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ANOTACE

Tato bakalai'ska prace se zabyva sacharidy a jejich stanovenim v télnich tekutinach. Prvni ¢ast
je vénovana sacharidim jako takovym, jejich rozdéleni. Dale se zabyva télnimi tekutinami,
jejich rozdélenim a metodami, které se pouzivaji pfi stanoveni sacharidi a jejich konkrétnimu

vyuziti.
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sacharidy, stanoveni, plynovd chromatografie, vysokoucinnd kapalinovd chromatografie,
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TITLE

Analysis of saccharides in body fluids

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with saccharides and their determination in body fluids. First of all,
saccharides themselves are described, their division into groups, and chemical structures are
introduced. In further chapters, the bachelor thesis deals with body fluids and with methods

usually used for saccharides determination and the real usage of that methods.
KEYWORDS

saccharides, determination, gas chromatography, high performance liquid chromatography,
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Uvod
Jedny ze zékladnich pfirodnich latek v rostlinnych a ZivociSnych organismech jsou
sacharidy. Jsou to organické slouceniny, které patii do skupiny polyhydroxyderivati
karbonylovych sloucenin, jinak nazyvanych aldehydy nebo ketony. VétSina sacharidi jsou
vyznamné prirodni latky, ale mnoho dalSich se pfipravuje synteticky. Sacharidy se nejvice

vyuzivaji pro svoji sladkost ve formé sladidel, a to jak ptfirodnich, tak syntetickych.

Nejcastéjsi sacharid, ktery se analyzuje ve vzorcich krve, je glukéza. Glykémie je
koncentrace glukozy v krvi, ktera je za fyziologickych podminek se svymi hodnotami v tzkém
rozmezi, a proto se sleduji odchylky od téchto hodnot. Nadmérnd ptitomnost tohoto sacharidu
se nazyva hyperglykemie, coz je zakladni projev riznych onemocnéni, jako je naptiklad

diabetes mellitus.

Tato bakalatskd prace bude zamétena na vyuziti riznych analytickych metod, které se
pouzivaji ke stanoveni obsahu sacharidi v té€lnich tekutinach, jako je krev nebo mo¢. Dale bude

popisovat, jaky vyznam maji tyto sacharidy pro analyzu.
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1 SACHARIDY

Sacharidy jsou organické slouceniny, které jsou jako jedny z madla organickych
slouCenin nejvice pritomny ve vétSin€ zivych organismi a také v piirod€. Sacharidy jsou
v organismech vyuzivany nejen jako hlavni zdroje energie, ale také jsou zakladnimi
strukturnimi slozkami v dalSich zivych organismech, naptiklad jako ¢ast struktury nukleovych
kyselin, které jsou obsazeny v deoxyribonukleové kyselin€, jinak oznaCované jako DNA.

V ptirod¢ jsou sacharidy tvotfeny rostlinami pomoci fotosyntézy [1].

Sacharidy jsou ve velké mife obsazeny ve vSech rostlinach. Udéva se, ze rostliny
obsahuji 85 az 90 % suSiny sacharidi. Naproti tomu v bunikach nebo zZivociSnych tkanich toto
mnozstvi neptesahuje 2 % susiny. Zakladnimi prvky, ze kterych jsou sacharidy slozeny, jsou

uhlik, kyslik a vodik. Zakladem molekuly je uhlikovy fetézec, ktery obsahuje 3 - 9 atomti uhliku
[1].

Sacharidy jsou dale rozdélovany podle poctu cukernych jednotek. Cukerné jednotky
jsou nejjednodussi sacharidy - tzv. monosacharidy. Monosacharidy obsahuji pravé jednu
cukernou jednotku, disacharidy obsahuji 2 stejné nebo rtizné cukerné jednotky, oligosacharidy
obsahuji 2 - 10 riznych nebo stejnych cukernych jednotek a posledni skupinou jsou

polysacharidy, obsahujici vice nez 10 cukernych jednotek [2].

1.1 Monosacharidy

Monosacharidy jsou nejjednodus$imi sacharidy. Obsahuji jednu cukernou jednotku,
obsahuje uhlikovy fetézec se 3 - 9 atomy uhliku, dale obsahuje alkoholovou skupinu a
aldehydickou nebo ketonickou skupinu. Monosacharidy s aldehydickou skupinou se nazyvaji
aldoézy, s ketonickou ketdzy. Nejjednodussi monosacharid je glyceraldehyd obsahujici

trojuhlikovy fetézec [1].

1.1.1 Xyloza

Xyldza, neboli dievny cukr, je pentdza, viz obrazek 1. Ve svém fetézci ma 5 atomu
uhliku. Vyskytuje se v zemé&délském odpadu, jako je ryzova slama, kukufi¢né klasy a ¢asti

tvrdého dieva [3].

Xyloza je také ¢ast polysacharidu hemiceluldzy. Pouziva se jako sladidlo, a to ve forme

v

xylitolu [4]. Je to druhy nejhojnéjsi cukr, ktery se vyskytuje v ptirodé [5].
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Xylitol je cukerny alkohol, ktery se pfipravuje z xylozy, vyskytuje se v tvrdych

drevinach, slamé, ryzi, cukrové titin€ a v rizné zelenin€ a ovoci [6].

Primyslovému vyuzivani xyldzy je v soucasné dobé vénovana velka pozornost kviili
vysoce hodnotnému vyuziti biomasy [4]. Efektivni fermentace xylozy totiz vede k pfeméné

obnovitelnych zdrojii biomasy na biopaliva a dalsi chemikalie [5].

Hlavnim cilem soucasného vyzkumu se stava otazka vyuzivani xylozy k vyrobé
ethanolu. Pokud by se pfi fermentaci pouzila jako zdroj uhliku xyléza, bylo by mozné vyftesit
energetickou i potravinovou krizi. [4] K fermentovani cukrii se v primyslu hojné vyuzivaji
kvasinky Saccharomyces cerevisiae, ty ale nejsou schopné xylézu metabolizovat, ale diky
vyzkumiim se ukazalo, Ze riizné nerekombinantni kmeny S. cerevisiae jsou schopny na xyloze

rust. Timto by pak bylo mozné xylozu fermentovat na ethanol [5].

Obrazek 1: Strukturni vzorec D-xylozy

1.1.2 Riboza

Riboéza je velmi vyznamny monosacharid. Je to pentdza, jelikoZ obsahuje ve svém
fetézci 5 atomu uhliku. Strukturni vzorec ribdzy je znazornén na obrazku 2. Riboza se v lidském

téle nachazi v kyseling ribonukleové (RNA) [7].

RNA je komplexni sloucenina, ktera se podili na syntéze bunécnych proteini a
nahrazuje DNA, jako nosi¢ genetickych kodu v nékterych virech. RNA se sklada z nukleotidd,
které obsahuji dusikaté baze a rib6zu. Celd molekula je propojena fosfodiesterovymi vazbami.

Dusikaté baze, které obsahuje RNA, jsou adenin, guanin, cytosin a uracil [7].
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Riboza se sklada z pétiuhlikatého fetézce, ktery tvoii ,,patei polymeru RNA [7].
Riboza se vyuziva k syntéze antivirovych a protirakovinnych 1é¢iv prave kvili jejimu vyskytu
v molekule RNA [8].

O

Z
H——OH
H——OH
H——OH

“OH

Obrazek 2: Strukturni vzorec D-ribozy

1.1.3 Glukoza

Glukoza, jinak nazyvéana jako hroznovy cukr, krevni cukr nebo dextroza, je jeden
z nejvyznamnéjSich monosacharidii v ptirodé. Jeji strukturni vzorec je zobrazen na obrazku 3.

Glukoéza vznika v rostlinach jako produkt pfi fotosyntéze a je v nich nasledné vyuZivana jako

vvvvvv

Glukéza je hexodza, obsahuje tedy 6 atomil uhliku. Nejvice se vyskytuje v ovoci,
ovocnych St'avach, medu, ale také volné v krvi. Glukoza je rozpustna ve vodé a je také soucasti
Skrob obsahuji ve své struktufe glukézu [2]. Redukei glukézy vznikd glucitol (alkoholicky
cukr), ktery je pouzivan diabetiky [9].

V lidském téle se glukdza vyuziva jako zdroj energie pro kazdou buiiku v téle. Nezbytna
je pro mozek a Cervené krvinky, pokles jeji hladiny miize zplsobit jejich naslednou poruchu.
Hladina glukdzy - neboli glykemie, se u zdravého jedince nijak neméni. JelikoZ na ni zavisi

mnoho pochodt v lidském téle, jeji hladina je udrZzovéana v uzkém rozmezi [10].

Pro lidské t€lo je glukdéza rychlym zdrojem energie, proto ji vyuzivaji napiiklad

sportovci. Ve formé infizi se pouziva pii umélé vyzive [9].
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Obrazek 3: Strukturni vzorec D-glukozy

1.1.4 Fruktoza

Frukt6za - neboli ovocny cukr, je monosacharid obsahujici ve své struktufe 6 atomil
uhliku, je to tedy, stejn€ jako glukdza, hexdza. Strukturni vzorec je zndzornén na obrazku 4.
Nejvice fruktézy lidské télo ziskava z ovoce a medu, Castecné také ze zeleniny. V ovoci se
nachazi z ¢asti volna forma fruktdzy, ale z vétSi ¢asti se vyskytuje v podob¢ disacharidu

sacharozy [11].

Fruktéza se hojné pouziva jako sladidlo, jeji sladivost je vysSi v porovnani s ostatnimi
sacharidy. Fruktéza ma nizky glykemicky index, proto je Casto doporufovana pro pacienty

trpici diabetem [12].

Fruktéza se velmi proslavila s pfichodem kukufiéného sirupu s vysokym obsahem
fruktozy, ktery je hojné pouzivanym sladidlem. Kukufi¢ny sirup je vyznamnym spoustécem

obezity a metabolického syndromu, chemicky se sklada z glukézy a fruktozy [13].
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Obrazek 4: Strukturni vzorec D-fruktozy

1.1.5 Galaktoza

Galaktoza je ptirodni aldohexoza. Je to hexdza obsahujici ve svém fetézci 6 uhliki.
Strukturni vzorec je znazornén na obrazku 5. V pfirodé¢ je vSudypiitomnd, vyskytuje se
napiiklad v bakteriich, rostlinach, ale i zvitatech. Vyskytuje se jako volna, nebo vazana. Vazana
forma obsahuje oligosacharidy, polysacharidy, glykoproteiny a glykolipidy. Galaktéza se
nejvice vyskytuje v disacharidu laktéze. Laktéza se skladd z molekuly gluk6zy a molekuly

galaktozy a vyskytuje se v matetském mléce u vétSiny savct [14].

Galakt6za ma stejny sumarni vzorec jako glukdza a také ma podobnou strukturu. Jeji
odli$nost se vyznacuje pouze v poloze jedné hydroxylové skupiny. Pravé tento nepatrny rozdil
ve struktufe tohoto monosacharidu mu dava moznost riznych chemickych i biochemickych

vlastnosti [14].

Galaktoza také slouzi jako zivina nebo vychozi latka pro syntézu laktozy, glykolipidd,

glykosaminoglykanii a dalSich [14].
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Obrazek 5: Strukturni vzorec D-galaktdzy

1.2 Disacharidy

Disacharidy jsou latky rozpustné ve vodé s charakteristickou sladkou chuti, stejn¢ jako
monosacharidy. Disacharidy se skladaji ze dvou molekul stejnych, nebo raznych
monosacharidil, které jsou k sobé& pfipojeny glykosidovou vazbou. Ke §tépeni této glykosidové

vazby dochdazi v pfitomnosti enzymu zndmym jako glykosiddza [15].

Mezi nejvyznamnéjsi zastupce disacharidi patifi sachar6za, maltéza a laktoza [15].
Disacharidy se ve své volné formé v ptirodé ptili§ nevyskytuji. Nejvice v ptirodé zastoupenym
cukrem je sachardza. Sachar6za je produkovana chlorofylnimi rostlinami a jeji obsah

v rostlindch je vyssi nez u ostatnich disacharidl nalezenych v ptirodé [16].

1.2.1 Sacharéza

Sachar6za, znama také jako fepny ¢i titinovy cukr, je neredukujici disacharid. Jeji
systematicky nézev je f-D-fruktofuranosyl-a-D-glukopyranosid, z ¢ehoZ vyplyva, Ze je to
disacharid sloZzeny z molekuly glukézy a fruktozy [15]. Jeji strukturni vzorec je zndzornén na

obrazku 6. Sacharozu lidské télo ptijima jako jednu z mala v Cisté krystalické formé [17].

Je to nejCastéji pouzivané sladidlo ve svété. Pii zahtati se rozklada na uhlik a vodu, coz
se projevuje tmavnutim do hnédé barvy, tzv. karamelizovanim. Sachardza je také jeden
z hlavnich produktt fotosyntézy rostlin. Je to jedna z nejbéznéjSich forem sacharidu, které jsou
transportovany pii fotosyntéze [18]. V rostlinach se nejcastéji vyskytuje v listech, stoncich

nebo plodech [15].

V Ceské republice se jako zdroj sachardzy pouziva nejcastéji cukrova fepa, ze které se
ziskava primyslové. Sachardza obsahuje vysokou koncentraci zdroje energie, ale nema zadnou

vyzivovou hodnotu, CemuZ se jinak fika ,,prazdna kalorie® [19]. V piipad¢ nadmérne
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konzumace sachar6zy muze dochézet k Castym zdravotnim komplikacim, jako je napiiklad

cukrovka, vznik zubniho kazu nebo obezita [20].

Obrazek 6: Strukturni vzorec sacharozy

1.2.2 Laktoza

Laktoza - neboli mléény cukr, je disacharid sloZzeny z molekuly galaktozy a glukozy.
Tyto dva monosacharidy jsou spojeny glykosidovou vazbou. Strukturni vzorec je znazornén na
obrazku 7. Laktoza je obsazena vyhradné v matetském mléce vSech savcti [21]. Laktoza neni
ptilis sladka, ale v mléku se projevuje nasladlou chuti [22]. V porovnani se sachar6zou se

laktoza hiife rozpousti ve vode a pomaleji se vstiebava v zazivacim traktu [22].

Laktoza je dalezitym zdrojem energie a podporuje absorpci vapniku. Tento proces je
podporovan produktem Stépeni laktozy, kyselinou mlé¢nou. Vyuzitelnost vapniku v téle zavisi

na hladin€ pH ve stfevech, ¢im niZsi pH, tim se vyuZitelnost i rozpustnost zlepSuje [22].

V ptipadé nedostatku enzymu laktaza, ktery stépi laktozu, vznika laktdzova intolerance.
Laktoza, kterd se nedokéaze rozstépit, prestupuje do stiev, kde se méni na kyseliny, a tam ptisobi

drazdiveé. Zpusobuje kiece, bolesti a nadymani [23].
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Obrazek 7: Strukturni vzorec laktdzy

1.3 Oligosacharidy

Oligosacharidy, casto oznacovany jako prebiotika [9], se skladaji ze 3 - 10 rtiznych nebo
stejnych monosacharidi. Oligosacharidy se pfipravuji Stépenim polysacharidi, nebo se
vyskytuji volné v piirodé. Neékteré oligosacharidy se vyskytuji v rostlindch, naptiklad

trisacharid rafindza. Jeho molekula se skladé z galaktozy, glukozy a fruktézy [1].

1.3.1 Rafindza

Rafinéza je trisacharid slozeny z molekuly glukédzy, galaktozy a fruktozy. Tyto
monosacharidy jsou navzdjem propojeny glykosidovou vazbou [1]. Strukturni vzorec je

znazornén na obrazku 8.

Rafindza i ostatni oligosacharidy se nejvice vyskytuji v luSténinach. Ty zplsobuji po
konzumaci nadymani. JelikoZ nejsou Sté€peny v tenkém stfeve, prechazeji do tlustého stieva ve své
puvodni formé a jsou mikroflérou fermentovany za vzniku rtznych plynt a nizSich mastnych
kyselin. Pro snizeni obsahu oligosacharidi v luSténinach se lusténiny namaceji do vody, aby v nich

byl sniZen obsah oligosacharidi, a tim také jejich nadymavy ucinek [24].
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Obrazek 8: Strukturni vzorec rafindzy

1.4 Polysacharidy

Polysacharidy jsou pfirodni polymery. Skladaji se zvice nez 10 monosacharidu
spojenych kovalentni glykosidovou vazbou [17,25]. Polysacharidy slozené ze sacharidl
stejné¢ho druhu se nazyvaji homopolysacharidy, mezi které se fadi naptiklad Skrob, glykogen,
inulin, celuléza nebo dextran. Polysacharidy slozené zriznych sacharidi se nazyvaji
heteropolysacharidy. Heteropolysacharidy jsou slozené ze dvou a vice riznych jednotek. Mezi

n¢ patii naptiklad agar nebo glykosaminoglykany [26].

Polysacharidy jsou diilezZité pro vSechny organismy [25]. V pfirodé tvoii asi 75 %
veSkeré organické hmoty, proto je rozdélujeme podle funkce na zasobni, stavebni nebo plnici
funkci fyziologicky aktivnich latek [27]. Vyznamné jsou jako stavebni material pro rostliny a

pro ZivoCichy piedstavuji dilleZitou zasobni latku [25].

1.4.1 Skrob

Skrob je nejvyznamngjsi polysacharid, ktery slouzi rostlinam jako zasobni latka. Je to
homopolysacharid, sloZzeny z amylosy a amylopektinu. Amylosa tvoti okolo 20 — 30 % Skrobt
a jeji molekula je sloZena z glukosovych zbytkil spojenych a-1,4-glykosidovymi vazbami.
Amylopektin je hlavni sloZkou molekuly Skrobu, tvoii 70 — 80 %. Jeho strukturni vzorec je
znazornén na obrazku 9. Tak jako amylosa, i amylopektin je sloZzen z glukosovych zbytka

spojenych a-glykosidovymi vazbami [26].

Amylopektin se hydrolyticky $té€pi enzymem amylédzou na limitni dextriny a maltdzu,

které dale difunduji z bunky a vyzivuji rostlinné tkané [15].
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Obrazek 9: Strukturni vzorec amylopektinu
1.4.2 Inulin

Inulin je polysacharid nachazejici se v kofenech a hlizach rostlin. Strukturni vzorec je
znazornén na obrazku 10. Je sloZzen z malého mnozstvi D-fruktdzy, proto je rozpustny ve vodé.
Inulin se pouziva pro vySetfeni inulinové clearance (vySetteni filtra¢ni funkce ledvin) nebo pro
urcovani extracelularnich prostort. Inulin totiz pfi intraven6znim podani vstupuje do intersticia

misto do bun¢k [26].

Inulin se také fadi mezi vldkniny. V travicim traktu je ¢aste€né rozpoustén a dale se Stépi
az v tlustém stfevé, kde vznikaji nizs$i mastné kyseliny. Ty jsou pro stfevni bunky zdrojem
energie. Charakteristickou vlastnosti vlakniny je jeji nabobtnavani ve stfevech a v dusledku

toho snizuje pH. Diky nabobtnéani brani ke vstebani cholesterolu a glukozy [28].

21



OH

OH O

OH
OH

HO

OH
OH

Obrazek 10: Strukturni vzorec inulinu

2 TELNI TEKUTINY
2.1 Krev

Krev je viskozni kapalina Cervené barvy. Jeji charakteristicka barva je dana
hemoglobinem, coz je krevni barvivo obsahujici ve své struktufe zelezity kation. Krev je
soucasti intravaskularniho oddilu extracelularnich télnich tekutin a jeji celkovy objem v
lidském téle odpovida asi 6-8 % télesné hmotnosti [29]. Krev se nachazi uvnitt cévniho ob&hu
kazdého Zivocicha. Slouzi k transportu zivin, kysliku a odstranovani odpadnich latek [28]. Pro

analyzu se pouziva plna krev, plazma nebo sérum.

2.1.1 PIna krev

PIna krev se sklada ze dvou slozZek, a to z krevni plazmy a krevnich elementl. Mezi

krevni elementy patii erytrocyty, leukocyty a trombocyty. Krevni plazma obsahuje pfevazné
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vodu a organické a anorganické latky. Mezi anorganické slozky patii anionty a kationty, mezi

organické slozky patii dtlezité bilkoviny [30].

2.1.2 Plazma

Krevni plazma je vodny roztok nazloutlé barvy, ktery obsahuje anorganické a organické
latky. Anorganickymi latkami jsou anionty a kationty. Hlavnimi anionty krevni plazmy jsou
chloridy a bikarbonat. Kationty vyskytujicimi se v nejvétsi mite jsou sodik, draslik a vapnik. K
hlavnim organickym slozkam plazmy patii bilkoviny, jako naptiklad albuminy, globuliny nebo

fibrinogen [29,30].

Krevni plazma vznikd z nesrdzlivé plné krve. Pfidavaji se k ni protisrazliva Cinidla,
kterd zabraniuji hemokoagulaci. Nesrazliva krev se nésledné centrifuguje, ptfi¢emz dochazi k

oddéleni plazmy od krevnich elementli a vznika vysledny vzorek krevni plazmy [29].

2.1.3 Sérum

Sérum je nazloutld nebunécna tekuta slozka krve. Je velmi podobna krevni plazmé, ale
na rozdil od ni neobsahuje fibrinogen ani jiné koagulacni faktory. Sérum vznik4 po vysrazeni
plné krve a naslednym odstranénim krevni sraZzeniny. Pfiprava séra a plazmy je zndzornéna na

obrazku 11 [29].

Pro analyzu se pouZivaji spiSe vzorky séra, jelikoZ ve vzorcich nedochéazi k problémim

s protisrazlivymi ¢inidly, ty totiZ sérum neobsahuje [30].

plazma s obsahem
srazecich faktord

sérum

ALY
—

FARY
—— i (gel)

~ 30 minut sraZeni,

centrifugace centrifugace

krevni
zkumavka s antikoagulacnim erytrocyty  zkumavka bez antikoagulacniho srazenina

Cinidlem cinidla (s gelem)

A B

Obrazek 11: Ptiprava plazmy (A) a séra (B) (pfevzato a upraveno z [31])
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2.2 Moc

Moc je svétle zluta az tmavé zlutd kapalina, kterd je z pohledu analyzy velmi dobrym
vzorkem. Jeji odbér je neinvazivni, lze ji ziskat ve velkém mnozstvi, je velmi stabilni a

vyznacuje se vysokou vypovédni hodnotou [31].

Moc¢ slouzi v lidském téle k vyluCovani odpadnich a toxickych latek. V dusledku
metabolickych procest v téle vznika velké mnozstvi katabolitli, neboli odpadnich latek, které
jsou nepotiebné nebo dokonce toxické. Téchto Skodlivin se lidské télo zbavuje pomoci ledvin,

které produkuji moc. Odpadni latky jsou taktéz vylucovany kizi nebo plicemi [32,33].

Moc¢ se sklada z95 % vody a z 5 % rozpusténych latek. Jeji latkové slozeni je
znazornéno v tabulce 1. Rozpusténé latky se skladaji ptevazné z mocoviny, jez je metabolickym
odpadnim reziduem produkovanym v jatrech. Mocovina vznik4d rozkladem bilkovin a
aminokyselin a jeji obsah v rozpusténych latkach je témet polovinou z celkového mnozstvi.
Mezi ostatni organické latky, které se v moc¢i nachézeji, patii kreatinin a kyselina mo¢ova. Mo¢
obsahuje také gluk6ézu a aminokyseliny [30]. Mezi anorganické slozky moci patii chloridy,

sodik, draslik, fostaty a dalsi [34].

Tabulka 1: Primarni slozky normalni zdravé moci v€etné popisu a vzniku [34]

Slozka moci Popis a vznik
_ Primarni organicka slozka.
Mocovina ) ) ' )
Produkt metabolismu proteint a aminokyselin.
Kreatinin Produkt metabolismu kreatinu ve svalech.
Kyselina )
Produkt rozkladu nukleovych kyselin.
mocova
Chloridy Primarni anorganicka slozka.
Draslik Vyskytuje se v kombinaci s chloridy a dal§imi solemi.
Sodik Odlisnosti obsahu podle piijmu soli v potravé.
Fosfat Slouzi se sodikem jako pufr krve.
Amonné soli Reguluji kyselost krve.
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3 METODY STANOVENI SACHARIDU

Nejcastéji vyuzivané metody pro stanoveni sacharidi v télnich tekutinach jsou
spektrofotometrie, plynova chromatografie a vysokoucinna kapalinova chromatografie. Mén¢

Casto jsou vyuzivany kolorimetrické metody a Ramanova spektroskopie.

3.1 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je kvantitativni analytickd metoda z odvétvi spektroskopie. Vyuziva
toho, Ze kazda sloucenina absorbuje nebo alespon propousti svétlo v ur¢itém rozsahu vinovych
délek. M¢éti se tedy, kolik svétla latka absorbuje nebo propousti. Diky tomu je mozné pomoci
spektrofotometrie urcit vlastnosti méteného analytu, jakou je naptiklad koncentrace. Pro méteni

muze byt naptiklad pouzivan spektrofotometr zndzornény na obrazku 12 [35].

Vétsina pristroji pouziva filtry, pak se jedna o fotometry. Hranoly nebo mfizky
vyuzivaji spektrofotometry. Ty pak slouzi k vybéru rozsahu vinové délky. Energie, ktera

prochazi skrze vzorek, je nasledné castecné odrdzena, absorbovana a propousténa [36].

Lambert-Beertiv zakon, ktery se uplatiiuje ve spektrofotometrii, popisuje vztah mezi
absorbanci a koncentraci analyzovaného roztoku. Ten uvadi, Ze koncentrace analyzované latky
je pfimo imérna mnozstvi absorbovaného svétla. Lambert-Beerliv zdkon zavadi veli€iny, jimiz
jsou transmitance (T) a absorbance (A). Transmitance je mnoZstvi propusténého zareni

vzorkem, to je popsano nasledujici rovnici (1) [36].
T=— (1)

kde: T= transmitance; I= intenzita zafeni, které proslo vzorkem, lo= intenzita zafeni, které¢ do

vzorku vstoupilo

Absorbance je rovna zapornému piirozenému logaritmu transmitance, coz vyjadiuje rovnice

(2):

A=—logT:—logé (2)
kde: A= absorbance, T= transmitance
Cely Lambert-Beertiv zakon je vyjadien nasledujici rovnici (3):

A= excxl 3)
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kde: A= absorbance; €= molarni extinkéni koeficient [cm™ mol?], ¢= latkova koncentrace

[mol/1], I= délka kyvety [cm]

Lambert-Baartiv zdkon plati pouze pro velmi zfedéné roztoky, protoze tvrdi, Ze molarni
extink¢ni koeficient je nezévisly na koncentraci. Toto tvrzeni plati pouze u zfedénych roztokt
do koncentrace 10 mol/l. Molarni extinkéni koeficient je pro kazdou latku charakteristicky

[37].

Kolimator Stérbina Detektor
’__,_.—"' A\l o It I—-
Zdroj svétla Monochromator Kyveta se vzorkem Digitalni displej

Obrazek 12: Zakladni schéma spektrofotometru (ptevzato a upraveno z [35])

3.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie mliZze byt pouzivana pro kvalitativni a kvantitativni analyzu.
Zatazuje se do separacnich analytickych metod. Zakladnim principem této metody je rozdéleni
slozek smési do staciondrni a mobilni faze na zéklad€ absorpce a rozpousténi. V ptipade
plynové chromatografie je stacionarni faze umisténa v kolonég, skrze kterou prochazi mobilni
faze, v tomto ptipad¢ nosny plyn. Nosny plyn unasi davkovany vzorek kolonou [38]. V koloné
jsou slozky separovany a po vystupu z kolony jsou detekovany detektorem. Nejcastéji se

plynova chromatografie pouZziva pro rozdéleni t€kavych latek [39].
Plynovy chromatograf (znazornény na obrazku 13) se sklada z:

- davkovace vzorku - zajiStuje vpraveni vzorku pomoci injekéni stiikacky do
proudu nosného plynu

- tlakové lahve, ve které je nosny plyn

- chromatografické kolony

- detektoru

- termostatu

- systému zajist'ujici zpracovani dat (pocitac ptes A/D prevodnik) [40]
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Obrézek 13: Schéma plynového chromatografu (pfevzato a upraveno z [41])

Jako nosny plyn se pouzivaji inertni plyny, které nemohou ve velké mife reagovat

s analytem. Nejcastéji se pouziva dusik, déale také argon, helium a vodik [42].

3.2.1 Kolony v plynové chromatografii

Kolony se déli na dva typy. Prvnim typem jsou kolony naplnové, které obsahuji
staciondrni fazi sloZzenou z rliznych typt latek, a to bud’ kapalného nebo pevného skupenstvi.
DalSim typem jsou kolony kapilarni, ve kterych je stacionarni fdze nanesena pfimo na povrchu

uvnitt kapilary [42].

Stacionarni fazi v plynové chromatografii d€lime na GSC (Gas-Solid Chromatography)
a GLC (Gas-Liquid Chromatography). Pfi GSC je stacionarni faze tvofena tuhou latkou, ktera
slouzi k adsorpci analytt. Pii GLC se analyt rozdéluje podle rozpustnosti a tékavosti mezi
kapalnou stacionarni fazi a plynnou mobilni fazi. Napliiové kolony jsou svym primérem vetsi
(2 — 5 mm) nez kapilarni (0,2 — 0,7 mm). Jejich délka je ale mensi (0,5 — 4 m) v porovnani
s kapilarni (10 — 100 m). DalSim odlisnosti je, ze napliiové kolony jsou vyrabény z oceli nebo
ze skla. Kapilarni kolony jsou vyrabény z kiemene, vnitini strana kapilary je upravena takovym

zpusobem, aby na ni mohla byt zakotvena staciondrni faze [42].

3.2.2 Detektory v plynové chromatografii

Detektor pfevadi mnozstvi zachyceného analytu na elektricky signél, ktery je odesilan
do sbérnice dat na konci kolony. Vysledkem je chromatogram, ktery analyty zobrazuje

v podobé piki [38].

Mezi nejcastéji aplikované detektory v plynové chromatografii patii plamenoionizacni

detektor. Vyznacuje se vysokou citlivosti a detekuje vSechny latky obsahujici uhlik. Principem
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plamenoionizacniho detektoru je meéfeni elektrického proudu elektrodami, tento tok
elektrického proudu je zpiisoben nabitymi casticemi v nosném plynu. Vznik téchto ¢astic je
zplisobeny spalovanim analytu v kysliko-vodikovém plamenu. Hlavni vyhodou detektoru je

jeho univerzalnost a jeho schopnost se samocistit [38].

Kuvalitativni charakteristikou plynové chromatografie, resp. chromatogramu, je retencni
cas. Kvantitativni charakteristikou je plocha pod pikem nebo vyska chromatografického piku.
Retencni Cas (tr) nam tika, jakou dobu analyt setrvava v separacnim systému. Mrtvy cas (tm)

vypovida, jak dlouho prochazi mobilni faze chromatografickym systémem [42].

3.3 Vysokotucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performace Liquid Chromatography,
HPLC) je analytickd metoda zalozena na separaci latek. Mobilni fadze je kapalna, jejim
principem je separace zalozena na rovnovazné distribuci analytl mezi vzdjemné nemisitelnymi
fazemi. Staciondrni fize neni pohybliva a je ukotvena uvnitf chromatografické kolony na
pevném nosici [43]. Mobilni faze je pod vysokym tlakem tlacena okolo stacionarni faze.

Rozdéleni analytu mezi kolony zavisi na afinité k nim [44].

Pokud je stacionarni fadze vysoce nepoldrni a mobilni fadze polarni, jednd se o
HPLC sobracenymi fazemi (RP-HPLC, Reversed-Phase-High Performance Liquid
Chromatography). Jako polarni mobilni faze se pouzivaji organické slozky ve smési s vodou,
aby se Castecné snizila jejich elucni sila, kterd je velmi vysoka. NejCastéji se pouZivaji nitrily
(acetonitril), alhoholy (methanol) nebo ethery. Nepolarni stacionarni faze, kterd se pouziva

nejcastéji, je tvorena silikagelem s chemicky vazanou uhlovodikovou skupinou [45].

Méné casto aplikovana je HPLC s normalnimi fdzemi, kdy stacionarni fazi byva
vétSinou latka polarni povahy, jako naptiklad aminopropyl nebo silikagel. Mobilni faze je oproti

stacionarni mén¢ polarni, naptiklad chloroform [44].

Cistota mobilni faize miiZze ovliviiovat kvalitu a Gi¢innost separace, proto je nutné, aby
byla ptipravovéna z latek s vysokym stupném cistoty. Zdrojem necistot v mobilni fazi miizou
byt chemikalie slouzici k upravé pH. Mobilni faze miize byt odplyfiovana pomoci ultrazvukové

lazné nebo degaséru, aby rozpusténé plyny neovliviiovaly separaci latek [45].

Zakladni pfistrojové vybaveni kapalinového chromatografu, zndzornéného na obrazku

14, se sklada ze zasobniku s mobilni fazi, odplynovace mobilni faze, vysokotlakého cerpadla,
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davkovaCe vzorku, termostatu, chromatografické separacni

kolony,

vyhodnocovaciho systému, kterym je ve vétSin€ pripada pocitac [47].
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Obrazek 14: Schéma vysokouc¢inného kapalinového chromatografu (pfevzato a

upraveno z [46])

3.3.1 Vysokotlaka ¢erpadla pro HPLC

wevr

cerpani mobilni faze pomoci pistovych nebo membranovych Cerpadel. Ty umoznuji Cerpani
vodné ¢i organické mobilni faze pod vysokym tlakem. Pistové pumpy jsou pouzivany
nejcastéji, jelikoz jejich praci je mozno dosdhnout stabilniho a konstantniho tlaku. Tyto pistové
pumpy jsou slozeny ze dvou pohybujicich se pistii, které se pohybuji v protifazi. Existuje i fada
dalsich typt Cerpadel, jednim z nich je Cerpadlo, které pracuje na principu injekéni stiikacky,
kdy je naplnéno mobilni fazi. Nevyhodou téchto Cerpadel je omezeny objem vyzadujici

opétovné napliovani mobilni fazi. Naopak jejich vyhodou je prace s konstantné nizkym

prutokem rozpoustédla [48].
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3.3.2 Kolony HPLC

Chromatograficka kolona je trubice z nerezové oceli, kterd je naplnéna stacionarni fazi,
lisici se podle ucelu pouziti. VEtsSinou se jedna o napli v podobé Casticovych sorbentt, jako je
napfiklad silikagel, oxid hlinity nebo jiné druhy geld. Délka kolon se pohybuje v rozmezi 50 az
250 mm, vnitini pramér odpovida 3 — 4,6 mm. Sorbenty, kterymi jsou kolony naplnény, maji
vétsinou pramér do 10 um. Pro bézny priitok mobilni faze se voli rychlost 0,5 — 5 ml za minutu

[48].

Kolony, které jsou v dnesni dob¢ velmi Casto pouzivany, jsou tzv. monolitické kolony.
Jsou naplnény jednim kusem poérovitého anorganického nebo organického materialu. Nejvyssi
ucinnost maji pii nizsich tlacich a vy$$im pratoku mobilni faze. Pfedkolona, kteréd je umisténa
mezi davkovacem a kolonou, slouzi k ochran€ kolony pted necistotami a jinymi nezadoucimi

materialy [48].

3.3.3 Detektory HPLC

Detektor je zafizeni monitorujici analyt vychézejici z kolony. Ukazuje nam, jakou
koncentraci maji separované latky. Tyto udaje ndm piedava v podob¢ chromatografickych piku,
které zobrazuji intenzitu signalu v zavislosti na case. Detektor je umistén ihned za kolonou, aby
byly analyty detekovany ihned po eluci z kolony. Diky jeho umisténi jsou vysledky meéteni

piesné a je dosazena nejvySsi mozna detekcni citlivost. Vlastnosti, jako je vysoka citlivost a

vvvvvv

Mezi detektory vyuZivané k detekci v kapalinové chromatografii, patii naptiklad
UV/VIS detektory, fluorescen¢ni, elektrochemické, radiochemické, turbidimetrické a
vodivostni. Nejvice pouZivanymi detektory jsou spektrofotometrické, refraktometrické nebo
fluorescenc¢ni. Nejbéznéjsi je ovSem spektrofotometricky detektor, jelikoz méd mnoho vyhod,
jako detekce Siroké Skaly analyti, dobra citlivost a jednoduchost. Spektrofotometrické
detektory, které dokéazi nejdokonaleji proméfit cela absorpcni spektra detekovanych latek,

pracuji na principu detekce pomoci diodového pole [44].

3.4 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je optickd metoda. Systém NIR Ramanovy spektroskopie,
ktery se vyuziva pro analyzu, je popsan na obrazku 15.

Sklada se ze:
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- zdroje monochromatického zafeni (excitacni laserova dioda s vlnovou délkou
830nm),

- holografického pasmového filtru s propustnosti 80 %,

- ktfemenné kyvety, skrze jejiz stény je pomoci optickych vldken méten vzorek,

- soustavy zrcadel,

- CCD detektoru, kam je dispergovano svétlo,

- spektrografu, ktery méii vysledné hodnoty,

830nm laserova dioda

_ ( ' holograficky
pasmovy filtr

tekuty
vZorek

soustava zrcadel

spektrograf
svazek
optickych GCD detektor
viaken

Obrazek 15: Blokové schéma systému NIR Ramanovy spektroskopie
(ptevzato a upraveno z [49])

Pti méteni dochézi k tomu, Ze svételny paprsek vychazejici z laserové diody, prochazi
pasmovym filtrem. Tento paprsek dale prochazi pfes paraboloidni zrcadla a maly hranol na
kifemennou kyvetu se vzorkem. Rozptylené svétlo z povrchu vzorku krve je sbirdno zrcadlem
do svazku optickych vldken a ptevadi jej do spektrografu. Spektra jsou sbirana detektorem,

¢imz je ziskano spektrum [50].
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4 STANOVENI GLUKOZY

Diabetes mellitus je onemocnéni spojené s poruchou hladiny gluko6zy v krvi. Patii mezi
nejrozsifenéj$i metabolickd onemocnéni na celém svété. Aby se predesSlo zavaznym
komplikacim spojenych s cukrovkou, jako je naptiklad slepota, kardiovaskularni problémy,
ztrata koncetin a mnoho dalSich, je potteba hladinu glukozy pravidelné monitorovat a také vCas

diagnostikovat nové pacienty s timto onemocnénim [51].

4.1 Stanoveni glukozy v krvi

Stanoveni glukézy vkrvi lze provadét pomoci Ramanovy spektroskopie,
spektrofotometrie a pomoci kombinace plynové chromatografie s izotopovym fedénim a

naslednou hmotnostni spektrometrii (ID-GC/MS).

4.1.1 Stanoveni gluk6zy Ramanovou spektroskopii

Stanoveni plné krve pomoci Ramanovy spektroskopie je velmi vyhodnou metodou
nejen pro analyzu hladiny glukdzy, je to rovnéz metoda, pfi které je mozné provadét simultanni
analyzu vice slozek v systému [50].

Ptiprava vzorku pro tuto metodu je nasledujici: pro analyzu plné krve se vzorek nijak
upravovat nemusi, pouze se odebird do zkumavky s antikoagulacnim ¢inidlem, jako je EDTA
nebo heparin [51]. Pro analyzu vzorku séra se pfipravuje odebranim krve od pacienta,
naslednym vysraZenim a centrifugaci. Timto je dosazeno odd¢leni krevnich komponentt od
séra, které slouzi dale k analyze [52].

Pfi srovnani vice studii 1ze konstatovat, Ze pokud je jako matrice pouzita plna krev nebo
sérum, laserova dioda ma vlnovou délku 830nm a velikost spektralniho rozsahu odpovida 700-
1800 cm’!, vysledky méfent jsou si velice podobné [49,50,52,53].

Ramanovu spektroskopii 1ze pouzit pro kvantitativni analyzu a ziskani relevantnich

informaci o biomolekularnich strukturach s akceptovatelnou ptesnosti [50].

4.1.2 Stanoveni glukozy s glukdzaoxidazou a peroxidazou

Dal$i metodou, ktera je velmi Casto vyuZivana v klinické biochemii, pro analyzu
glukozy v krvi je enzymatické stanoveni pomoci glukézaoxidazy a peroxidazy pomoci
spektrofotometie.

V soucasnosti je tato metoda stanoveni nejvice rozSifend. Glukoéza je v plazmé
spektrofotometricky analyzovana s glukézaoxidazou (GOD) a peroxiddzou (POD). Principem

této metody je reakce glukozy za vzniku D-glukonolaktonu za katalyzy glukézaoxidazy,

32



(popsédno rovnici 4) a nasledné oxidacni kopulaci peroxidu vodiku s 4-aminofenazonem a
fenolem za katalyzy peroxidazy. Vznikd chinoniminové barvivo (popsano rovnici 5), jehoz
intenzita je spektrofotometricky méfena. Tato metoda je také oznacovana jako Trinderova

reakce. [54,55].

B-D-glukéza + O, + H,0 glukézaoxidaza N B-D-glukonolakton + H ,0, 4)

D . @
Peroxiddza ®)]

u_‘(ta.N,N 0 + @ + 2H,0, —————> [lg(‘\n'N o + 4H0
)_2 \— f N .
3 2 H.C

Chinonimin

Ptiprava vzorku zafind odbérem krve od pacienti nalaéno [56]. Vzorky jsou
upravovany piidanim smési fluoridu sodného a oxalatu draselného. Tato smés slouzi k inhibici
glykolyzy, kterd mtize nastat, pokud vzorek neni ihned zpracovan [55]. Pro naslednou analyzu
slouzi krevni plazma, proto se upravena plnd krev centrifuguje a plazma je odd¢lena od

krevnich elementt [56].

Stanoveni se provadi pomoci méfeni absorbance vzorku pii vinové délce 505 nm [56].
Nejprve je v kyveté zméten vzorek destilované vody, ten slouzi jako ,,blank®, tedy tzv. slepy
vzorek. Nasledné se méfi standard, jehoZ koncentraci zndme, a nakonec métime vzorek.
Absorbance vzorku se méfi po 15 minutové inkubaci s ptidanou reagencii pti 37°C. Intenzita

vysledného zbarveni je umérna koncentraci glukézy [57].

Na stejném principu pracuji 1 glukometry. Testovaci prouzek obsahuje vSechny
komponenty reakce. Jakmile je na néj aplikovana kapka krve, dochéazi ke vzniku barevného

produktu. Intenzita zabarveni je nasledné¢ métena fotometricky [57].

Jako hodnotici kritérium pro spektrofotometrické méfeni je pfipravovana kalibracni
fada. Ta se skladd zroztoki o zndmych koncentracich, které jsou nasledné promeétrovany.
Nameétené hodnoty absorbanci jsou zaneseny do grafu v zavislosti na koncentraci roztoki.
Vyslednym grafem je ptimka, u které sledujeme jeji linearitu, velikost smérodatné odchylky
(SD) a varia¢niho koeficientu (CV). Zjisténd pramérna odchylka pfi této metod¢ Cini pouze
-0,97 %. Metoda s gluk6zaoxiddzou a peroxidazou je tedy velmi citliva, jednoduché a vystaci

si pouze s jednoduchou instrumentaci [56].
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4.1.3 Stanoveni glukézy pomoci izotopového fedéni a nasledné

plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

ID-GC/MS, neboli izotopové fedéni s naslednou plynovou chromatografii a hmotnostni
spektrometrii, je velmi specifickd kvantitativni analytickd metoda. Vyuziva se pro referencni
méteni vysSSiho fadu. Z pohledu rutinniho méfeni neni pouzitelnd, jelikoz ptiprava vzorku je

casove narocna [58].

Princip stanoveni glukozy v krvi touto metodou spociva v pouziti vnitiniho standardu,
ktery je chemickym sloZzenim a vlastnostmi podobny vzorku. Pozadavky pro ideédlni vnitini
standard nejlépe spliuje analyt, ktery je synteticky vyrobeny a znaceny izotopem.
prirozenému slozeni. V této metod¢ se do vnitfniho standardu pfidava izotopové znacena

glukéza C13. Do vzorku pacientova séra se tedy ptidava jiz piipraveny vnitini standard [58,59].

Vzorky séra, odebrané od pacienta, jsou nejprve analyzovany rutinni metodou, jako je
naptfiklad enzymatickd hexokindzova metoda. Ta slouzi kodhadu koncentrace
glukozy v daném vzorku. Samotna analyza probiha nejprve ptipravou vzorki a kalibra¢nich
roztokl. Kalibracni roztoky jsou pfipravovany se znacenou i neznacenou glukézou. Tyto
roztoky jsou dale analyzovany, rozdéleny pomoci plynové chromatografie a obsah glukozy je

nasledné urc¢en vyhodnocenim pomoci hmotnostni spektrometrie [59].

4.2 Stanoveni glukozy v moci

Glykosurie, neboli nadmérmy obsah glukdézy v moci pacienta, je onemocnéni, které
muze, ale nemusi byt spojeno s onemocnénim diabetes mellitus. Je zplsobeno poruchou
tubularni resorpce v ledvinach. Gluk6éza v mo¢i muze byt stanovena pomoci enzymatické
metody s glukdzaoxiddzou a peroxiddzou na diagnostickém prouzku. Touto metodou lze

analyzovat glukozu i v krvi, viz kapitola 4.1.2 [60].

4.2.1 Stanoveni glukdzy v moc¢i pomoci testovacich prouzki a

poloautomatickych analyzator

Pro rychlou analyzu moci se nejcCastéji pouzivaji testovaci prouzky nebo
poloautomatické analyzatory. Pro testovani pomoci testovacich prouzkd neni mo¢ nijak
upravovana. Pro analyzu v poloautomatickych analyzatorech se vzorky odebrané moci

centrifuguji, nasledné¢ je mo€ pouzivana k analyze [60].
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Diagnostické prouzky se pouzivaji pro rychlou a jednoduchou analyzu, kterou si pacient
muze provést i doma. Jsou zaloZzeny na zmén¢ zbarveni diagnostického papirku. Papirky jsou
napustény glukdézaoxidazou, peroxiddzou, chromogenem a pufrem. Jak jiz bylo popsano v
kapitole 4. 1. 2, glukoza reaguje se vzduSnym kyslikem za katalyzy gluk6zaoxidazy, za vzniku
peroxidu vodiku a glukonolaktonu. Peroxid vodiku v dals$im kroku reaguje s
chromogenem za katalyzy peroxiddzy a vznikd barevné zbarveni, které se projevi na
diagnostickém papirku. Zbarveni papirku se vizualné srovnava s barevnou stupnici od vyrobce,

ktera ndm udava obsah glukozy v moci [61].

Analyza na poloautomatickych analyzatorech je zaloZena na stejném principu jako
diagnostické prouzky. Je ale presnéjs$i a pouziva se rutinné v laboratofich. Analyzator snima
zménu barvy moci ve zkumavce pomoci reflektanéni fotometrie detekujici koncentraci glukozy

[61].

5 STANOVENI XYLOZY

Stanoveni xyldzy je velmi vyznamné pro diagnostiku malabsropéniho syndromu [60].
Xyléza se ve své nezménéné podob¢ vstiebava v tenkém streveé v duodedu a jejunu. Pokud je
absorpce tohoto monosacharidu narusena, vypovidad to o abnormalnim stfevnim vylu¢ovani.
Malabsorpéni syndrom zplsobuje poruSeni normalniho vstfebavani Zivin v tenkém stieve.

Dochézi tak k onemocnénim jako je napiiklad celiakie, Crohnova nemoc a dalsi [62].

5.1 Stanoveni xyldzy v séru a moci

Pro stanoveni xylézy vséru je nejCastéji pouzivana kolorimetrickd metoda

s floroglucinolem. Tuto metodu lze vyuZit pro analyzu moci i séra.

5.1.1 Stanoveni xylozy kolorimetrickou metodou s floroglucinolem

Kolorimetrie je optickd metoda zaloZena na méfeni intenzity zbarveni. Je to velmi
jednoduchd a ¢asové nendrocnd analytickd metoda. Srovnéva zabarveni vzorku o neznamé
koncentraci s kalibra¢ni fadou o znamé koncentraci a daného zbarveni [63]. Je zalozena na
méfeni zbarveni vzorku. Vzorky jsou obarveny barvicim c¢inidlem, ktery je obohacen

floroglucinolem. Pfi analyze moci nebo séra je jedinym rozdilem piiprava vzorki [64].

P11 ptiprave vzorki byl pacientlim peroralné podavan roztok vody a xylozy. Krev byla
odebirana po 1-2 hodinach, mo¢ byla odebirdna v pribéhu 5 hodin [60]. Krev byla
zpracovavana do formy séra, to bylo zbaveno proteinu (deproteinizovéano). Pfipravené vzorky

moci a séra byly doplnény o deionizovanou vodu a barvici €inidlo s floroglucinolem. Byla
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vytvorena kalibracni fada roztokii obsahujici D-xylézu v riiznych koncentracich. Naslednou
¢tythodinovou inkubaci pti 100° C bylo docileno zabarveni vSech roztokd, jak vzorkd, tak

kalibra¢nich roztokl. Roztoky byly zchlazeny a méfeny pfi vinové délce 554 nm [64].

U vyhodnoceni naméfenych dat byla vytvorena kalibra¢ni kiivka. Z ni bylo urceno,
kolik xylozy vzorek pacienta obsahoval [65]. Snizené vylucovani moci a nizké koncentrace
xylézy v krvi svéd¢i o poruSe resorpce xylozy v tenkém stfevé. To muze poukazovat na
malabsorpcni syndrom, nebo to mtize indikovat stavy po resekci tenkého stieva [60]. Tato

metoda se osveédcila jako velmi presna a citliva [65].

6 STANOVENI FRUKTOZY A SACHAROZY

Pro stanoveni fruktézy a sacharézy v moci jako biomarkert pro celkovy pfijem

sacharidd se nejcastéji pouziva plynova chromatografie.

6.1 Stanoveni fruktozy a sachardzy v moci

V posledni dobé byl vyvinut novy biomarker, ktery uréuje celkovy pfijem sacharida.
Témito biomarkery jsou fruktéza a sachardza [66]. Bylo zjisténo, Ze hodnoty vylu€ované
sachar6zy a  fruktézy vmo¢i uzce souvisi scelkovym dennim  piijmem
sacharidii v potravé [67]. Celkové sacharidy, které télo pfijima, zahrnovaly monosacharidy
(glukoza, fruktoza, galaktoza) a disacharidy (sachardza, laktoza, maltoza). Vlastni cukry, které
jsou pfijimany z potravy, byly vypocteny s¢itdnim celkovych cukri z ovoce, zeleniny, obilovin
atd. Fruktoza a sachardza, obsazené ve vyloucené moci, byly nésledné stanoveny pomoci

plynové chromatografie [68].

6.1.1 Stanoveni fruktézy a sachardzy plynovou chromatografii

V této studii byly sledovany vzorky moci. Dobrovolnici, kteti se do této studie zapojili,
m¢éli za tikol shromazd’ovat vzorky moci za celych 24 hodin. K tomuto ucelu byl pouzit plastovy
kontejner, ktery obsahoval kyselinu boritou. Ta slouzi jako konzervant sachar6zy, aby byly
vzorky stimto sacharidem pii pokojové teploté¢ stabilni. Jakmile byla vSechna moc¢
shromazdéna, nasledovala jeji dalsi Giprava [66]. Vzorky moci byly zcentrifugovany, aby byl
odstranén sediment, a nasledné odpatfeny v proudu dusiku. Roztok hydroxylaminu v pyridinu
byl do vzorku pfidan pied jeho hodinovou inkubaci pii 70° C. Nésledovala opétovna
centrifugace, po niz byl supernatant vzorku odebran do ependorfky se sylilacnim roztokem.

Poté nasledovala opét inkubace, odpateni v proudu dusiku, pfidani roztoku hydroxylaminu
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v pyridinu a centrifugace. Sled téchto krokl byl zopakovan celkem tiikrat. Takto pfipraveny

vzorek byl vpraven do injektoru plynového chromatografu [68].

Pro detekci byl pouzit plamenoionizacni detektor. Teplota vstupniho injektoru méla
250°C, teplota detektoru 280°C. Jako nosné médium, které vzorek unaselo kolonou, bylo

pouzito helium. Doplinkovym plynem byl dusik [68].

7 STANOVENI INULINU

Stanoveni inulinu je mozno provadét jak ze vzorkd plazmy, tak modci. Castdji se ale
pouzivaji vzorky plazmy. Metodami, kterymi se hladina inulinu analyzuje, je napftiklad

vysokoucinna kapalinova chromatografie nebo spektrofotometrie.

7.1 Stanoveni inulinu v plazmé

Stanoveni inulinu v séru ma své vyhody. V lékarstvi se diky svym vlastnostem
pouziva k funkénimu vySetfeni ledvin. Inulin dokaze zpomalovat rtst nékolika patogent
v intestindlnim traktu, zvySovat absorpci hoiciku, vépniku a dal§ich zivin a také je
nejvyznamngj$im zdrojem vlakniny. Jeho analyzy je vyuZivano v oborech zabyvajicich se

obezitou a onemocnénim diabetes mellitus [69].

7.1.1 Stanoveni inulinu v plazmé pomoci HPLC

Vzorky krevni plazmy, odebrany od tady pacientii, byly upravovany nasledovné:
nejprve byly denaturovany, nasledné byly smichdny s octanem zine¢natym a fosfowolframovou
kyselinou. Mobilni fazi byla deionizovand voda. Nasledna separace byla provadéna po dobu 16
minut pfi pratoku 0,6 ml/min. Aby bylo dosaZeno pfesného méteni, byla vytvorena kalibracni
fada  roztoki o zndmé  koncentraci. Po  separaci  vzorku byla  data
ziskana z analyzy vyhodnocena a posouzena citlivost a u¢innost této metody. Bylo zjisténo, Ze
tato metoda je dostatecné citlivd a vhodna pro diagnostiku pacientli s rendlnim onemocnénim

[70].

7.1.2 Stanoveni inulinu v séru pomoci spektrofotometrie

Inulin Ize v séru stanovit enzymatickou metodou a ndslednym meéfenim pomoci
spektrofotometrie. Vzorky séra odebrané od pacientll byly upraveny deproteinizaci, nasledné
byla pifidana kyselina chlorista, kterd plisobi na odstranéni bilirubinu. Jeji pouziti ma vyhodu

v tom, Ze neméni pH [71].
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Principem je reakce inulinu katalyzovaného inulindzou (popsano rovnici 6). Inulin se
rozlozi na fruktozu a glukézu. D-fruktéza je spolu s I-methoxy-5-methylfenazinium
methylsulfatem (1-m-PMS), coz je fotochemicky stabilni medidtor pfenosu elektronti mezi
NADPH a dal$imi akceptory elektront, katalyzovana D-fruktézadehydrogenazou a preménéna
na 5-keto-D-fruktrozu a redukovanou formu 1-m-PMS (popsano rovnici 7). Vznikla
redukovana forma 1-m-PMS interaguje s kyslikem za vzniku oxidované formy 1-m-PMS a
peroxidu vodiku (popsano rovnici 8). Peroxid vodiku reaguje s fenolem a 4-aminofenazonem
za katalyzy peroxidazy (popsano rovnici 9). Vznika chinonimové barvivo, které je méfeno na

spektrofotometru pii vinové délce 555 nm [72].

Inulinaza 6
Inulin > Fruktéza + Glukéza (6)

D-Fruktozadehydrogenaza
D-fruktéza 4+ oxidovanaformal-m-PMS ____ , 5-Keto-D-fruktéza + redukovana forma 1-m-PMS (7)

redukovana forma 1-m-PMS  + O, » oxidovana forma 1-m-PMS + H,0, (8)

Peroxidaza L, . 9)
2H,0, + fenol + 4-aminofenazon » chinoniminové barvivo + 4H,0
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8 ZAVER

Cilem této prace bylo zaméfit se na moznost stanoveni sacharidii v télnich tekutinéach.
Nejprve bylo popsano rozdé€leni sacharidi a jejich detailnéjsi popis. T¢€lni tekutiny a jejich
rozd€leni bylo popséano v nasledujicich kapitolach. Nejpouzivanéj$i matrici pro analyzu

sacharidii a obecné pro rutinni analyzu biochemickymi testy je moc¢ a krevni sérum.

Mezi nejvyznamnéjs$i metody pro stanoveni sacharidd patii spektrofotometrie, plynova
chromatografie a vysokouc¢inna kapalinovéa chromatografie. Metody, které jsou vice specifické
a neprili§ bézné, jsou naptiklad Ramanova spektroskopie nebo analyza pomoci izotopového

fedéni a nasledné plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii.

Touto praci bylo popsdno, Ze nejvyznamngjSim sacharidem pro analyzu v télnich
tekutinach a pro naslednou diagnostiku je glukéza. Ta slouzi jako marker pro onemocnéni
diabetes mellitus, které je nejcastéjsim metabolickym onemocnénim na svété. Dalsi sacharidy
slouzi také jako markery riznych onemocnéni a jejich zvySené nebo snizené hodnoty mayji
vyznamnou informacni hodnotu. Glukéza v moci znaci, Ze pacient miize trpét pravé zminénou
abnormalni vstfebavani zivin v tenkém stfev€. Fruktéza a sachar6za slouzi jako marker pro
celkovy pfijem cukru. Tato informace pak dale slouzi k dietologickym ucelim. Inulin se

v 1ékatstvi pouziva pro funkcni vySetteni ledvin.

V této bakalaiské praci byly popsany analytické metody vyuzivané pro detekci jiz
zminénych sacharidi, které slouZzi k naslednému urceni diagndzy pacienta. Dllezitym faktorem
pfi rutinnich analyzach je citlivost metody pro spravnou interpretaci vysledki. Popsané metody
jsou dostateéné citlivé, a proto jsou jejich vysledky validni. Soucasné spliuji pozadavky

rutinnich analyz, diky nimzZ je uréeni diagn6zy snadnéjsi.
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