribosa 12,21 sacharosa 12,51
D-Xylosa 12,29

a MÏ¯eno p¯i 18 ∞C

OHa f
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–

Obr. 1. Tvorba bor·tov˝ch komplex˘ se sacharidy

B
O

O

HO

HO
C

Cn

CC

Cn

CHO

HO

C

C

Cn

HO

HO

B(OH) + 24

C

Cn B
O

C
O

C C

Cn

OH

B O

O
O

trident·tnÌ monokomplex
ñ

ñ

ñ

tetradent·tnÌ dikomplex

bident·tnÌ monokomplex

(   = 0 nebo 1)n

(   = 0 nebo 1)n

cis transnebo

B(OH) +4
ñ

ñ

monodiol

OO

SchÈma 1

OOH

OH

OH

OH

OH

OH

OHOH

OH

OH

OHOHHO

OC=O

C=O
OHHO

CH OH2 CH OH2

CH OH2

CH OH2

α- -glukofuranosaD

α- -glukopyranosaDline·rnÌ aldehydoforma
OH

Chem. Listy 94, 1093 ñ 1103 (2000) Refer·ty

1094



JednotlivÈ formy se liöÌ sv˝mi vlastnostmi a to hlavnÏ
schopnostÌ komplexace. Je zn·mÈ, ûe furanosovÈ a line·rnÌ
formy tvo¯Ì silnÏjöÌ bor·tovÈ komplexy18. Ke tvorbÏ komplex˘
doch·zÌ, pokud hydroxylovÈ skupiny sacharid˘ jsou vhodnÏ
situovanÈ, tj. pokud je vzd·lenost kyslÌk˘ v molekule sacha-
ridu stejn· jako je vzd·lenost kyslÌk˘ v molekule bor·tu. Proto
jsou threo-1,2-dioly stabilnÏjöÌ neû erytro-1,2-dioly, syn-1,3-
-dioly neû anti-1,3-dioly, 1,2-dioly jsou stabilnÏjöÌ neû 1,3-
-dioly17. Stabilita komplex˘ je zvyöov·na poËtem hydroxy-
lov˝ch skupin.

Komplexace je ovlivnÏna substituenty sacharid˘, z·visÌ na
n·boji a lokalizaci substituent˘. V p¯ÌpadÏ z·pornÏ nabit˝ch
substituent˘ poklesne komplexace z d˘vodu coulombickÈ re-
pulse19. Ve vodn˝ch roztocÌch vedle sebe koexistujÌ mono
a dikomplexy20. PomÏr jejich koncentracÌ je z·visl˝ na kon-
centraci bor·t˘ a polyol˘, pozici hydroxylov˝ch skupin v po-
lyolech a na p¯Ìtomnosti substituent˘. Za bÏûn˝ch podmÌnek,
p¯i kter˝ch se elektroforÈza prov·dÌ, p¯evl·dajÌ monokom-
plexy. Na elektroferogramu tvo¯Ì smÏs mono a dikomplex˘
jeden pÌk, protoûe tvorba dikomplex˘ z monokomplex˘ je
dynamick·5.

Tvorba bor·tov˝ch komplex˘ se sacharidy z·visÌ na pH,
a to pro r˘znÈ sacharidy r˘znÏ. Optim·lnÌ pH je v oblasti
10ñ11(cit.21). PomocÌ tvorby komplex˘ m˘ûeme separovat
r˘znÈ mono a disacharidy, ale takÈ homolognÌ oligoglukany,
kterÈ se navz·jem liöÌ pouze typem interglykosidickÈ vazby
jako α-(1-3) v·zanÈ laminariny, α-(1-6)isomaltoso a β-(1-
-4)celooligosacharidy22. Komplexace bor·ty umoûÚuje takÈ
separace z·vislÈ na velikosti zaloûenÈ na rozdÌlech v pomÏru
n·boj/hmotnost. N·boj je stejn˝ pro vöechny oligoglukany,
nez·visl˝ na velikosti z d˘vodu ionizace jednÈ ze t¯Ì hydroxy-
lov˝ch skupin bor·tu (pKa = 9,14), elektroforetick· mobilita
kles· s rostoucÌ molekulovou velikostÌ23.

D·le bylo zjiötÏno, ûe zv˝öenÌ teploty anal˝zy zlepöÌ ˙Ëin-
nost rozliöenÌ a zkr·tÌ dobu anal˝zy24. Zvl·öù v˝raznÏ je tento
jev zn·t na separaci glukosy a xylosy v bor·tovÈm elektrolytu.
P¯i teplotÏ 20 ∞C trv· anal˝za vÌce neû 40 minut a glukosa
a xylosa koeluujÌ v jednom öirokÈm pÌku, p¯i teplotÏ 60 ∞C trv·
anal˝za 20 minut a glukosa a xylosa jsou rozliöeny na z·kladnÌ
linii. HlavnÌ d˘vod tohoto jevu je, ûe se zv˝öenou teplotou se
sacharidy vyskytujÌ vÌce v otev¯en˝ch form·ch a ty se ˙ËastnÌ
komplexace lÈpe neû formy cyklickÈ21. (P¯i 60 ∞C je v roztoku
4◊ vÌce cyklick˝ch forem neû p¯i 20 ∞C.)

K detekci se vyuûÌv· skuteËnosti, ûe bor·tovÈ komplexy
majÌ vyööÌ absorpËnÌ koeficient p¯i 195 nm neû samotnÈ sacha-
ridy24.

2.2.2. Komplexy sacharid˘ s kovy

NejstabilnÏjöÌ komplexy tvo¯Ì trojmocnÈ kationty, kom-
plexy s dvojmocn˝mi kationty jsou slaböÌ a nejmÈnÏ silnÈ
komplexy vznikajÌ s jednomocn˝mi kationty7. Pro stabilitu
komplexu je d˘leûit˝ iontov˝ polomÏr kationtu. NejlÈpe kom-
plexujÌ kationty s iontov˝m polomÏrem 100ñ110 pm, nap¯Ì-
klad5 Ca2+ nebo La3+.

Siln· tvorba komplex˘ je u sacharid˘ s uspo¯·d·nÌm hy-
droxylov˝ch skupin axi·lnÌñekvatori·lnÌñaxi·lnÌ25 a 1,3,5-tri-
axi·lnÌ u öestiËetn˝ch kruh˘. U pÏtiËetn˝ch kruh˘ je to cis,cis-
-1,2,3-triolovÈ seskupenÌ v konformaci twist15.

NÏkterÈ slouËeniny nemajÌ añeña sekvenci ve stabilnÏjöÌ
konformaci, ale m˘ûou ji mÌt v konformaci mÈnÏ stabilnÌ (viz

schÈma 2). TakovÈ sacharidy s kovy tvo¯Ì takÈ komplexy, kterÈ
jsou vöak slaböÌ15.

Tvorby komplexu se nejËastÏji  ˙ËastnÌ  3  hydroxylovÈ
skupiny, komplexy vznikajÌ i se Ëty¯mi nebo dvÏma hydroxy-
lov˝mi skupinami15. SystÈmy s kationty jako komplexaËnÌ-
mi Ëinidly poskytujÌ jinou selektivitu, neû elektrolyty bor·to-
vÈ. RozliöenÌ je ale ve vÏtöinÏ p¯Ìpad˘ horöÌ neû v p¯ÌpadÏ
bor·t˘5.

3. Kapil·rnÌ kolona

Pro kapil·rnÌ elektroforÈzu sacharid˘ se pouûÌv· zpravidla
nepokryt· k¯emenn· kapil·ra. Vnit¯nÌ pr˘mÏr kapil·ry se po-
hybuje od 10 do 75 µm, celkov· dÈlka kapil·ry b˝v· 25 aû
80 cm, efektivnÌ dÈlka (dÈlka po detekËnÌ okÈnko) 20 aû
50 cm. NejËastÏji jsou pouûÌv·ny kapil·ry vyr·bÏnÈ firmou
Polymicro Technology, Phoenix, USA, nebo Chromatogra-
phie Service, Langerwehe, SRN.

ElektroforÈza sacharid˘ ve vodn˝ch roztocÌch (bor·to-
v˝ch nebo roztocÌch NaOH) se prov·dÌ v nepokrytÈ kapil·¯e,
protoûe vÏtöina pokrytÌ podlÈh· hydrolytickÈ degradaci p¯i
pH > 8,5. Sacharidy tvo¯Ì v alkalickÈm pH nebo s bor·ty
anionty, kterÈ jsou odpuzov·ny od z·pornÏ nabitÈho povrchu
kapil·ry, takûe nedoch·zÌ k jejich adsorpci na kapil·rnÌ stÏnu.
Pokud vöak prov·dÌme stanovenÌ v re·ln˝ch vzorcÌch, doch·zÌ
k adsorpci kationtov˝ch kontaminant˘ na povrch kapil·ry, to
m˘ûe vÈzt k nereprodukovatelnosti stanovenÌ. P¯i stanovenÌ
glykokonjug·t˘ jako glykoprotein˘ a glykopeptid˘ je pokrytÌ
kapil·ry nutnÈ, tyto l·tky jsou totiû mnohon·sobnÏ nabitÈ a p¯i
vysokÈm pomÏru povrch/objem u kapil·ry majÌ glykokonju-
g·ty silnou schopnost nav·zat se na stÏnu. TakÈ p¯i stanovenÌ
deriv·t˘ sacharid˘ jsou pouûÌv·ny pokrytÈ kapil·ry. Lze s nimi
dos·hnout vÏtöÌ ˙Ëinnosti separacÌ5.

PrvnÌ metoda pro pokr˝v·nÌ kapil·r byla pops·na Hjer-
tÈnem26, kter˝ modifikoval sklenÏnÈ nebo k¯emennÈ trubiËky
nezesÌùovan˝m polyakrylamidem. To vede k tvorbÏ mono-
molekul·rnÌ vrstvy kovalentnÏ p¯ipojenÈ ke kapil·¯e siloxano-
vou vazbou. Toto pokrytÌ m· slabou hydrolytickou stabilitu
p¯i vysokÈm pH.

Nebo byl polyakrylamidov˝ povlak p¯ipojen ke stÏnÏ ka-
pil·ry SiñC vazbou27. Takov˝ povlak vykazuje vÏtöÌ stabilitu
a reprodukovatelnost v rozsahu pH 2 aû 10,5. Huang a spol.28

imobilizovali polyakrylamid p¯es 7-oct-1-enyl-trimetoxysilan
mÌsto pouûÌvanÈho 3-methylakryloxypropyltrialkoxysilanu.
Tato vrstva ze zesÌùovanÈho siloxanu je vÌce stabilnÌ. Nasha-
beh a El Rasi29 pokryli kapil·ry polyetherov˝m povlakem, ty
vykazujÌ vysokou separaËnÌ ˙Ëinnost pro r˘znÈ biopolymery.
Smith a El Rasi p¯ipravili povlak, kter˝ mÏnÌ elektroosmotick˝
tok z anodickÈho na katodick˝ v z·vislosti na pH pouûitÈho
pufru30. Povrch kapil·r se skl·d· z nezreagovan˝ch siloxa-
nov˝ch skupin, vrstvy pozitivnÏ nabit˝ch kvartÈrnÌch amonio-
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v˝ch funkcÌ a vrchnÌ hydrofilnÌ vrstvy polyetherovÈho ¯etÏzce.
Z d˘vodu p¯Ìtomnosti pozitivnÏ i negativnÏ nabit˝ch skupin
(kvartÈrnÌch amoniov˝ch a nezreagovan˝ch silanolov˝ch sku-
pin) se n·boj povlaku m˘ûe mÏnit z kladnÈho na z·porn˝ se
zmÏnou pH.

V jin˝ch laborato¯Ìch byly p¯ipraveny dalöÌ povlaky: po-
lyvinylpyrolidinov˝31, polyethylenglykolov˝32, maltosov˝33,
arylpentafluorov˝34, polyethyleniminov˝35, hydrofobnÏ nav·-
zan· C18 s adsorbovan˝m neiontov˝m tenzidem36, poly(me-
thylglutam·tov˝)37, z polymernÌho epoxidu38, s nav·zan˝m α-
-laktalbuminem (amfoternÌ protein)39, polyvinylalkoholov˝40

a celulosov˝41.

4. Detekce sacharid˘

4 . 1 . D e t e k c e n e d e r i v a t i z o v a n ˝ c h
s a c h a r i d ˘

4.1.1. P¯Ìm· detekce sacharid˘ v UV oblasti

JednoduchÈ sacharidy jako je glukosa, fruktosa a sacharo-
sa je moûnÈ detegovat p¯Ìmo p¯i 195 nm. ExtinkËnÌ koeficient
se zv˝öÌ, provedeme-li elektroforÈzu v bor·tovÈm pufru24.
Sacharidy obsahujÌcÌ N-acetylglukosamin, N-acetylgalaktos-
amin a zbytky kyseliny sialovÈ je moûno detegovat p¯i 200 nm
(cit.42) nebo 185 nm (cit.43). Detekce p¯i tÈto vlnovÈ dÈlce nenÌ
p¯Ìliö selektivnÌ, protoûe vöechny l·tky obsahujÌcÌ aminosku-
pinu vykazujÌ silnou absorpci ve vzd·lenÈ ultrafialovÈ oblasti.
KyselÈ di- a oligosacharidy vzniklÈ z glykosaminoglykan˘ je
moûno detegovat44 p¯i 232 nm. ProblÈmem je, ûe elektrolyt
nem˘ûe obsahovat aditiva absorbujÌcÌ v tÈto oblasti spektra.
Takov· je ovöem vÏtöina bÏûn˝ch aditiv.

4.1.2. Nep¯Ìm· detekce

Nep¯Ìm· detekce je pouûÌv·na u l·tek postr·dajÌcÌch d˘le-
ûitÈ fyzik·lnÌ vlastnosti pro p¯Ìmou detekci. Do elektrolytu
p¯id·me aditivum, kterÈ udrûuje konstantnÌ sign·l pozadÌ v de-
tektoru. Kdyû dos·hne detektoru nedetegovateln˝ ion, dojde
k poklesu koncentrace iontu detegovatelnÈho v zÛnÏ analytu,
dojde k poklesu sign·lu pozadÌ a vznikne negativnÌ pÌk. Ne-
p¯Ìm· detekce m˘ûe b˝t prov·dÏn· ve stejnÈm za¯ÌzenÌ jako
detekce p¯Ìm·. V˝hodou nep¯ÌmÈ detekce je, ûe je univerz·lnÌ
a d· se aplikovat na r˘znÈ typy slouËenin bez pot¯eby pre- nebo
post-kolonovÈ derivatizace a ûe jejÌ citlivost je znaËn·. Sacha-
ridy mohou b˝t detegov·ny  v  pikomolov˝ch mnoûstvÌch.
DetekËnÌ limit pro glukosu45 m˘ûe b˝t i 2 pmoly. Tato metoda
je vhodn· p¯edevöÌm pro neredukujÌcÌ sacharidy, kterÈ nemo-
hou b˝t derivatizov·ny45.

Jako aditivum jsou vybÌr·ny jednou nabitÈ chromofornÌ
(nebo fluorofornÌ) ionty s vysokou mol·rnÌ absorptivitou (ne-
bo kvantovou ˙ËinnostÌ), kterÈ neinteragujÌ se stÏnou kapil·ry
ani s analyty a majÌ efektivnÌ elektroforetickou mobilitou
blÌzkou analyt˘m. DÌky tomu, ûe aditiva nesou jeden n·boj,
majÌ dobrÈ ËÌslo p¯emÏny (poËet molekul chromoforu nahra-
zen˝ch jednou molekulou analytu). DÌky p¯ibliûnÏ stejnÈ efek-
tivnÌ mobilitÏ aditiva a analytu nedoch·zÌ k chvostov·nÌ mi-
grujÌcÌho solutu v zÛn·ch. Pro nep¯Ìmou detekci sacharid˘
byla pouûita tato aditiva: kyselina sorbov·46 (254 nm), kyseli-
na 5-sulfosalicylov·44 (214 nm), kyselina 1,2,4-trikarboxy-

benzoov·44 (214 nm), p-nitrofenol47 (400 nm) nebo fluores-
cenËnÌ aditiva: kumarin 343 (cit.48) a fluorescein49.

D˘leûitou podmÌnkou ˙spÏönÈ anal˝zy je najÌt vhodnou
koncentraci aditiva. P¯i vyööÌch koncentracÌch se sniûuje odez-
va, protoûe na detekËnÌ fotodiodu dopadne mÈnÏ svÏtla. P¯i
niûöÌch koncentracÌch citlivost kles· z d˘vodu relativnÏ vyso-
kÈ koncentrace hydroxidov˝ch iont˘, kterÈ nahrazujÌ nabitÈ
molekuly analytu v zÛn·ch. Citlivost detekce neutr·lnÌch sa-
charid˘ je limitov·na, protoûe p¯i pH p¯ibliûnÏ 12 nenÌ kon-
centrace hydroxidov˝ch iont˘ zanedbateln· v˘Ëi koncentraci
detegovatelnÈho iontu45.

4.1.3. Elektrochemick· detekce

Tato detekce je zaloûena na elektrochemick˝ch zmÏn·ch
na povrchu elektrody. V˝hodou metody je, ûe m˘ûe b˝t prov·-
dÏna i ve velmi ˙zk˝ch kapil·r·ch, protoûe citlivost nenÌ
z·visl· na öÌ¯ce kapil·ry4. Citlivost je vysok·, mez detekce je
50 femtomol˘ pro redukujÌcÌ i neredukujÌcÌ sacharidy50. Roz-
liöujeme amperometrickou  detekci p¯i konstantnÌm poten-
ci·lu51 a pulsnÌ amperometrickou detekci52.

Nev˝hodami je, ûe detekci je moûnÈ prov·dÏt pouze p¯i
pH vyööÌm neû 12. D·le detekce vykazuje odezvu i pro l·tky
jinÈ neû sacharidy ñ pro aminokyseliny, peptidy, organickÈ
kyseliny, jednoduchÈ alkoholy, nebo alifatickÈ aminy53.

4 . 2 . D y n a m i c k y z n a Ë e n È s a c h a r i d y

Detekce cyklodextrin˘ se prov·dÌ jako detekce jejich in-
klusnÌch komplex˘ s 2-aminonaftalen-6-sulfonovou kyseli-
nou pomocÌ laserem indukovanÈ fluorescence54 (LIF). Kdyû
proch·zÌ detekËnÌm okÈnkem komplexy, sledujeme zv˝öenou
fluorescenci. Detekce cyklodextrin˘ m˘ûe b˝t takÈ prov·dÏna
pomocÌ tvorby komplex˘ s kyselinou benzoovou. P¯i vzniku
komplex˘ doch·zÌ k posunu absorpce v ultrafialovÈ oblasti
a komplexy mohou b˝t detegov·ny jako pokles absorbance
v zÛn·ch komplex˘55. Podobn˝m zp˘sobem je vyuûÌv·na
tvorba komplex˘ amylosy a amylopektinu s jodem. ModrÈ
komplexy jodu s amylosou nebo amylopektinem jsou dete-
gov·ny p¯i 560 nm (cit. 56).

5. Derivatizace sacharid˘

Derivatizace se prov·dÌ pomocÌ vazby derivatizaËnÌho
Ëinidla na redukujÌcÌ skupiny sacharid˘. DerivatizaËnÌ Ëinidlo
m· zaruËit sacharid˘m citlivou detekci a z·roveÚ n·boj v öi-
rokÈm rozsahu pH, nebo hydrofobnÌ charakter, vyuûiteln˝
v micel·rnÌ elektrokinetickÈ chromatografii. DalöÌ kriteria pro
˙spÏönou derivatizaci jsou: i) vysok˝ v˝tÏûek, ii) tvorba jed-
noduch˝ch produkt˘, iii) nedetegovatelnÈ vedlejöÌ produkty,
iv) minim·lnÌ spot¯eba vzorku p¯i derivatizaci a ËiötÏnÌ, v) mÌr-
nÈ podmÌnky, kterÈ nevedou ke ötÏpenÌ sacharidick˝ch pod-
jednotek bÏhem derivatizace4. Pro derivatizaci redukujÌcÌch
sacharid˘ jsou pouûÌv·ny dva rozdÌlnÈ zp˘soby, poskytujÌcÌ
detekËnÌ limity v rozsahu femto a attomol˘1.

5 . 1 . R e d u k t i v n Ì a m i n a c e

Tento zp˘sob derivatizace je pouûÌv·n nejËastÏji. M˘ûe
b˝t prov·dÏn dvÏma zp˘soby57.
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a) Derivatizace redukujÌcÌch sacharid˘ Ëinidlem s n·slednou
reduktivnÌ aminacÌ.

Nejprve reaguje redukujÌcÌ konec sacharidu s prim·rnÌ
aminoskupinou slouËeniny chromoforu (fluoroforu) za vzniku

Schiffovy b·ze, kter· je n·slednÏ redukov·na kyanoborhy-
dridem sodn˝m viz58 schÈma 3.

VzniklÈ deriv·ty jsou stabilnÌ v alkalickÈm i kyselÈm
prost¯edÌ. Reakce je tÈmÏ¯ kvantitativnÌ a pro monosacharidy

Obr. 2. »inidla pouûÌvan· pro derivatizaci reduktivnÌ aminacÌ
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probÌh· bez neû·doucÌch boËnÌch reakcÌ jako je β-eliminace,
epimerace nebo desialyzace. »inidla pouûÌvan· pro tento zp˘-
sob reduktivnÌ aminace jsou uvedena na (obr. 2).,,,,,,,,,,,,,

b) Derivatizace redukujÌcÌch sacharid˘ po reduktivnÌ aminaci
RedukujÌcÌ sacharid je p¯i tÈto derivatizaci p¯eveden po-

mocÌ amoniaku na 1-amino-1-deoxyderiv·t. Ten muûe reago-
vat se sukcinimidylov˝m esterem 5-karboxytetramethylrod-
aminu (TRSE) nebo s 3-(4-karboxybenzoyl)-2-chinolinkarbo-
xyaldehydem (CBQCA viz58 schÈma 4).

DetekËnÌ limit CBQCA-deriv·tu se uv·dÌ ¯·dovÏ femto aû
attomoly73. »inidlo CBQCA bylo p˘vodnÏ vyvinuto pro citli-
vou detekci aminokyselin a peptid˘. Nev˝hoda tohoto Ëinidla
je p¯esnÏ definovan˝ mol·rnÌ pomÏr sacharidu a Ëinidla, p¯i
kterÈm je moûnÈ zÌskat maxim·lnÌ v˝tÏûek. Nap¯Ìklad mol·rnÌ
v˝tÏûek derivatizace galaktosaminu byl vyööÌ p¯i mol·rnÌm
nadbytku CBQCA 1 aû 2, p¯i pomÏru 0,2 a 5 klesl v˝tÏûek na
1/10. DalöÌ nev˝hodou je derivatizace amin˘ p¯Ìtomn˝ch ve
vzorcÌch, kterÈ interferujÌ v anal˝z·ch a desialyzace p¯i pod-
mÌnk·ch nutn˝ch pro reduktivnÌ aminaci. Ale na rozdÌl od
p¯edchozÌho zp˘sobu derivatizace nenÌ nutnÈ odstraÚovat nad-
bytek Ëinidla, protoûe nezreagovanÈ Ëinidlo nefluoreskuje73.

PodobnÏ je tomu v p¯ÌpadÏ TRSE. »inidlo takÈ reaguje
s nesacharidick˝mi materi·ly. DetekËnÌ limit sacharid˘ je 60
molekul74. Pouûit· Ëinidla jsou na schÈmatu 5.
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5 . 2 . B a z i c k y k a t a l y z o v a n · k o n d e n z a c e
m e z i k a r b o n y l o v o u s k u p i n o u
r e d u k u j Ì c Ì h o s a c h a r i d u a 1 - f e n y l - 3 -
- m e t h y l - 5 - p y r a z o l o n e m ( P M P )
n e b o 1 - ( p - m e t h o x y ) f e n y l - 3 -
- m e t h y l - 5 - p y r a z o l o n e m ( P M P M P )

Pr˘bÏh reakce je zn·zornÏn57 ve schÈmatu 6.
P¯i reakci vznikajÌ bis-PMP nebo bis-PMPMP deriv·ty.

»inidlo PMPMP je vÌce reaktivnÌ a m· o 50 % vyööÌ citlivost
p¯i UV detekci. DÌky p¯Ìtomnosti ketoskupin v pyrazolono-
vÈm kruhu je moûnÈ vyuûÌt takÈ elektrochemickÈ detekce, ta
d·v· line·rnÌ odezvu v rozsahu 0,5ñ200 pmol˘. Kondenzace
je prov·dÏna p¯i alkalick˝ch podmÌnk·ch pH ~8,3. To zname-
n·, ûe nedoch·zÌ k desialyzaci. Nev˝hodou je, ûe pro deriva-
tizaci je t¯eba velk˝ nadbytek Ëinidla, kter˝ m˘ûe interferovat
p¯i anal˝ze. D·le je zde problÈm p¯i skladov·nÌ bis-PMP
a bis-PMPMP deriv·tu, kterÈ jsou v alkalickÈm prost¯edÌ la-
bilnÌ a m˘ûou tvo¯it mono-PMP nebo mono-PMPMP deriv·-
ty75. »inidla PMP a PMPMP jsou zn·zornÏna ve schÈmatu 7.

5 . 3 . D e r i v a t i z a c e s a c h a r i d ˘
s k a r b o x y l o v o u s k u p i n o u

Pro karboxylovanÈ sacharidy se pouûÌv· derivatizace ami-
ny v p¯Ìtomnosti karbodiimidu76. Reakce je zn·zornÏna ve
schÈmatu 8.

6. VyuûitÌ kapil·rnÌ elektroforÈzy sacharid˘
v praxi

Jak bylo pops·no v ˙vodu, m· kapil·rnÌ elektroforÈza
sacharid˘ öirokÈ uplatnÏnÌ v r˘zn˝ch oborech: lÈka¯stvÌ, far-
macii, zemÏdÏlstvÌ, potravin·¯stvÌ atd. Naöe laborato¯ se spe-
cializuje zejmÈna na stanovenÌ sacharid˘ v potravin·ch, proto
bude n·sledujÌcÌ kapitola zamÏ¯ena na tuto problematiku.

6 . 1 . S t a n o v e n Ì m o n o - , d i - a t r i s a c h a r i d ˘

a) NederivatizovanÈ mono-, di- a trisacharidy
Aby bylo sacharid˘m umoûnÏno migrovat v elektrickÈm

poli je t¯eba pouûÌt speci·lnÌ elektrolyty. Detekce je prov·dÏna
elektrochemicky. Tento zp˘sob byl ˙spÏönÏ pouûit na stanove-
nÌ glukosy, fruktosy a sacharosy v bÏûn˝ch n·pojÌch50. Do
elektrolytu byly p¯id·ny bor·tovÈ ionty, kterÈ zlepöily dÌky
tvorbÏ komplex˘ separace sacharid˘ s blÌzk˝mi hodnotami
pKa. TÌmto zp˘sobem byly stanoveny sacharidy v jableËn˝ch
öù·v·ch, nebo monitorov·na aktivita enzymu glukosaoxida-
sa77. Vedle toho byla pouûita k detekci sacharid˘ nep¯Ìm·
detekce. Vzhledem k tomu, ûe je tato metoda detekce mÈnÏ
citliv·, je moûnÈ ji pouûÌt pouze pro anal˝zy koncentrovan˝ch
sacharidick˝ch roztok˘. Nap¯Ìklad pro stanovenÌ cukernÈho
sloûenÌ ovocn˝ch öù·v78. Pro stanovenÌ monosacharid˘ v ovoc-
n˝ch öù·v·ch je moûnÈ pouûÌt nep¯Ìmou detekci pomocÌ p-ni-
trofenolu jako aditiva79 (obr. 3).

NederivatizovanÈ di- a trisacharidy byly analyzov·ny
v elektrolytech s vysok˝m pH50,80(nap¯Ìklad trehalosa, sacha-
rosa, laktulosa, celobiosa, rafinosa a stachyosa) za elektroche-
mickÈ detekce50, nebo byla p¯i vysokÈm  pH analyzov·na
sacharosa a maltosa a detegov·na nep¯Ìmou detekcÌ80.PomocÌ
bor·tovÈ komplexace lze navz·jem oddÏlit i nepatrnÈ rozdÌly
v typu vazby mezi stejn˝mi molekulami sacharid˘, nap¯Ìklad
glukosovÈ dimery: maltosu, isomaltosu a celobiosu. Separace
disacharid˘ provedli Plocek a ChmelÌk47 (obr. 4).
b) DerivatizovanÈ mono-, di- a trisacharidy

P¯edkolonov· derivatizace monosacharid˘ se prov·dÌ, po-
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kud je t¯eba dos·hnout vyööÌ citlivost detekce analyt˘, udÏlit
sacharid˘m n·boj, nebo zlepöit sluËitelnost sacharid˘ s urËi-
t˝m elektrolytov˝m systÈmem. Sacharidy jsou p¯Ìliö hydrofil-
nÌ, aby se mohly rozpustit v micel·rnÌch systÈmech, proto jsou
oznaËeny hydrofobnÌmi znaËkami a analyzov·ny micel·rnÌ
elektrokinetickou chromatografiÌ, jako derivatizaËnÌ Ëinidlo
se pouûÌv· nap¯Ìklad 2-aminoakridon81. Tato slouËenina m˘ûe
b˝t takÈ pouûita pro enantiomernÌ separace, kdyû jsou do
elektrolytu p¯id·ny β-cyklodextriny81. Pro separace pomocÌ
micel·rnÌ elektrokinetickÈ chromatografie byla d·le pouûita
tato Ëinidla: 4-aminobenzonitril71, nebo 1-fenyl-3-methyl-5-
-pyrazolon82. FluorescenËnÏ byly monosacharidy znaËeny po-
mocÌ 9-aminopyren-1,4,6-trisulfonovÈ kyseliny60,83. Enantio-
mernÌ separace D- a L-monosacharid˘ jsou prov·dÏny po jejich
derivatizaci 2-aminopiridinem, 5-aminonaftalen-2-sulfonovou
kyselinou, nebo 4-amino-5-hydroxynaftalen-2,7-disulfonov·
kyselina v p¯Ìtomnosti  line·rnÌch a cyklick˝ch dextrin˘61,
nebo S(ñ)-1-fenylethylaminu69. Hydrolyz·ty xylan˘ a hemi-
celulos jsou analyzov·ny pomocÌ derivatizace p-aminoben-
zoovou kyselinou a rozdÏleny na z·kladÏ rozdÌlnÈ komplexace
bor·ty65.

NÏkterÈ disacharidy vËetnÏ gentiobiosy, maltosy, laktosy,
celobiosy a melibiosy byly znaËeny 9-aminopyren-1,4,6-tri-
sulfonovou kyselinou83 a separov·ny pomocÌ kapil·rnÌ elek-
troforÈzy.

6 . 2 . S t a n o v e n Ì o l i g o s a c h a r i d ˘
a p o l y s a c h a r i d ˘

a) NederivatizovanÈ oligosacharidy a polysacharidy
Separace vyööÌch oligosacharid˘ je moûnÈ prov·dÏt po-

mocÌ bor·tovÈ komplexace maxim·lnÏ do Ëty¯ glukosov˝ch
jednotek (obr. 5). VyööÌ nederivatizovanÈ oligosacharidy ne-
lze od sebe pomocÌ kapil·rnÌ elektroforÈzy separovat.

b) DerivatizovanÈ oligosacharidy a polysacharidy
PomocÌ derivatizace a detekce v UV oblasti lze separovat

oligosacharidy aû do velikosti 30 homolognÌch zbytk˘63. SmÏs

Obr. 3. StanovenÌ monosacharid˘ vyskytujÌcÌch se v ovocn˝ch
öù·v·ch; kapil·ra: Polymicro Technologies, Phoenix, USA, 50 µm
vnit¯nÌ pr˘mÏr, dÈlka 45 cm, efektivnÌ dÈlka 30 cm, elektrolyt:
6 mmol.l-1 p-nitrofenol, 40 mol.l-1 Na2HPO4, pH 12,75, napÏtÌ 4 kV,
vzorek: 2 mmol.l-1 (1) sacharosa, (2) maltosa, (3) glukosa, (4) fruktosa
detekce byla prov·dÏna p¯i 400 nm

Obr. 4. Separace disacharid˘ jako komplex˘ s bor·ty (cit.47); ka-
pil·ra: Polymicro Technologies, Phoenix, USA, 75 µm vnit¯nÌ pr˘-
mÏr, dÈlka 70 cm, efektivnÌ dÈlka 50 cm, elektrolyt: 6 mmol.l-1 p-
-nitrofenol, 175 mmol.l-1 bor·t sodn˝, pH 10,00, napÏtÌ 6 kV, vzorek:
(1) sacharosa (15 mmol.l-1), (2) celobiosa (10 mmol.l-1), (3) maltosa
(15 mmol.l-1), (4) laktosa (15 mmol.l-1), (5) 4-O-galaktosyl-man-
nopyranosid (5 mmol.l-1), (6) isomaltosa (10 mmol.l-1), (7) fruktosa
(10 mmol.l-1), (8) melibiosa (25 mmol.l-1), (3) glukosa (15 mmol.l-1),
(S) systÈmov˝ pÌk, detekce byla prov·dÏna p¯i 400 nm

Obr. 5. Kapil·rnÌ elektroforÈza maltooligosacharid˘ jako kom-
plex˘ s bor·ty; kapil·ra: Polymicro Technologies, Phoenix, USA,
50 µm vnit¯nÌ pr˘mÏr, dÈlka 45 cm, efektivnÌ dÈlka 30 cm, elektrolyt:
6 mmol.l-1 p-nitrofenol, 400 mmol.l-1 bor·t sodn˝, pH 10,00, napÏtÌ
4 kV, vzorek: (1) sacharosa 10 mmol.l-1, (2) smÏs maltooligosacharid˘
o 5ñ9 jednotk·ch 20 mmol.l-1, (3) maltotetrosa 10 mmol.l-1, (4) mal-
totriosa 10 mmol.l-1, (5) maltosa 10 mmol.l-1, detekce byla prov·dÏna
p¯i 400 nm
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podobn· jako na obr. 5 byla ˙spÏönÏ separov·na po derivati-
zaci kyselinou N-(4-aminobenzoyl)-L-glutamovou (obr. 6).

Pro velice citliv· stanovenÌ homolognÌch oligosacharid˘,
nap¯Ìklad maltooligosacharid˘ je pouûÌv·na derivatizace fluo-
reskujÌcÌmi Ëinidly, nejËastÏji 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfo-
novou kyselinou59,84. Za pomoci tÈto derivatizace je moûnÈ
separovat vÌce neû 90 oligomer˘ za mÈnÏ neû 30 minut85.
Deriv·ty Ëinidla 3-aminonaftalen-2,7-disulfonovÈ kyseliny
majÌ stejnÈ rozliöenÌ, ale separovat lze maxim·lnÏ 30 oligo-
mer˘. U deriv·t˘ maltooligosacharid˘ s 2-aminonaftalen-1-
-sulfonovou kyselinou a 5-aminonaftalen-2-sulfonovou kyse-
linou bylo rozliöeno pouze 20 oligomer˘ a byla zde menöÌ
˙Ëinnost. Doba migrace deriv·t˘ 2-aminonaftalen-1-sulfono-
vÈ kyseliny je 4 kr·t niûöÌ neû deriv·t˘ 5-aminonaftalen-2-sul-
fonovÈ kyseliny62.

Po¯adÌ derivatizovan˝ch oligosacharid˘ na obr·zku 6 je
opaËnÈ neû na obr·zku 7. V nepokrytÈ kapil·¯e (obr. 6) je
uplatnÏna elektroosmÛza, kter· funguje jako pumpa a nese
z·pornÏ nabitÈ deriv·ty ke katodÏ ñ nejprve deriv·ty s nejniûöÌ
elektroforetickou mobilitou. V pokrytÈ kapil·¯e (obr. 7) je
elektroosmÛza eliminovan· a deriv·ty putujÌ k anodÏ ñ nejprve
deriv·ty s nejvyööÌ elektroforetickou mobilitou.

7. P¯Ìklady vyuûitÌ sacharid˘ jako aditiv
v kapil·rnÌ elektroforÈze

KromÏ stanovenÌ r˘zn˝ch sacharid˘ pomocÌ kapil·rnÌ
elektroforÈzy, lze sacharidy vyuûÌt v tÈto technice jako aditiv
p¯i stanovenÌ jin˝ch l·tek.

Polysacharidy byly pouûity jako separaËnÌ mÈdia, ve kte-
r˝ch se l·tky dÏlÌ na z·kladÏ rozdÌl˘ velikostÌ. PrvnÌ pr·ce na
toto tÈma provedl Ogston a spol.86 ñ pouûil roztoky kyseliny
hyaluronovÈ pro elektroforÈzu polystyrenov˝ch Ë·stic. Sepa-
race DNA byly takÈ prov·dÏny v roztocÌch hydroxypropyl-
methylcelulosy87. KapalnÈ agarosovÈ roztoky udrûovanÈ p¯i
jejich ûelatinizujÌcÌ teplotÏ byly poprvÈ pouûity BoËkem
a Chrambachem na separace sulfatovan˝ch polystyrenov˝ch
standard˘ (do pr˘mÏru Ë·stic 2 µm) a na cirkul·rnÌ88 a line·rnÌ
DNA (cit.89).

Sacharidy byly p¯id·v·ny jako aditivum pro separace na
z·kladÏ velikostÌ. Elektroforetick· migrace uniformÏ nabit˝ch
polysacharid˘ m˘ûe b˝t ovlivnÏna p¯Ìdavkem opaËnÏ nabitÈ-
ho moder·toru. Stefansson a spol.90 pouûili aminodextran pro
zlepöenÌ separace hyaluronan˘ na z·kladÏ jejich velikosti v ge-
lovÈ kapil·rnÌ elektroforÈze. Aminodextran interaguje s nega-
tivnÏ nabit˝mi hyaluronany iontovÏ v˝mÏnn˝m mechanis-
mem. SÌla interakcÌ mezi aminodextranem a hyaluronanem
z·visÌ na dÈlce ¯etÏzce hyaluronovÈ kyseliny.

Sacharidy byly aplikov·ny jako chir·lnÌ selektory, nap¯Ì-
klad cyklodextriny pro jejich schopnost rozliöit enantiomery
mechanismem inklusnÌch komplex˘91,92. D·le byl pouûit hepa-
rin93,94 nebo chondroitin sulf·t A, B a C95,96 jako chir·lnÌ
selektor pro enantiomernÌ rozdÏlenÌ r˘zn˝ch farmaceutick˝ch
slouËenin.

Sacharidy byly pouûity jako povlaky kapil·r pro kapil·rnÌ
elektroforÈzu. Metodu pro p¯Ìpravu stabilnÌch celulosov˝ch
povlak˘ popsal Huang a spol.97 CelulosovÈ deriv·ty (nap¯Ìklad
hydroxypropylcelulosa) jsou imobilizov·ny na povrch kapil·-
ry. Takov˝ povlak je hydrolyticky stabilnÌ, vykazuje reprodu-
kovatelnÈ separace deriv·t˘ oligosacharid˘ a glykoforem pro-
tein˘ v pufrech o vysokÈm pH.

Deriv·ty sacharid˘ se pouûÌvajÌ i na dynamickÈ pokrytÌ
kapil·r. Hydroxypropylmethylcelulosa p¯idan· do katolytu,
kter˝m je kapil·ra naplnÏna d¯Ìve neû je nast¯Ìknut vzorek
a spuötÏn elektrick˝ proud, tvo¯Ì dynamickÈ pokrytÌ stÏn kapi-
l·ry a sniûuje interakce mezi proteiny a stÏnou. Mal· mnoûstvÌ
hydroxypropylmethylcelulosy p¯idan· do pufru umoûnÌ pro-
v·dÏt dynamickou izoelektrickou fokusaci protein˘ s vyso-
k˝m rozliöenÌm v nepokrytÈ kapil·¯e za p¯Ìtomnosti elektroos-
motickÈho toku98.

Obr. 6. Separace maltooligosacharid˘ od 2 do 10 glukosov˝ch
jednotek jako deriv·t˘ ABG; kapil·ra: Polymicro Technologies,
Phoenix, USA, 50 µm vnit¯nÌ pr˘mÏr, dÈlka 45 cm, efektivnÌ dÈlka 30
cm, elektrolyt: 200 mmol.l-1 bor·t sodn˝, pH 10,00, napÏtÌ 4 kV;
vzorek: ABG deriv·ty maltooligosacharid˘ s 2ñ9 jednotkami. (1)
derivatizaËnÌ Ëinidlo, (2)ñ(9) deriv·ty maltooligosacharid˘ (ËÌsla od-
povÌdajÌ poËtu glukosov˝ch jednotek) (EOF) elektroosmÛza. Detekce
byla prov·dÏna p¯i 291 nm

Obr. 7. Elektroforetick· separace oligomer˘ dextranu derivatizo-
van˝ch ANTS (cit. 85); kapil·ra: Polymicro Technologies, Phoenix,
USA, 50 µm vnit¯nÌ pr˘mÏr, dÈlka 50 cm, efektivnÌ dÈlka 35 cm,
modifikovan· na vnit¯nÌm povrchu line·rnÌm polyakrylamidem24,
elektrolyt: 0,1 mol.l-1 Tris-bor·t, pH 8,5, napÏtÌ 20 kV, fluorimetrick·
detekce: λex = 325 nm, λem = 514 nm
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8. Z·vÏr

Kapil·rnÌ elektroforÈzu lze pouûÌt pro stanovenÌ r˘zn˝ch
sacharid˘ ve vzorcÌch farmaceutick˝ch, medicÌnsk˝ch, potra-
vin·¯sk˝ch a dalöÌch. V˝hodou je p¯edevöÌm jejÌ jednoduchost
a ˙Ëinnost. PomocÌ kapil·rnÌ elektroforÈzy je moûnÈ separovat
jinak tÏûko rozliöitelnÈ izomery sacharid˘, kterÈ se liöÌ nap¯Ìk-
lad jen v jednÈ vazbÏ.

Tato pr·ce vznikla za finanËnÌ podpory N·rodnÌ agentury
pro zemÏdÏlsk˝ v˝zkum EP 9410/99.
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J. éÌdkov· and J. ChmelÌk (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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