1.1.3. DOZAREA GLUCOZEI IN SAN@E
(MICROMETODA COLORIMETRICA
CU ORTO-TOLUIDINA)

In conditii normale, in singele omului si animalelor se giseste o
cantitate relativ constanta de D-glucozi, cunoscuta si sub denumirea de
zahar sanguin sau glicemie. De fapt, alaturi de D-glucoza, in sange se mai
gisesc cantititi neglijabile si de alte glucide (D-fructozi, glicogen etc.). In
unele stari fiziologice si patologice, pentru aprecierea starii metabolismului
glucidic in organismul uman sau animal, este importantd cunoasterea
glicemiei.

Principiul metodei. Glucoza, precum si alte aldohexoze,
prezente in sange, se dehidrateaza prin incélzire in prezenta acidului acetic
concentrat la derivati de furfural:
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D-glucoza hidroximetil-5-furfural

Hidroximetil-5-furfuralul =~ format se condenseaza cu orto-
toluidina(2-aminotoluenul) dand un compus colorat in verde cu
maximul de absorbtie la A=630 nm:
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hidroximetil-5-furfural orto-toluidina baza Schiff

Reactia cu orto-toluidina este stabilizata prin adaugarea de tiouree.
Desi reactia cu orto-toluidina nu este strict specifica pentru glucoza,
interferenta altor aldohexoze este neglijabila, ele existand doar sub forma
de urme in sange.

Reactivi. 1) orto-Toluidind purd (ATENTIE! TOXIC !).
Substanta trebuie sa fie incolora sau slab colorata in galben. Se pastreaza la
frigider, in sticle de culoare inchisa (bruna), cu inchidere etansa. Orto-
toluidina de culoare galbena sau rosietica se va purifica prin distilare (pe o
plita electrica cu sita de azbest sau pe baie electrica cu nisip). Se recomanda
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distilarea in vid pentru a nu se depasi temperatura de descompunere a
substantei (p.f. = 200,2°C la care substanta se descompune; in vid, la 80
mm Hg, compusul are p.f. = 121°C, temperatura la care este stabil).

2) Acid acetic glacial.

3) Tiouree.

4) Reactiv orto-toluidinic (ATENTIE! TOXIC !). Intr-un

balon cotat de 50 (100) ml se introduc 0,075 (0,15) g de tiouree. Se adauga
3 (6) ml de orto-toluidind incolora sau slab colorati in galben. Se
completeaza volumul solutiei la 50 (100) ml cu acid acetic glacial. Pentru
masurarea orto-toluidinei, acidului acetic sau a reactivului orto-toluidinic
se va utiliza O PIPETA AUTOMATA SAU O PIPETA PREVAZUTA
CU PARA DE CAUCIUC SAU O BIURETA CU ROBINET!!

5) Solutie de acid tricloracetic 3 %.

6) Solutie de acid benzoic 0,2 %. Se dizolva 0,2 g acid benzoic
cristalizat In 50 ml apa distilata prin incalzire pe baia de apa. Dupa ricire
solutia se va transvaza cantitativ intr-un balon cotat de 100 ml si se va
completa la semn cu apa distilata.

7) Solutie etalon de glucozd 100 mg %. Se prepara in momentul
utilizarii. Se dizolva 100 mg glucoza anhidra in 100 ml solutie de acid
benzoic 0,2 %. Se va conserva in frigider.

Modul de lueru. Intr-o eprubeti de centrifugi se vor misura 0,9
ml acid tricloracetic 3 % (reactiv 5) si 0,1 ml sange. Se agita si se
centrifugheazi 10 minute la 3000 rotatii/minut. In paralel se va efectua o
proba etalon care contine 0,9 ml acid tricloracetic 3 % (reactiv 5) si 0,1 ml
solutie etalon de glucoza (reactiv 7) (dacd sdngele are un continut prea
mare de glucozd se va folosi o solutie etalon corespunzdator mai
concentratd: 200 mg % sau 300 mg %).

Pentru efectuarea reactiei de culoare se vor folosi eprubete uscate
de 16x160 mm, in care se pipeteaza:

Reactivi Eprubetele '
Control | Etalon | Proba de analizat
Supernatant (ml) - - 0,5
Solutie etalon de glucoza (ml) - 0,5 -
Solutie de acid tricloracetic 3 % 0,5 - -
(ml)
Reactiv orto-toluidinic (ml) 3 3 2

Fierbere pe baia de apa exact 10 minute

Récire cu apa de robinet

Citire la spectrofotometru la A=630 nm fati de control sau apa distilata

OBSERVATII. In scopul economisirii de reactivi se recomandi
addugarea a 2 ml de reactiv orto-toluidinic (reactiv 4) la 0,5 ml
supernatant. Aceastd variantd se poate aplica si in cazul singelui cu un
continut ridicat de zahar, daca un volum determinat de supernatant (0,1 -
0,2 ml) se dilueaza cu ser fiziologic la 0,5 ml, volum final care se supune
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mai departe operatiilor descrise. La calculul rezultatelor se va tine seama
de gradul de dilutie.
Daca extinctia probei de analizat depiseste valoarea de 0,8 se va
proceda la diluarea corespunzatoare a sangelui (a supernatantului).
Calculul rezultatelor. Cantitatea de glucozi, exprimati in mg
la 100 ml de sange, se poate calcula dupa formula:

X = E—S -100, unde: Eg - extinctia probei de analizat;
E
Er - extinctia etalonului;
100 - concentratia glucozei in etalon.

Variatii fiziopatologice. Glicemia omului sinitos variaza intre
60 - 110 mg glucoza/100 ml sange.

Determinarea glicemiei are o importanta deosebita pentru
explorarea modificarilor metabolismului glucidelor sub influenta diferitilor
factori de natura fiziologica sau patologica. Cresterea cantitatii de glucoza
in sange (hiperglicemia) este cauzata de emotii, frig, altitudine, schimbarea
climatului, precum si de alimentatie. Folosirea unor medicamente cum
sunt morfina, atropina, anestezia cu eter si cloroform induc o usoara
hiperglicemie. Scaderea cantitatii de glucoza din sange (hipoglicemia) este
cel mai adesea observata in cazul unui efort muscular prelungit.

In patologie, variatia cantititii de glucozi se intalneste intr-o serie
de boli. Hiperglicemia apare 1in diabetul =zaharat, hiperfunctia
medulosuprarenalei sau adenohipofizei, unele tulburari ale sistemului
nervos central etc. Hipoglicemia este asociatd cu hiperinsulinismul,
inanitia, boala Addison, insuficienta functionala a hipofizei, diferite boli ale
ficatului etc.
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