CAPITOLUL IV
Chimia si metabolismul glucidelor

Glucidele sunt compusi polihidroxicarbonilici (aldoze si cetoze) si se impart
in monozaharide, oligozaharide si polizaharide. Glucide cu importanta biologica
deosebita sunt riboza, dezoxiriboza, glucoza, galactoza, manoza, lactoza, zaharoza,
glicogenul s.a.. in organism ele indeplinesc functii variate: energetica, structurala
etc.

Glucidele alimentare (glicogenul, amidonul, zaharoza, maltoza, lactoza) sunt
hidrolizate sub actiunea enzimelor respective (-amilaza, zaharaza, lactaza
si maltaza) pind la monozaharide, care strabatind peretii intestinului subtire,
nimeresc in sdnge. Acesta le transporta spre ficat, unde sunt depozitate
temporar sub forma de glicogen. Ulterior, in functie de solicitare, sunt
transportate pe cale sanguina in celulele diferitelor organe si tesuturi.

Incelule, glucidele pot suferi diferite transformari: a) catabolice si b) anabolice.
Principalele cai de catabolizare a glucidelor in organismul vietuitoarelor superioare
si inferioare sunt glicoliza, fermentatiile, degradarea aeroba si degradarea pe
calea pentozofosfata.

Glicoliza anaeroba este procesul prin care o molecula de glucoza se transforma
anaerob in doud molecule de acid lactic. Procesul include 11 etape catalizate
de enzimele glicolitice corespunzétoare in urma cirora se elibereaza 196,46
kJ, cantitate suficienta pentru sinteza a doi moli de ATP.

Unele microorganisme au capacitatea de a transforma glucoza in etanol cu
eliberare de bioxid de carbon. Procesul se numeste fermentatie alcoolica si
pin la stadiul de formare de acid piruvic se aseaména cu glicoliza. La inceput
acidul piruvic este decarboxilat, iar acetaldehida rezultata este redusa pana la
alcool etilic.

Degradarea aeroba a glucozei decurge ca faza anaeroba si fermentatia
alcoolica pina la stadiul de acid piruvic care se decarboxileaza oxidativ. Din
reactie rezulta acetil - CoA, care intra in ciclul citratului. Din degradarea
aeroba a unei molecule de glucoza rezultda 38 molecule de ATP ceea ce
corespunde la 1111,8 kJ.

Importanta cdii pentozofostat consti in faptul ca diversi produsi de reactie
sau intermediarii ciclului pentozofosfat sunt implicati in procese de biosinteza
a unor compusi de importantd biologicd majora. Astfel, NADPH, este
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furnizorul de hidrogen in procesele de biosinteza a acizilor grasi, a compusilor
steroizi etc. Pentozele sunt implicate in biosinteza mononucleotidelor si respectiv
aacizilor nucleici, coenzimelor.

Anabolismul glucidic include biosinteza glucozei si biosinteza oligo- si
polizaharidelor. Gluconeogeneza este procesul de biosinteza a glucozei
din compusi neglucidici, cum sunt aminoacizii, lactatul, piruvatul,
intermediarii ciclului acizilor tricarboxilici si decurge prin simpla inversare
areactiilor glicolitice. Deseori glucoza se formeaza din celelalte hexoze prin
procesul de interconversie. Desfasurarea normalda a metabolismului
glucidic este controlata atit la nivel molecular prin intermediul enzimelor
reglatoare, cit si la nivel superior de factorii de reglare cum sunt hormonii,
sistemul nervos etc.

Starea de echilibru a metabolismului glucidic este indicatd de concentratia
glucozei in singe (glicemie). In conditii fiziologice ea este cuprinsa intre 3,33 -
5,55 mM/1.

Tulburdrile metabolismului glucidic se pot manifesta prin hiperglicemii
sau prin hipoglicemii. In patologia metabolismului glucidic sunt intilnite si
bolile de depozitare a glicogenului, numite glicogenoze.

TEMA 13

Chimia si digestia glucidelor. Metabolismul glicogenului (sinteza,
mobilizarea, reglarea). Reactii de identificare a monozelor in
lichidele si preparatele biologice

Experienta 1. Reactia Trommer.

Principiul reactiei. Monozaharidele in mediu alcalin reduc hidroxidul
de cupru Cu(OH), cu formare de oxid cupros Cu,O, care se depune sub
forma de precipitat rosu-caramiziu.

Mecanismul reactiei este urmatorul:

CuSO, + 2 NaOH = Na,SO, + Cu(OH), (de culoare albastra)

Glucoza + 2Cu(OH), = Acid gluconic + apa + 2CuOH (de culoare
galbena).

2CuOH = apa + Cu,O (rosu-céramiziu).

Reactia Trommer poate fi mascatd in cazul prezentei unui exces de
Cu(OH),, deoarece in timpul incalzirii acesta pierde o molecula de apa, trecind
in oxid de cupru de culoare neagrd: Cu(OH), — CuO + H,0
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Mod de lucru. in patru eprubete numerotate se introduc cu pipeta
cite Iml din solutiile de glucoza, zaharoza, amidon §i urind patologica,
adaugindu-se apoi hidroxid de sodiu de 10%. Se adauga solutie de sulfat
de cupru de 2% pina la aparitia unei suspensii de hidroxid de cupru de
culoare albastra.

Partea superioara a eprubetei, pina la care a ajuns nivelul solutiei, este apoi
incalzita cu grija. Apare o culoare galbena care la incalzirea de mai departe a
continutului eprubetei trece in rosu-caramiziu, dovedind prezenta zaharurilor
reducitoare in solutia analizatd. Comparati rezultatele reactiei de culoare
obtinute si explicati prezenta sau absenta precipitatului rosu-caramiziu.

Experienta 2. Reactia Fehling.

Principiul reactiei zaharurilor reducatoare cu licoarea Fehling este acelasi
ca cel descris mai sus pentru reactia Trommer.

Licoarea Fehling este o solutie in compozitia careia intra sulfatul de cupru,
hidroxidul de sodiu si tartratul dublu de sodiu si potasiu in proportii determinate.
Tartratul dublu de sodiu si potasiu mentine hidroxidul de cupru in solutie. De
aceea la fierberea licorii Fehling nu se poate observa aparitia oxidului de cupru
de culoare neagra.

Mod de lucru. In patru eprubete numerotate se pun cu pipeta cite Iml din
solutiile de glucoza, zaharoza, amidon i urind patologicd, adaugindu-se in toate
cite Iml de licoare Fehling. Continutul eprubetelor se incalzeste pina la fierbere.
Se noteaza si se explica rezultatele reactiei cu licoarea Fehling.

Experienta 3. Reactia Nylander.

Principiul reactiei. In prezenta unui zahar reducitor, sarea de bismut la
cald este redusa pina la bismut metalic de culoare neagra.

Mod de lucru. Intr-o eprubeti se pune cu pipeta 1ml solutie de glucozi si
se adaugd 1ml solutie Nylander si 2 ml de apa distilata. Amestecul se incalzeste
pina la fierbere. La inceputul fierberii apare un precipitat brun, care trece repede
in negru.

Experienta 4. Reactia Seliwanoff.

Principiul reactiei. Cetozele (fructoza), prin incalzire in prezenta acidului
clorhidric si a rezorcinei, coloreaza solutia in rosu-visiniu sau in rosu. Fructoza
prin incalzire in mediu puternic acid pierde trei molecule de apa,
transformindu-se in oximetilfurfurol. Acesta reactioneaza cu rezorcina
formind un compus colorat in rosu-visiniu sau rosu.
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Mod de lucru. in doud eprubete se pun cu pipeta 1ml solutie Seliwanoff
la care in prima eprubeta se adauga 2-3 picaturi solutie de fructoza, iar in a
doua - 2-3 picaturi solutie de glucoza. Eprubetele se incalzesc. Se noteaza si
se explica rezultatele reactiilor.

Experienta 5. Digestia glucidelor in tractul gastrointestinal.

Experienta se realizeaza conform schemei de mai jos. Se noteaza coloratia
in fiecare eprubeta si se explica rezultatele reactiei cu licoarea Fehling luind in
considerare actiunea enzimelor ce se contin in sucul gastric, saliva, pancreatinei
asupra amidonului si zaharozei.

Experienta 6. Hidroliza amidonului in mediu acid.

Principiul reactiei. Amidonul nu poseda proprietati reducatoare, insa
la fierbere cu HCI concentrat el se scindeaza cu formarea la inceput a dextrinelor
(produse intermediare), apoi a maltozei si in sfirsit a glucozei, care poseda
proprietati redox.

Mod de lucru. intr-o eprubeta se introduc 3-4 ml solutie de amidon de
1% si citeva picaturi de HCI concentrat. Continutul eprubetei se agita si se
fierbe. Dupa 1-2 minute de la inceputul fierberii se iau 5-10 picaturi de
hidrolizat intr-o eprubetd, unde din timp se introduc 5 ml H,O si apoi 2
picaturi solutie Lugol (I, in KI). Apare o culoare violeta ce indica prezenta
I, dextrine — amilodextrine. Eprubeta cu amidon si acid se incalzeste in
continuare si peste 1-2 min repetidm proba cu iodul — apare o culoare
rosie-brund, ce indica prezenta eritrodextrinelor. Peste 2-3 min se repeta
reactia cu iodul — apare o coloratie galbena (culoarea iodului in apa),
caracteristica pentru acrodextrine. Amidonul se hidrolizeaza mai departe
pina la maltozd si glucoza, reactia cu iodul este negativd. Continutul
eprubetei se coloreaza in galben, ceea ce indica sfirsitul hidrolizei.

Hidrolizatul obtinut se neutralizeaza cu 2-3 picaturi de NaOH de 10 % pina
lamediu bazic (dupa hirtia de turnesol), se adauga licoarea Fehling (in raport
de: 5 picaturi de hidrolizat la 15 picaturi de licoarea Fehling) si se incalzeste
pina la fierbere. Apare un sediment galben de CuOH, care trece in rosu-
caramiziu (Cu,0). Aceasta ne dovedeste prezenta glucozei care poseda
proprietati reducdtoare.
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No | Ami- | Zaha- | Sali- | Suc | Pan- | Baie L‘r‘:::‘ Cu-

- don rozi vi gastric | creatini de ; loa-

= (ml) (ml) (ml) (ml) (ml) api B rea

g (ml)

1 1,0 - 1,0 - - 1,0
2 1,0 - - 1,0 - 1,0
3 1,0 - - B 1,0 1,0
4 - 1,0 1,0 - - e 1,0
5 - 1,0 - 1,0 - 10 1,0
6 - 1,0 - - 1,0 min 1,0

Experienta 7. Determinarea activititii o-amilazei salivare. Metoda
Volghemut.

Principiul metodei. Metoda se bazeaza pe determinarea cantitatii
minime de amilaza care degradeaza complet amidonul adaugat. Activitatea
o-amilazei salivare se exprima in mililitri de solutie de amidon de 0,1%,
care sunt descompusi de 1 ml saliva nediluata in decurs de 30 min la 38°C.
In saliva activitatea amilazei variaza intre 160 si 320. Aceastd metoda
este utilizata pe larg la dozarea activitatii amilazei in urina si singe.

Mod de lucru. In sase eprubete numerotate se pun cu pipeta cite 1 ml de
apa. In prima eprubeti se adauga 1 ml de saliva diluat de 10 ori. Continutul
primei eprubete se agita tragind si dind drumul lichidului din pipeta. Se iau cu
pipeta | ml amestec si se trece in eprubeta a doua. Continutul acestei eprubete
se agitd si 1 mlde amestec se trece in a treia. Acest procedeu se repeta pina
la ultima eprubeta, din care 1 ml de amestec se varsa. In toate eprubetele se
adauga cite 2 ml solutie de amidon de 0,1%, eprubetele se agita si se instaleaza
in baia de apa la 38°C pentru 30 minute. Dupa incubare, eprubetele se ricesc
intr-un suvoi de apa de robinet si se adaugi in fiecare cite o picatura solutie de
iod de 0,1% si se agita. Se noteaza coloratia amestecului din fiecare eprubeta.

Calculul. Se noteazi eprubeta in care s-a produs hidroliza completi a
amidonului de cétre cantitatea minima de amilaza. Dupa cantitatea de saliva
nediluata din aceasta eprubeta se face calculul activitatii amilazei salivare
conform urmatoarelor proportii. A ml salivi diluata scindeazi 2 ml solutie de
amidon de 0,1%, iar 1 ml de saliva nediluata scindeaza X ml solutie de amidon
de 0,1%. Dilutia salivei este urmatoarea: prima eprubeta - 1:20, eprubeta a
doua - 1:40, eprubeta a treia — 1:80 etc.
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Teme pentru autopregitire

1. Rolul biologic al glucidelor. Clasificarea glucidelor.

2. Monozaharidele. Clasificarea lor. Importanta si structura celor mai
importante trioze, pentoze si hexoze.

3. Structura glucozei (formula deschisa, proectia Haworth, conformatia
scaun). D- si L-glucoza, anomerii si epimerii glucozei.

4. Reactiile chimice importante ale monozaharidelor (formarea O- gi N-
glicozodelor, derivatilor fosforilati, aminoglucidelor, acizilor aldonici si uronici).

5. Structura si proprietatile dizaharidelor (maltozei, lactozei si zaharozei).

6. Structura si proprietatile polizaharidelor (amidonului, glicogenului si
celulozei).

7. Digestia si absorbtia glucidelor in tractul gastrointestinal.

8. Metabolismul glicogenului (sinteza, mobilizarea, reglarea).

9. Principiul reactiilor de identificare a monozaharidelor in lichidele
biologice.

intrebiri pentru autocontrol si situatii de problema

1. Zaharoza nu se prezinta sub doua forme anomere. De ce?

2. Care este singura deosebire de structura dintre amidon si celuloza?
Cum se rasfringe aceasta deosebire asupra proprietatilor acestor polizaha-
ride?

3. Mai jos sunt date formulele a doud substante. Care din afirmatiile
enumerate sunt juste si care nu?

H
CH,OH |
& —u ?H éH— OH <|3H
CHz—O‘f’zo ("IJHQ-— 0—P=0
OH OH
A B

a) A este un alcool primar, iar B — alcool secundar;
b) A este o cetona, iar B - o aldehida;
c¢) A si B sunt enantiomerti;
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d) A si B nu sunt enantiomeri, ci ambele sunt optic active;

e) A si B sunt fosfotrioze.

4. Rumegatoarele utilizeaza celuloza ca hrana, iar majoritatea mamiferelor
nu o pot utiliza. Explicati de ce.

TEMA 14

Glicoliza. Reglarea. Soarta piruvatului in diferite conditii.
Fermentatia alcoolica. Gluconeogeneza: mecanismul, reglarea

Experienta 1. Utilizarea fosforului anorganic in procesul de fermentatie
alcoolicd.

Principiul reactiei. Daca in proba luata pina la inceperea fermentatiei si
in trei probe luate dupa inceperea fermentatiei se efectueaza reactia
molibdenica de identificare a acidului fosforic, atunci se observi ca intensitatea
culorii albastre descreste de la prima proba spre ultima. Aceasta are loc din
cauza ca fosfatul anorganic este folosit permanent in procesul de fermentatie
alcoolica la formarea 1,3 - difosfogliceratului si cantitatea lui in mediu se reduce
treptat.

Mod de lucru. In 4 eprubete numerotate se pune cu pipeta cite 1 ml
solutie de acid tricloracetic de 10%. Se marunteste 1 g drojdii de bere
uscati cu un | g glucoza sau zaharoza, 5 ml solutie de fosfati si se agita. |
ml de amestec se trece in prima eprubeta. Eprubeta cu restul amestecului
se pune intr-o baie de api la t = 37°C. Dupa 30, 60 si 90 minute de la
inceputul fermentatiei se iau cite | ml de amestec si se trec in eprubetele cu
acid tricloracetic (probele 2, 3 si 4). Amestecul din fiecare proba se filtreaza
si in filtratele obtinute se identifica fosforul anorganic. Pentru aceasta
din fiecare proba se iau cite 0,5 ml filtrat neproteic intr-o eprubeta
numerotatd, la care se adauga cite 0,5 ml solutie de acid ascorbic. Apoi
se adaugd 8 ml apa distilata, se agita si se lasd in repaus timp de 15 minute
la temperatura camerei. Se compara intensitatea coloratiei albastre in toate
probele si se explica rezultatele obtinute.

Experienta 2. Determinarea activitditii fructozo-l,6-difosfataldolazei din
serul sanguin.

Principiul metodei. Fructozo-1,6-difosfataldolaza catalizeaza reactia
de scindare a fructozo-1,6-difosfatului (FDP) in doua fosfotrioze -
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dihidroxiacetonfosfat si gliceraldehida-3-fosfat, care formeaza cu 2,4-
dinitrofenilhidrazina o hidrazona, coloratd in mediu alcalin in violet. Intensitatea
coloratiei este direct proportionald cu activitatea enzimei in esantionul analizat.

Mod de lueru. In doua eprubete (proba de cercetat si proba de con-
trol) se pun cu pipeta cite 0,1 ml ser sangvin. in proba de cercetat se
adauga 0,2 ml amestec nr. 2 (contine hidrocarbonat de sodiu, hidrazinsulfat,
acid monoiodacetic, FDP si apa), iar in proba de control - 0,175 ml de
amestec nr. | (contine aceleasi componente in afara de FDP). Ambele
eprubete se introduc intr-o baie de apa pentru o ord la t = 37°C. Dupa
incubare, in proba de control se adauga cite 0,3 ml solutie de acid
tricloracetic de 10% si 0,6 ml solutie de hidroxid de sodiu de 3%. Probele
se lasa in repaus timp de 10 minute la temperatura camerei. Apoi se adauga
cite 0,6 ml solutie de 2,4-dinitrofenilhidrazina si din nou se lasa in repaus
timp de 10 minute. Dupa aceasta in fiecare eprubeta se introduc cite 4,2 ml
solutie de hidroxid de sodiu de 3% si probele se citesc imediat la
fotocolorimetru contra apei (cuva - 5 nm, filtrul de lumina verde ). Din
indicatia probei de analizat se scade indicatia probei de control. Activitatea
fructozo-1,6-difosfataldolazei se exprima in unitati conventionale, care
prezinti valoarea extinctiei multiplicatd cu 100. In conditii normale, activitatea
aldolazei constituie 3 - 8 unitati.

Valoarea diagnostica. Cresterea activitatii aldolazei din serul sanguin se
observa in distrofia musculara, hepatitele toxice si infectioase, pancreatita acutd,
infarctul miocardic.

Teme pentru autopregatire

1. Glicoliza. Treptele enzimatice ale glicolizei aerobe $i anaerobe.

2. Reglarea glicolizei.

3. Bilantul energetic al degradarii anaerobe si aerobe a glucozei. Soarta
piruvatului.

4. Fermentatia alcoolica.

5. Sistemele naveta pentru transferarea NAD H din citozol in mitocondrii.

6. Gluconeogeneza (mecanismul, reglarea).

7. Procesul de sinteza si reglare a lactozei.
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Intrebari pentru autocontrol si situatii de problema

1. Scrieti reactiile glicolizei anaerobe in care se formeaza ATP prin fosforilare
la nivel de substrat.

2. Numiti enzimele glicolizei care se refera la oxido-reductaze, transferaze si
liaze.

3. Scrieti reactiile de transfomare ulterioara a piruvatului.

4. Scrieti reactiile degradarii glucozei incepind cu dihidroxiacetonfosfatul si
terminind cu 1,3-difosfoglicerat. Care este soarta hidrogenului scindat in conditiile
aerobe si anaerobe de degradare a glucozei?

5. Cite molecule de ATP se genereazi prin fosforilare la nivel de substrat
la degradarea completa aeroba a unei molecule de glucoza?

6. Scrieti reactiile sistemelor naveta glicerolfosfat i malat.

7. Cite molecule de ATP se genereazi la oxidarea completa pina la CO,
st H,O a unei molecule de lactat?

8. Care este soarta acidului lactic?

9. Scrieti reactiile de obtinere a alcoolului etilic din lactat.

10. Calculati numérul de molecule de ATP si CO, care se elibereaza la
fermentatia alcoolici a zaharozei.

11. Gluconeogeneza. Reactiile ireversibile ale glicolizei si inversarea lor in
cazul gluconeogenezei.

12. Cum influenteaza majorarea concentratiei de ATP si AMP asupra
activititii fosfofructokinazei?

13. In baza reactiilor enzimatice cunoscute, indicati care din substantele numite
sunt formatoare de glicogen: a) succinat; b) glicerol; ¢) acetil-CoA; d) piruvat;
e) butirat?

14. In ce punct se produce reglarea sintezei glicogenului?

15. Reiesind din procesul de sinteza a glicogenului, determinati numarul
de molecule de ATP care se consuma la transformarea glucozo-6-
fosfatului in glicogen. Cite procente constituie acest numar din numarul
maxim de molecule de ATP formate la degradarea completa a glucozo-6-
fosfatului?
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TEMA 15

Calea pentozofosfat de degradare a glucozei. Includerea altor
monozaharide (fructoza, galactoza) in secventa glicolitica.
Reglarea si patologia metabolismului glucidic. Diabetul zaharat.
Insulina i mecanismele ei de actiune.
Reglarea nivelului de glucozi in singe

Experienta 1. Determinarea piruvatului in urind.

Principiul metodei. Piruvatul in mediul alcalin reactioneazi cu 2,4-
dinitrofenilhidrazina acidului piruvic de culoare galbend-oranj. Intensitatea
coloratiei este direct proportionala cu concentratia de acid piruvic si se determina
pe cale colorimetrica.

Mod de lucru. In prima eprubeta (proba de analizat) se pune cu pipeta
1 ml de urind, iar in a doua (proba de control) - | ml de apa. Apoi in ambele
eprubete se adauga cite 1 ml solutie alcoolica de hidroxid de potasiu de
2,5%, se agitd un minut, dupa ce se adauga cite 0,5 ml solutie de 2,4-
dinitrofenilhidrazina de 0,1%. Continutul eprubetei din nou se agita si se
lasa in repaus timp de 15 minute la temperatura camerei. Se determina
valoarea E a probei de analizat la FEC contra probei de control (cuva - 5
mm, filtrul de lumina albastra). Continutul de acid piruvic in proba de analizat
se determina cu ajutorul curbei-etalon.

Valoarea diagnostica. Zilnic cu urina se excreta 113,7-283,9 mM (10-
25 mg) de acid piruvic. Continutul acidului piruvic creste in singe si in urina
in insuficienta de tiamina in organism, in diabetul zaharat, in hiperfunctia
sistemului hipofizo-suprarenal, in cazurile de administrare a unor
medicamente — adrenalineli, stricninei, camforului.

Experienta 2. Determinarea glucozei in singe. Metoda o-toluidinicd.

Principiul metodei. La fierberea glucozei cu o-toluidina (metilanilind)
in solutia de acid acetic se formeaza un complex de culoare verde. Intensitatea
coloratiei este direct proportionala cu cantitatea de glucoza si se determina prin
fotocolorimetrare.

Mod de lucru. in dou eprubete de centrifugare se pun cu pipeta cite
0,9 ml solutie de acid tricloracetic de 3%. In prima eprubeti (proba de analizat)
se adauga 0,1 ml singe sau ser sanguin, iar in a doua (proba standard) - 0,1
ml solutie standard de glucoza (5 mM/1). Continutul eprubetelor se agita si se
centrifugheaza la 3000 rotatii/minut in decurs de 10 minute. Supernatantul
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este decantat. Pentru determinarea glucozei se iau cite 0,5 ml supernatant
din fiecare eprubeta, se introduc in eprubete uscate obisnuite si se adauga
cite 4,5 ml reactiv o-toluidinic. Eprubetele se introduc intr-o baie de apa clocotinda
exact pentru 8 minute, dupd ce se racesc intr-un jet de apa de robinet.
Probele sunt citite la fotocolorimetru contra apei (cuva - 10 mm; filtrul de
luminarosie).

Calcululse efectueaza dupa formula:

Cop unde: C *"- concentratia glucozei in proba de analizat;
C * - concentratia de glucoza in proba standard (5 mM / I);
ES 7 E™- densitatea opticd a probei de analizat;
E* - densitatea optica a probei standard.

In normd cantitatea de glucoza din singe determinata prin metoda o-toluidinica
variaza intre 3,33 - 5,55 mM/L

Valoarea diagnostici. Hiperglicemia se intilneste la pacientii cu diabet
zaharat, pancreatitd acutd, in cazurile de excitatie a sistemului nervos cen-
tral, in hiperfunctia hipofizei, glandelor suprarenale si tiroidei.

Hipoglicemia se intilneste in hipofunctia glandelor endocrine enumerate
mai sus, in hiperfunctia insulelor Langerhans, la supradozarea insulinei, in
bolile de rinichi cind este dereglat procesul de reabsorbtie al glucozei.

Experienta 3. Determinarea continutului de glucoza in lichidele
biologice (ser, urind, etc). Metoda enzimaticd.

Principiul metodei. Glucoza este oxidata enzimatic de catre glucozo-
oxidaza pana la acid gluconic. Din reactie rezulta peroxid de hidrogen, care
oxideaza o-dianisidina pana la un complex colorat in galben-brun. Intensitatea
coloratiei este proportionala cu concentratia glucozei si se masoara
fotocolorimetric.

Glucoza + apa + O, — acid gluconic + H0,
o-Dianisidina + H,0, — complex colorat + H,0
Mod de lucru. Dozarea propriu-zisa se efectueaza conform tabelului:

C'd.T'I =

Reactivi ( ml) Proba (A) Efalon (A;) Control
Ser 0,01 ™ =
Sol. de glucoza - 0,01 -
Apa distilata - - 0,01
Reactiv glucozic 3,00 3,00 3,00
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Eprubetele se agitd, apoi se introduc in baia de apa (37°C) pentru 30 minute
(sau se lasa la temperatura camerei timp de o ord). Dupa expirarea timpului se
masoard densitatea opticd a probei A si a probei etalon A, fata de control
(filtrul de lumina verde, cuva de 10 mm).

Calculul: Glucoza(mM/1)=10x A/A .

Valorile normale: 3,3 - 5,5 mmol/l.

Teme pentru autopregitire

1. Calea pentozofosfat de degradare a glucozei.

2. Antrenarea altor glucide, in afara de glucoza, 1n reactia glicolitica (fructoza,
galactoza, manoza).

3. Reglarea metabolismului glucidic la nivelul celulei, organelor si intregului
organism,

4. Investigatia functiei glicoreglatoare a organismului (hiperglicemie provocati,
hiperglicemia provocata dubla si proba functionala cu galactoza).

5. Perturbirile metabolismului glucidelor: a) hiperglicemia, hipoglicemia si
glucozuria; b) diabetul zaharat: dereglarile metabolismului glucidic, lipidic, proteic
si hidrosalin. Mecanismul de actiune al insulinei; ¢) bolile moleculare legate de
tulburérile metabolismului glucidic (galactozemia, fructozuria, intoleranta
lactozei, glicogenozele si aglicogenozele); d) dereglarea metabolismului glucidic
in stérile hipoxice.

6. Diabetul zaharat. Insulina — structura si mecanismele de actiune.

7. Reglarea nivelului de glucoza in singe.

Intrebiri pentru autocontrol si situatii de problemi

1. Scrieti ecuatia stoichiometrica pentru sinteza ribozo-5-fosfatului din glucozo-
6-fosfat fara generarea simultana de NADPH.

2. Scrieti ecuatia stoichiometrica de sinteza a NADPH din glucozo-6-fosfat
fard generarea simultani de pentoze.

3. Glucoza marcati cu C .o la atomul C, a fost adaugata la o solutie, care
contine enzimele si cofactorii caii pentozofosfat. Care este soarta izotopului
radioactiv?

4. Care reactie a ciclului Krebs este analoaga cu reactia de decarboxilare
a fosfogluconatului?

5. Care produse se acumuleaza in singe si tesuturi in insuficienta de
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galactokinaza si galactozo-1-fosfaturidiltransferazi in cele doud tablouri clinice
de galactozemie?

6. Mecanismul de actiune al insulinei (indicati raspunsul corect): a) stimuleaza
procesul de transport activ al glucozei si aminoacizilor in tesuturi; b) exercita
actiune activatoare asupra sintetazei acizilor grasi; c) inhiba enzimele
gluconeogenezei; d) intensifica glicogenoliza in ficat; e) intensifica lipoliza.

7. Care din enzimele enumerate mai jos sunt activate sau inhibate de
insulina: a) hexokinaza; b) glucokinaza; c) fosfofructokinaza; d)
glicogensintetaza; e) glicogenfosforilaza; f) piruvatcarboxilaza.

8. Actiunea carora dintre hormonii enumerati este indreptata spre cresterea
continutului de glucoza in singe: a) glucagonului; b) insulinei; ¢) adrenalinei;
d) adrenocorticotropinei; ) hidrocortizonului?

9. Pentru boala ereditarid de depozitare a glicogenului — afectiunea von
Hirke — este caracteristic: a) continut redus de glucoza in singe dupa 6 ore de
inanitie; b) depozitare exagerati de glicogen in ficat; c) activitate inaltd a
glucozo-6-fosfatazei hepatice; d) cresterea nivelului de acid lactic in singe;
e) hipolipimie.

TEMA 16

Colocviu la temele:
Metabolismul general. Chimia si metabolismul glucidelor



