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Uvod

@

Vstupni kazuistika

Studentka Jana si stéZuje na neurcité gastrointestindini obtiZe. Casto pocituje nadymdni,
plynatost, bolesti bricha a nékdy md i priijem. ObtiZe se dostavuji zejména po jidlech jako
jsou téstoviny, pecivo a také po mléénych vyrobcich.

Jeji kamardd Jakub, student lékarské fakulty, se domnivd, Ze jednou z pricin jejich obtiZi by
mohlo byt narusené trdveni sacharidi.

Klinické projevy poruch traveni sacharidii nadymani, bolesti
biicha a prijem jsou zpisobené pritomnosti nestravenych
oligosacharidi v tlustém strevé, kde jsou metabolizovany enzymy
stievni mikrofléry. Plisobenim bakteridlnich enzyml vznikaji
plynné latky jako je vodik, oxid uhli¢ity a metan, které zptisobuji
zminéné nadymani, plynatost a bolesti bricha. Pri¢inou prajmi
jsou nestravené oligosacharidy a produkty jejich bakteridlniho
metabolismu, které jako osmoticky aktivni latky na sebe vazou
vodu.

Napln a cile praktického cviceni Aminokyseliny a bilkoviny

Praktické ulohy vtomto cviceni pomohou porozumét chemické podstaté traveni
sacharidti vlidském téle. Poskytnou vychodisko pro pochopeni pochodt, ke kterym
dochazi u zakladnich poruch traveni sacharidi, jako je napft. laktézova intolerance
¢i pankreaticka insuficience. Soucasné pri ovéreni funkce enzymi se student prakticky
seznami s vybranymi reakcemi sacharidii a s jednou z chromatografickych metod.

Shrnuti cilii praktického cviceni Sacharidy:

. Pochopeni chemické podstaty traveni sacharida.

. Ovéreni funkce travicich enzymf.

. Praktické seznamenti se s vybranymi reakcemi sacharidi a chromatografickymi
metodami.




@ Teorie k tloham

Sacharidy v potravé

Sacharidy jako snadno dostupny zdroj energie piredstavuji dilezitou soucast potravy. Pokryvaji
50 - 55 % energetické potreby. V potravé jsou obsaZeny monosacharidy, disacharidy
a polysacharidy.

K ¢astéji zastoupenym monosacharidiim patii glukéza a fruktéza, z disacharidii predevsim
sachardza, popr. laktéza a maltéza a z polysacharidi je obvyklou soucasti potravy v rostlinnych
produktech Skrob a v potraveé zZivoc¢iSného ptivodu miize byt malé mnozstvi glykogenu.

Hlavni zastupci sacharida
o Glukéza

Glukéza (hroznovy cukr, dextr6za) je obsazena ve zralém ovoci a v dalSich potravinach. Dale
je stavebni souc¢asti disacharidli maltézy, lakt6zy a sacharézy a polysacharidi Skrobu a glykogenu,
z nichZ se glukdza uvolnuje pfti jejich Stépeni.

e Fruktéza

Fruktdza (ovocny cukr, levul6za) je nejsladsi ze vSech cukri. Ve volné formé je obsazena zejména
v ovoci a medu a je soucasti disacharidu sachardzy.

e Sacharoza

Sacharéza (fepny, titinovy cukr) je vyuZzivana v potrave pro svoji sladkou chut’ jako nejobvyklejsi
sladidlo. Spotfeba sacharézy je vyznamné vyssi ve srovndni s ostatnimi monosacharidy
a disacharidy. Nase zemé patii k oblastem s vysokou spotiebou sacharozy.

e Maltoza

Maltéza (sladovy cukr) je disacharid, tvofeny dvéma molekulami glukézy spojenymi o-(1,4)-
glykosidovou vazbou. V rizném mnozstvi se vyskytuje ve vétSiné potravin. DilleZitym zdrojem
maltozy je Skrob, z néhoZ vznikd enzymovym Stépenim. Hydrolyzou Skrobu vznika v kli¢icich
semenech (napft. jeCmene).

e Laktoza

Laktéza (mlécny cukr) je disacharidem typickym pro mléko. Je tvorena z molekul galaktézy
a glukdzy, které jsou spojené p-1,4-glykosidovou vazbou.

e Skrob

Skrob, ktery je syntetizovany v rostlinach, piredstavuje béznou soucast nasi potravy obsazZenou
hlavné v bramborich, obilovinach a lu§téninach.



Skrob je homopolysacharid tvoreny glukézovymi monosacharidovymi jednotkami. Podle
charakteru glykosidovych vazeb, kterymi jsou molekuly glukézy spojeny, rozliSujeme dvé slozky
Skrobu - amylézu a amylopektin.

v" Amyloza je tvoiena nerozvétvenym retézcem s a-1,4-glykosidovymi vazbami, ktery je
svinut do Sroubovice.

v Polysacharidovy retézec amylopektinu je vétveny. Ze zakladniho Fetézce, v némz jsou
glukézové jednotky vazany a-1,4-glykosidovymi vazbami, odstupuji postranni retézce
napojené a-(1,6)-glykosidovymi vazbami
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Ulohal Enzymova hydrolyza skrobu a-amylazou

Charakteristika a funkce a-amylazy

a-amylaza (EC 3.2.1.1) je enzym ze skupiny hydrolaz. Specificky katalyzuje hydrolyzu «-1,4-
glykosidovych vazeb v polysacharidech obsahujicich tifi nebo vice glukézovych jednotek
spojenych timto typem vazeb. U clovéka je a-amylaza produkovana seréznimi bunkami
slinnych Zlaz (slinna a-amylaza), z nichZ se uvoliiuje do slin, a dale exokrinni ¢asti pankreatu
(pankreaticka a-amylaza), odkud je vylu¢ovana do panKkreatické stavy.

Hlavnim substratem a-amylazy u ¢lovéka je $krob.

Plisobenim a-amylazy na Skrob dochazi k ndhodné endohydrolyze a-1,4-glykosidovych vazeb
(uvniti polysacharidového fetézce), pri které vznikaji maltéza, maltotriéza, rizné
oligosacharidy (dextriny) a malé mnozstvi glukézy. V pripadé amylopektinu zlstavaji a-1,6-
glykosidové vazby neporusSené, ¢imZz vznikaji tzv. a-limitni dextriny - oligosacharidy
s vétvenim, které a-amylaza dale neStépi.

Stépeni $krobu a-amylazou

amyldza maltéza maltotridza
OO00000 —— 00 000
Hzot H201
“ amylaza “

Hzol a-limitni dextrin

-
O_D_Q amylopektin
_D_D_D_D_D_D_D_D maltdza maltotridza

Slinnd amylaza iniciuje traveni $krobu v Gstni dutiné. Jeji aktivita vyZaduje neutralni pH, proto
v kyselém prostredi Zaludku jiZ nepiisobi a dalsi traveni Skrobu pokracuje ptisobenim
pankreatické amylazy v duodenu.

Sledovani hydrolyzy Skrobu a-amylazou

Priibéh enzymové hydrolyzy skrobu lze sledovat pomoci reakce s jodem, za pouziti Lugolova
roztoku. Intaktni $krob poskytuje s jodem intenzivni modré zbarveni, zatimco castec¢né
hydrolyzované produkty (dextriny) se zbarvuji podle stupné Stépeni.

Postupujici degradaci $Skrobu Ize také kontrolovat pomoci detekce redukujicich oligosacharidi,
které pri hydrolyze vznikaji. Tyto cukry je mozné prokazat klasickymi reduk¢nimi testy, jako je
Benedictova nebo Fehlingova reakce.

Vybrané reakce sacharidii

¢ Reakce na prikaz skrobu

Pro diikaz Skrobu se pouziva reakce sLugolovym roztokem, coZ je roztok jédu vjodidu
draselném, ktery zvysuje rozpustnost jodu ve vodé. Za tmaveé modré zbarveni Skrobu pii reakci



s Lugolovym roztokem je zodpovédna amyléza, do dutiny jejiz Sroubovice vstupuje jod ve formé
polyjodidovych iontt.

Amylopektin vytvari s Lugolovym roztokem cervenohnédé az Cervené zbarveni. Podobné reaguje
i glykogen, ktery je rovnéZz jako amylopektin vétveny.

Produkty $tépeni $krobu reaguji odli$nym zbarvenim. Cim je jejich Fetézec kratsi, tim se vyvine
slab$i nebo zadna reakce s jodem:

T—' —r 7771 v fialové (amylodextriny - delsi linedrni Fetézec, vznikly z amylézy)

‘ v' Cervenofialové (erytrodextriny - stifedné dlouhy retézec, nékdy vétveny)
v' bez zbarveni (achrodextriny - produkty pokrocilé hydrolyzy s kratkymi
fetézci bez helixové struktury)

¢ Reakce na priikaz redukénich vlastnosti sacharidi

Z analytického hlediska je dilezité déleni sacharidi na redukujici a neredukujici. Podminkou
redukénich vlastnosti sacharidd je pritomnost volné nebo potencialné volné aldehydové funkéni

skupiny. Redukujici sacharidy jsou schopny za vyssich teplot redukovat ionty tézkych kovii (napf.
Ag*, Cu?*, Bi**), které jsou vazané v komplexu.

Zminime reakce vyuzivajici oxida¢ni ¢inidla obsahujici Cu®* v alkalickém prosttedi, jako je tomu
v piipadé Fehlingovy a Benedictovy reakce, nebo ve slabé kyselém prostfedi u Barfoedovy
reakce. Redukce Cu?* na Cu* je spojena s oxidaci aldehydové skupiny na karboxylovou skupinu
a projevi se vznikem oranZovocervené srazeniny Cu,0, popf. zZluté zbarveného CuOH, ktery pti
vyssi teploté rovnéz prechazi na Cu,0.

0 0
74 2 74
R—C\ + 2Cu®* + 40H — R—C\ + Cuy0 + 2H,0
H OH
OranzZovocervena
srazenina

Benedictovu a Fehlingovu reakci obecné poskytuji redukujici sacharidy. Alkalické prostiedi
vytvari podminky pro izomerizaci sacharidd a tvorbu meziprodukti se silnymi redukénimi
ucinky. Proto v reakcich, kde je alkalické prostredi, reaguji jak monosacharidy, tak i redukujici
disacharidy rychle a silné€, takZe neni mozné odliSeni redukujicich monosacharidii a disacharid.

Pomoci Barfoedovy reakce lze rozlisit redukujici monosacharidy od redukujicich disacharidti.
Redukce monosacharidi pomoci Cu®* ve slabé kyselém prostiedi bude probihat rychleji ve
srovnani s redukujicimi disacharidy, jejichZ reduk¢ni schopnosti jsou za téchto podminek slabsi.

VySe uvedené zkousky nejsou specifické pouze pro redukujici sacharidy - pozitivni vysledek
mohou vykazovat i jiné slouceniny s reduk¢nimi acinky, napriklad kyselina askorbova (vitamin C)
nebo kyselina homogentisova. V rutinni laboratorni diagnostice se prakticky nepouzivaji, ale
dobie demonstruji redukéni vlastnosti sacharida.



Vyznam a hodnoceni vybranych reakci sacharidia

Reakce Cinidlo Vyuziti Pozitivni vysledek
Reakce Roztok jodu a jodidu T dré
s Lugolovym draselného Dtikaz $krobu Skrob mavomodre
zbarveni
roztokem
Cu®* v komplexu Odliseni
Fehlingova s vinanem, redukujicich Redukujici OranZovocervena
reakce alkalické pH sacharidi od sacharidy sraZenina
neredukujicich
Cu?* v komplexu se Odliseni
Benedictova sodnou soli redukujicich Redukujici Oranzovocervena
reakce citronanu, sacharidu od sacharidy srazenina
alkalické pH neredukujicich
Cu?* (napf. z octanu Odliseni
Barfoedova mefi nateh,o), redukuj IC.ICI.} Redukujici “ Ly
slabé kyselé pH monosacharidi od . Cervend srazenina
reakce o monosacharidy
redukujicich
disacharidi
Cil ulohy:

1. Praktické provedeni enzymového S$tépeni S$krobu a-amylazou, demonstrace rozdilu
v dostupnosti substratu (vareny x syrovy).

2. Pochopeni vyznamu a-amylazy pro Stépeni sacharidii.

3. Seznameni se se zakladnimi barevnymi reakcemi, které sacharidy poskytuji.

Uloha2 Stanoveni aktivity a-amylazy v séru (S-AMS)

a-amylaza je travici enzym produkovany piredevsim pankreatem a slinnymi Zlazami. Stanoveni
jeji aktivity v séru a moéi patii k rutinnim vySetrenim v klinicko-biochemickych laboratorich.
Vysetiuje se primarné pii podezieni na onemocnéni pankreatu. V této indikaci je specifictéjSim
vySetfenim stanoveni pankreatické a-amylazy.

Klinicky vyznam a mechanismy zmén aktivity

Pti poskozeni acinarnich bunék pankreatu dochazi k naruseni integrity bunéénych membran,
coZ vede k neZadoucimu uniku velkého mnoZstvi enzymi (vcetné a-amylazy) do intersticialnitho
prostoru a nasledné do krve. U akutni pankreatitidy pozorujeme nartst aktivity a-amylazy
v séru jiZ priblizné za 4 hodiny po nastupu klinickych piiznakd, s dosazenim vrcholu za priblizné
24 hodin.

Dal$im mechanismem, ktery miize vést ke zvySeni aktivity a-amylazy v krvi, je zablokovani
pankreatickych vyvodii (napiiklad kamenem, otokem nebo nadorem). ZvySeny tlak
v pankreatickém vyvodu zplsobuje aktivaci travicich enzymi, které nasledné poskozuji
pankreatickou tkan, a enzymy se uvolnuji do krve.

Na druhé strané, pokrocilé stadium chronické pankreatitidy je spojeno srozsahlym
poskozenim acinarnich bunék. Tyto burnky ztraceji schopnost produkovat enzymy, coZ se muze
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projevit sniZenou aktivitou a-amylazy v krvi, ale aktivita miZe byt i normalni. SniZenou
aktivitou o-amylazy je moZné pozorovat i u cystické fibrozy svyjadrenou pankreatickou
nedostatecnosti.

a-amylaza je vylucovana predevSim moci. Pfi vzestupu aktivity o-amylazy v krvi nasleduje
s nékolikahodinovym zpozdénim i zvySeni v moci, které pretrvava delsi dobu ve srovnani
s koncentracemi v krvi.

Metoda pro stanoveni celkové a-amylazy

Laboratorni metody pro stanoveni a-amylazy jsou zaloZeny na méreni rychlosti, s jakou enzym
Stépi specificky substrat. V minulosti byl jako substrat pouzivan obarveny skrob, u néhoz bylo
obtizné zajistit standardizaci. V nasi metodé je jako specificky substrat pouzit 2-chlor-4-
nitrofenyl-malto-triosid (CNP-G3). Tento substrat je Stépen amylazou na maltotriézu, ktera je
bezbarva, a 2-chlor-4-nitrofenol (CNP), jehoZ ionizovana forma je Zlutd a jehoZ absorbance se
meéri kineticky v Case (opakované v kratkych ¢asovych intervalech). Rychlost nartstu absorbance
je pfimo imérn4 aktivité amylazy ve vzorku.

amylaza ve vzorku

substrat ‘ produkty
OO0 > OO0 = O

2-chlor-4-nitrofenyl-maltotriosid maltotriosa 2-chlor- 4-nitrofenol
(schématicky) (schématicky)

Referencni hodnoty celkové a-amylazy v séru: 0,37 - 1,33 pkat/1
v moci: <5,35 pkat/1

Cil ulohy:
1. Pochopeni klinického vyznamu stanoveni a-amylazy.

2. Seznameni se s metodikou stanoveni aktivity a-amylazy v biologickych tekutinach

Uloha3 Enzymové $tépeni disacharidi

St&peni oligosacharidi (napt. isomaltéza, maltéza, maltotriéza, laktéza, sacharéza) na jednotlivé
monosacharidy (glukdza, galaktéza, fruktéza) je dokonceno plisobenim enzymi lokalizovanych
v kartacovém lemu enterocyta.

Enzymy ucastnici se traveni oligosacharidi:

v Laktaza - hydrolyzuje lakt6zu na glukdzu a galakt6zu.
v' Sacharazovy-isomaltazovy komplex - je tvofen dvéma samostatnymi funkénimi
podjednotkami:
= Sacharazova podjednotka - Stépi sachardzu na gluk6zu a fruktézu a ptispiva
ke Stépeni maltdzy a maltotridzy.
» Isomaltazova podjednotka - hydrolyzuje a-1,6-glykosidové vazby v isomaltdze
a dextrinech a Gcastni se také hydrolyzy o-1,4-vazeb v maltdze a maltotridze.
v' Trehalaza hydrolyzuje neredukujici disacharid trehal6zu, kterd se vyskytuje napf.
v houbach nebo rasach.



Hlavni disacharidazy

Enzym Substrat Produkty Specifika
Laktaza
glukéza
laktoza + B-1,4-glykosidové vazby
galaktdza

Sacharazovy-isomaltazovy komplex

Sacharaza ; P —
sacharéza gIUkOZ,a a-1,2"-B'-glykosidové vazby
+ fruktoza

maltdza, maltotridza

glukdza a-1,4-glykosidické vazby
Izomaltaza
a-limitni dextriny glukdza a-1,6-glykosidové vazby
maltéza, maltotriéza glukéza a-1,4-glykosidové vazby
Trehalaza

a-1,1"-a’- glykosidové vazby

trehaléza glukdza trehalézy

v o

Monosacharidy jsou poté vstiebavany do krve prostiednictvim specifickych prenaseci v apikalni
membrané enterocytu.

Deficity disacharidaz

Pfi nedostatecné aktivité disacharidaz prochazeji nestravené oligosacharidy do tlustého stieva,
kde puisobi jako osmoticky aktivni latky — vazou vodu, coZ vede k prijmim. Kromé toho dochazi
k fermentaci stievni mikrobiotou, ktera produkuje plyny a dalsi osmoticky aktivni latky (napf-.
kratké mastné kyseliny).

Deficity disacharidaz mohou byt podminény geneticky (napf. vrozeny deficit sacharazy-
isomaltazy, vzacna forma vrozené laktazové deficience), nebo se rozvijeji na podkladé poskozeni
sliznice strev z raznych pricin (napft. celiakie, infek¢ni enteritidy).

Deficience laktazy

Aktivita laktazy fyziologicky klesa s vékem, nebot mléko neni pro dospélé savce prirozena
potrava. U lidi ale doslo vicekrat v riiznych populacich k mutaci, v jejimz diisledku enzym zlstava
i v dospélosti a poskytuje vyhodu. ProtoZe v anglosaské populaci tento mutovany stav drtive
prevaZzuje, deficit laktazy v dospélosti byl popsan jako choroba. Projevuje se gastrointestinalnimi
priznaky po poziti mlé¢nych vyrobki, které obsahuji laktézu (nesnasenlivost neboli intolerance
laktozy).

Cil dlohy:

1. Seznameni se senzymy, které se podileji na enzymovém Stépeni disacharidi (laktézy
a sacharozy) v tenkém streveé

2. Pochopeni vyznamu disacharidaz v traveni sacharidi.

3. Ovéreni pojmu substratové specifity enzym?.
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Uloha4 Tenkovrstva chromatografie sacharidi

(opakovanti viz 3. praktika Zakladni vlastnosti latek)

Chromatografie patfi k velmi rozsifenym fyzikalné-chemickym metoddm, které se uplatiuji
pri kvalitativni i kvantitativni analyze rtznych latek. Obecnym principem metody je déleni smési
latek na zakladé jejich rtzné pohyblivosti ve dvou fazich - nepohyblivé Cili stacionarni
a pohyblivé cCili mobilni, které se od sebe odliSuji nékterou zdkladni fyzikalné-chemickou
vlastnosti, napt. polaritou.

Princip tenkovrstvé chromatografie

Tenkovrstvd  chromatografie  (thin-layer = chromatography - TLC) je oznaceni
pro chromatografickou techniku, kde stacionarni faze je v ploSném usporadani. Rozdéleni smési
latek pomoci TLC je vyslednici interakci mezi délenymi latkami, stacionarni a mobilni fazi.

Stacionarni faze ma obvykle polarni charakter. Vyuzivany jsou jemnozrnné adsorbenty, jako
je hydratovany oxid kiemicity (silikagel), hydratovany oxid hlinity nebo praskova celul6za.
U komer¢né dostupnych desek pro TLC je adsorbent ve formé tenké vrstvicky zafixovan
na hlinikové nebo plastové podlozce. Mobilni fazi je kapalina, ktera se pohybuje mezi ¢asticemi
pevné faze. Vhodnou mobilni fazi je rozpoustédlo nebo smés rozpoustédel, v nichZ se vSechny
slozky analyzované smési rozpoustéji.

Pii TLC chromatografii se latky déli obvykle na zakladé svych odliSnych adsorpcnich vlastnosti
k povrchu adsorbentu. Mobilni faze vzlind pdry stacionarni faze a pfi tom rlznou rychlosti
posouva latky obsaZené v analyzovaném vzorku ve sméru toku mobilni faze. Rychlost pohybu
jednotlivych latek zavisi na pomeéru jejich afinit ke stacionarni a mobilni fazi. Stacionarni faze ma
schopnost analyzované latky rtiznou mérou zadrzovat. Latky, které se vice poutaji ke stacionarni
fazi, postupuji pomaleji a po skonceni chromatografického déleni zlistavaji bliZe startu. Naopak
latky s vyssi afinitou k mobilni fazi se pohybuji rychleji a doputuji do vétsi vzdalenosti od mista
nanesenti.

Postup pri tenkovrstvé chromatografii
e NanasSeni vzorki - provadi se v podobé malych kulatych skvrn.

e Vyvijeni - probiha v chromatografické komore, na jejimz dné je nalita mobilni faze. Misto,
kam doputovala mobilni faze, se oznacuje jako celo.

o Detekci skvrn - pokud jsou analyzované latky barevné, je jejich poloha viditelna a detekce se
nemusi provadét. K prikazu bezbarvych skvrn se vyuZzivaji chemické reakce rozdélenych
latek sriznymi Cinidly, pii nichZz vznikaji barevné produkty. Deska se cinidlem bud
postiika, nebo se po ného ponofi. Pri pouziti stacionarni faze s pridavkem fluorescenc¢niho
indikatoru Ize po ozareni UV svétlem prokazat latky, které maji schopnost absorbovat
ultrafialové svétlo.

e Hodnoceni - Vyhodnoceni polohy skvrn se provadi pomoci tzv. retarda¢niho faktoru (Ryg).
Udava vzdalenost, o kterou se latka posune na dané desce pri chromatografickém déleni.
Vypocte se jako pomér vzdalenosti stifedu skvrny od startu (oznacena jako a) ke vzdalenosti
Cela mobilni faze od startu (oznacena jako b)

a— vzdalenosti stiredu skvrny od startu

Rf =
b — vzdalenosti ¢ela mobilni faze od startu
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Rfje bezrozmérna velicina, kterd miiZe nabyvat hodnota od 0 do 1. Hodnotu rovnu 0 maji
latky zGstavajici na startu a hodnotu 1 latky nezadrzené mobilni fazi putujici s celem
rozpoustédla.

T #— (elo mobilni fize
" Skvrng

Skvrmna RV Az Rypro Idthku A,
u Ity A . d;
& o Re=—
‘B F'y b
b ,
g Rrprolatku A
2 az a
= M R.— -2
£ T
=
bt
E i

Start

R¢ je charakteristicky pro jednotlivé latky délené chromatograficky za presné definovanych
podminek (napf. stejné slozeni mobilni a stacionarni faze, stejnd teplota pii vyvijeni).
Pro spolehlivou identifikaci skvrn analyzovanych latek je zapotiebi na stejném chromatogramu
soucasné sneznamym vzorkem analyzovat i standardni cisté latky, jejichz pritomnost
v testovaném vzorku predpokladame. Pokud standard a sledovana latka maji stejnou hodnotu Rt
a stejné reaguji pri detekci, jde zpravidla o totozné latky.

Tenkovrstva chromatografie v analyze sacharidu

Sacharidy jsou latky hydrofilni povahy, coz vyznamné ovliviiuje chovani pti chromatografickém
déleni. Hodnota Rf sacharidi je dana radou faktort, jako je velikost molekuly sacharidd
(monosacharidy, oligosacharidy), pocet uhlik v molekule a dale pocet a prostorové usporadani
hydroxyli. Vétsi pocet hydroxylovych skupin zpisobuje, Ze dochazi k vyrazné interakci mezi
adsorbentem a sacharidem. K detekci sacharidd je mozno vyuzit jejich vhodnych barevnych
reakci, které sacharidy poskytuji.

Cil alohy:

1. Porozuméni principlim tenkovrstvé chromatografie a jeji praktické provedeni - opakovani
2. Pouziti tenkovrstvé chromatografie pri separaci a identifikaci sacharidi.
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Navody k uloham

Ulohy 1 -2

Ulohy 1 a 2 jsou vénovany a-amylaze. V tloze 1 budete pracovat s vlastni a-amylazou, ktera je
obsaZena ve slinach. V tloze 2 stanovite katalytickou koncentraci a-amylazy v dodaném vzorku
séra.

Ulohy 3 - 4

Ulohy 3 a 4 na sebe tzce navazuji. Cilem je identifikovat dvé neznamé disacharidazy, oznacené
jako - enzym A a enzym B. K jejich identifikaci pouzijete testovani jejich substratové specificity.
Vuloze 3 budete hydrolytické produkty urcovat pomoci nespecifickych barevnych reakci
na sacharidy. Nasledné, v uloze 4, budete hydrolytické produkty blize specifikovat pomoci
tenkovrstvé chromatografie. Tato metoda vam upresni jednotlivé produkty hydrolyzy. Na
zakladé nespecifickych barevnych reakci a vysledki z chromatografie pak urcite, o jaké konkrétni
disacharidazy se v pripadé enzymu A a B jedna.

Ulohou 3 za¢nete provadét jako prvni a poté budete pokracovat tilohou 4, ktera je ¢asové naro¢na.
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Uloha 1 Enzymova hydrolyza $krobu a-amylazou

V tloze se seznamite s funkci a-amylazy, kterd se vyznamné podili na traveni skrobu. Budete
sledovat postupnou hydrolyzu skrobu na oligosacharidy prostrednictvim reakce s Lugolovym
roztokem a Benedictovym cinidlem.

koly:

U

1. Pripravte nafedény Lugoliv roztok a reakéni smési vafeného Skrobu s vlastni a-amylazou.

2. Postupné v pravidelnych casovych intervalech provadéjte reakci Stépeného Skrobu
s Lugolovym roztokem a pozorujte barevné zmény.

Dale Stépeni Skrobu ovérte pred hydrolyzou a po hydrolyze reakci s Benedictovo Cinidlem.

4. Pokus miZete zopakovat i s pouzitim nevareného Skrobu.

£

Reagencie:
1) Skrobovy maz 10 g/1
2) Nevareny Skrob 10 g/1

3) Lugoliv roztok: (roztok jédu 3 g/1v roztoku jodidu draselného 50 g/1 @ ®]
4) Benedictovo cinidlo: (CuS04.5 H;0 17,3 g se rozpusti asi ve 100 ml ¢isténé vody. Na;C03100 g a
citronan sodny 173 g se rozpusti asiv 700 ml Cisténé vody. Oba roztoky se smisi a objem se dopIni

cistenou vodou do 11 )

5) Vlastni sliny (obsahuji a-amylazu)

Pracovni postup:

Sbér vlastnich slin

Vyplachnéte si tista vodou. Do kadinky sesbirejte cca 4 ml slin.
Naredéni Lugolova roztoku

a) Do 30 ml ¢isténé vody prikapnéte 10 kapek Lugolova roztoku.
Enzymova hydrolyza skrobového mazu

a) Pripravte 2 kontrolni zkumavky a oznacte je 1K (kontrolni zkumavka 1) a 2K (kontrolni
zkumavka 2). Dale pripravte dalsich 8 zkumavek a oznacte je 1A - 8A (viz tabulka v protokolu).
Do vSech zkumavek odmérte po 1 ml zifedéného Lugolova roztoku.

b) Do zkumavky 1K pridejte kapku Skrobového mazu, do zkumavky 2K 2 kapky neredéné sliny,
promichejte a odectéte vysledek.

¢) Do nadobky pripravte 10 ml Skrobového mazu a pridejte 1 ml nefedénych slin. Dobie
promichejte. VloZte do termobloku temperovaného na 37 °C.

d) Po 30 s odeberte kapatkem 2 kapky zahrivaného skrobového mazu se slinami a pridejte do
zkumavky s Lugolovym roztokem 1A. Pfred odbérem Skrobovy maz v nadobce promichejte.
Opakujte kazdych 30 s az do té doby, kdy po reakci s Lugolovym roztokem nevznika Zadné
zbarveni. Pokud hydrolyza probéhla ptilis rychle a nezachytili jste barevny piechod pti reakci
s Lugolovym roztokem, opakujte pokus se slinami naredénymi ¢iSténou vodou (1 dil slina 1
dil ¢isténé vody).
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Se samotnym S$krobovym mazem a hydrolyzatem skrobu proved'te Benedictovu reakci. Do 2
zkumavek odmérte po cca 1 ml Benedictova ¢inidla a ptikapnéte nékolik kapek Skrobového
mazu nebo hydrolyzatu skrobu. Obsah ve zkumavkach promichejte a vloZte do vrouci vodni
lazné. Po 3-4 minutach odectéte vysledek. Hodnot'te zménu zbarveni a vznik srazeniny.

Vysledky zaznamenavejte do tabulky v protokolu.

Enzymova hydrolyza nevareného skrobu (nepovinné)

a)

b)
<)

d)

Pripravte si kontrolni zkumavku a oznacte ji K (kontrolni zkumavka 1). Dale si pripravte dalsi
zkumavky a oznacte je 1B - 8B (viz tabulka v protokolu). Do vSech zkumavek odmérte po 1 ml
ztedéného Lugolova roztoku.

Do zkumavky K pridejte kapku Skrobového mazu a odectéte vysledek.

Do nadobky pripravte 10 ml suspenze nevareného Skrobu a 1 ml netfedénych slin. Dobie
promichejte. VloZte do termobloku temperovaného na 37 °C.

Po 30 s odeberte kapatkem 2 kapky suspenze Skrobu a pridejte do zkumavky s Lugolovym
roztokem 1B. Opakujte kazdych 30 s po dobu 4 minut. Pfed kazdym odbérem suspenzi Skrobu
dobre promichejte. Modie zbarvena zrnka Skrobu jsou dobre viditelna po usazeni na dné
zkumavky.

Po skonceni ¢tyiminutové inkubace odeberte z nddobky vzorek a proved’te s nim Benedictovu
reakci.

Vysledky zaznamenavejte do tabulky.
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Uloha2 Stanoveni aktivity a-amylazy v séru (S-AMS)

V tloze se seznamite s a-amylazou jako biomarkerem poskozeni pankreatu a jednou z metod,
ktera se pouziva pro jeji stanoveni v biologickych tekutinach (obvykle v séru/plazmé, popt. moci).

Ukoly:

1. Ve vzorku séra stanovte aktivitu a-amylazy.
2. Srovnanim s referen¢nimi hodnotami vyhodnot'te zjiSténou aktivitu o-amylazy.

Reagencie:

K analyze je pouzita komerc¢ni souprava a-amylase-EPS (BioSystems)

1.

Pracovni ¢inidlo:

MES 50 mmol/], chlorid vapenaty 5 mmol/L, chlorid sodny 300 mmol/L, rhodanid sodny
450 mmol/L, 2-chlor-4-nitrofenyl-malto-triosid 2,25 mmol/l, pH 6,1

Sérum - neznamy vzorek

Pracovni postup:

a)
b)

<)

d)
e)

Pracovni ¢inidlo a kyvetu predehiivejte 5 minut na 37 °C.

Pripravte spektrofotometr k méreni nastavenim vlnové délky 405 nm. Absorbance se
méfi proti ¢iSténé vodé.

Do kyvety pripravte reak¢ni smeés podle tabulky:

Vzorek
Odmeéfite v ml do kyvety:
Pracovni ¢inidlo 1,00
Vzorek 0,030

Promichejte a vloZte kyvetu do spektrofotometru. Spustte stopky.

Zaznamenejte pocatecni absorbanci a pokracujte v zaznamendvani v minutovych
intervalech po dobu 3 minut.

Vypocitejte rozdil mezi po sobé jdoucimi absorbancemi a priimérny rozdil absorbanci za
minutu (AA/min).
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Uloha3 Enzymové stépeni disacharidi

V tloze budou urcovany dvé disacharidazy, enzymy, které stépi disacharidy obsaZené v potrave.
K urceni téchto disacharidaz bude vyuzita jejich substratova specifita.

Ukoly:

1. Pripravte reakéni smési obsahujici pro kazdou disacharidazu (enzym A a enzym B) rlizné
disacharidy jako substraty.

2. Redukcnimi zkouskami Benedictovou a Barfoedovou reakci urcete, zda v reakcéni smeési
je pritomen redukujici monosacharid nebo disacharid.

3. Vyhodnot'te, v kterych reak¢nich smésich probéhla hydrolyza substratu.

Reagencie:

1) Laktéza
2) Sachardéza
3) Enzym A
4) Enzym B

5) Benedictovo c¢inidlo: viz dloha 1<£'>Q>
6) Barfoedovo ¢inidlo:
(13,3 g krystalického octanu med'natého rozpust'te v 200 ml destilované vody, prefiltrujte a pridejte

1,8 ml ledové kyseliny octové ®®)

Pracovni postup:

10 g/1
10 g/1 (roztok denné Cerstvy)

a) Ocislujte 4 dlouhé zkumavky a smichejte v nich reakéni smési dle tabulky:

b)

ZKUMAVKA | ZKUMAVKA | ZKUMAVKA | ZKUMAVKA
1 2 3 4
Sacharéza 2 ml 2ml - -
Laktéza - - 2 ml 2ml
Enzym A 2 ml - 2 ml -
Enzym B - 2 ml - 2 ml

Zkumavky vloZte na 30 minut do termoblokii temperovanych na 37 °C.

Priitkaz enzymového stépeni substratii

a)

b)

Pomoci Benedictovy reakce urcete, ve kterych zkumavkach probéhlo Stépeni substratu
za vzniku redukujiciho sacharidu. Postupujte nasledujicim zptisobem: Do 4 novych zkumavek
odmeéite po cca 1 ml Benedictova ¢inidla. Do téchto zkumavek prikapnéte nékolik kapek
reakénich smési z plivodnich zkumavek. Obsah ve zkumavkach promichejte a vloZte do vrouci
vodni 1dzné. Po 3-4 minutach odectéte vysledek. Hodnot'te zménu zbarveni a vznik srazeniny.

Pomoci Barfoedovy reakce urcete, zda probéhlo $tépeni substratu za vzniku redukujicich
monosacharidi. Do zkumavek pripravte po 1 ml Barfoedova cinidla a pridejte po 0,5 ml
reak¢nich smési z ptivodnich zkumavek. Zkumavky vlozte do vrouci vodni lazné. Po 2-3
minutach odectéte vysledek.

Pomoci TLC identifikujte konkrétni monosacharidy vzniklé pri stépeni disacharidazami - viz
dalsi uloha.

17



Uloha4 Tenkovrstva chromatografie sacharidi

Pomoci tenkovrstvé chromatografie prokazete produkty hydrolyzy disacharidd, kterou jste
provadeéli v predchozi tloze. Vysledky pouZijete k identifikace disacharidaz A a B.

Ukoly:

1. Podle navodu niZe ptipravte vyvijeci smés, naneste do startii produkty hydrolyzy a prislusné
standardy, nechejte probéhnout vyvijeni a poté proved'te detekci skvrn

2. Vyhodnotte detekované skvrny a urcete, o jaké se jedna sacharidy.

3. Nazakladé priikazu hydrolytickych produktii urcete, o jaké disacharidazy se jednalo.

Reagencie:

a) Vzorky:
Standardy - vodné roztoky galaktézy, glukézy, fruktdzy, laktdzy a sacharézy 5 g/l

b) Ethylacetat @

c) Isopropanol©®
d) Difenylamin @
e) Anilin@

f)  Kyselina fosfore¢na 85 %

g) Aceton @@

Detek¢ni ¢inidlo:

4 g difenylaminu, 4 ml anilinu a 20 ml 85 % kyseliny fosforec¢né se rozpusti ve 200 ml acetonu.
Pracovni postup:

1. Priprava vyvijeci smési

Do chromatografické komory odméite 15 ml ethylacetatu, 12 ml isopropanolu a 3 ml ¢iSténé vody,
uzavrete ji a promichejte. Komoru nechte asi 15 minut sytit. Bude jiZ pfipraveno.

2. Priprava desky a nanaseni vzorki

Na desku Silufolu vyznacte tuzkou asi 1,5 cm od dolniho okraje 6 bodi nanasek (starty).
Vzdalenost mezi nimi je asi 1 cm. Na hornim okraji desky nad prislusnymi starty oznacte kédy
nanaSenych latek. Do pravého horniho rohu desky uved'te své inicialy.

Dale se studenti rozdéli do dvojic a kazda dvojice pripravi desku s riiznymi nanaskami.

Deska 1

Do 3 oznacenych startl naneste asi 3 ul standardnich roztoki fruktézy, glukézy a sacharoézy, do
4. a 5. startu vzorky ze zk. 1 a 2 predchozi tlohy). Velikost nanasek by neméla prekrocit 0,5 cm.
Starty nechame dobte oschnout.

Deska 2:

Do 3 oznacenych startli nanasime asi 3 pl standardnich roztokt galaktozy, glukézy a laktozy, do
4.a 5. startu vzorky ze zk. 3 a 4 z predchozi tlohy.
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3. Vyvijeni

Desku opatrné vloZte do chromatografické komory s pripravenou vyvijeci smési a ihned uzavrete.
Starty nesméji byt ponoreny. Chromatogramy nechte vyvijet minimalné 1 hodinu, optimalné 1,5
hodinyl. Poté desku vyjméte a vysuste v susarné vyhiaté na 85 °C.

4., Detekce

VysuSenou desku postiikejte detek¢nim Cinidlem a pak vlozte opét na 5 minut do vyhraté susarny.
Po zahtati vystoupi barevné skvrny cukrii. Detekci provadeéjte v zapnuté digestori.

V laboratoii nesmi horet oteviceny plamen!
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@ Zaver

Vratme se k obtiZim studentky Jany. Jeji problémy
s nadymdnim, plynatosti a prijmy po sacharidech mohou mit vice
pri¢in. Jednim smérem, kterym je moZné se ubirat pri diagnostické
rozvaze, je posouzeni, zda neni poruSena funkce nékterého z enzymii
podilejicich se na trdveni sacharidii.

e Nedostatec¢na funkce pankreatu: Pokud by priznaky Jany byly
zplsobeny naruSenou funkci pankreatu, diagnézu by mohlo
podpofrit zjiSténi sniZené aktivitu ai-amylazy v séru, ale samotné
vySetfeni je nedostatecné. S metodikou stanoveni tohoto
enzymu jste se seznamili.

o Deficit laktazy: Pokud je sniZena aktivita laktazy, jednalo by se nejspiSe o intoleranci
laktézy. Ta by vysvétlovala pritomnost priznakil po konzumaci mléka. Laktéza vSak miize
byt pritomna i v menSim mnozstvi v nékterém pecivu nebo hotovych potravinach.

Pro prikaz nedostatecné aktivity laktazy existuji pokrocilejsi testy. Jednim z nich
je dechovy test. Pacient vypije mlé¢ny napoj obsahujici definované mnozstvi laktozy.

Vjeho dechu se poté méri koncentrace vodiku. Jeji zvySeni svéd¢i pro fermentaci
nestravené laktozy stievni mikrobiotou.

e Nedostatek sacharazy: SniZena aktivita sacharazy se miize vyskytnout sekundarné
napft. po prodélané enteritidé. Pacienti Spatné snasi stolni cukr (sacharézu).

Na podrobnéjsi diferencialni diagnostiku poruch traveni nejen sacharidd, coz vsak nebylo
naplni praktik, se mizete tésit ve vyssich roc¢nicich studia.
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