I.4. DOZAREA UNOR PRODUSI INTERMEDIARI
SI FINALI AI METABOLISMULUI GLUCIDIC

I.4.1. DOZAREA ACIDULUI PIRUVIC

Acidul piruvic ocupa un loc central in multe procese metabolice,
constituind veriga de legatura intre metabolismul glucidic, lipidic si
proteic. Formandu-se in glicoliza, acidul piruvic se poate transforma prin
transaminare in alanina si astfel se integreaza in metabolismul proteinelor.
Apoi, prin decarboxilare oxidativa acidul piruvic se transforma in acetil-
CoA, care poate intra in reactiile legate de metabolismul lipidelor sau poate
sa se oxideze la dioxid de carbon si apa cu eliberare de energie.

Principiul metodei. Acidul piruvic reactioneazi cu aldehida
salicilicd in mediul puternic alcalin dand un produs colorat in portocaliu.
Intensitatea culorii acestui produs, proportionala cu concentratia acidului
piruvic se determina spectrofotometric.

Reactivi. 1) Solutie de acid tricloracetic 6%.

2) Solutie de hidroxid de potasiu. 100 g de hidroxid de potasiu
(KOH) se dizolva in 60 ml apa distilatd. Daca solutia depune precipitat se
ia pentru reactie lichid supernatant limpede.

3) Solutie de aldehida salicilica 2% in alcool etilic 96%. Solutia este
stabila cateva luni.

4) Solutie stoc de piruvat de sodiu. Se dizolva 124,9 mg de piruvat
de sodiu in 100 ml apa distilatd la balon cotat. Se prepard extemporaneu
(In momentul determinérii).

5) Solutie etalon de piruvat de sodiu. Intr-un balon cotat de 50 ml
se masoara 1 ml solutie stoc de piruvat de sodiu si se completeaza la semn
cu api distilatd. Intr-un ml solutie etalon se gisesc 0,02 mg acid piruvic.

Modul de lucru. A) DEPROTEINIZAREA. Intr-o eprubeti de
centrifuga se iau 1 ml sange oxalatat recoltat proaspat. Se adaugi 1 ml
solutie de acid tricloracetic 6%, se agita si se lasa 5 minute in repaus. Apoi
se centrifugheaza timp de 15 minute la 3000 rot/min.

B) DEZVOLTAREA CULORII. In doui eprubete se méisoari
reactivii indicati in tabelul urmator.

Reactivi Proba Control
Supernatant incolor si
1 )
transparent(ml)
Apa distilata (ml) - 0,5
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Reactivi Probia Control

Solutie de acid tricloracetic 6%

- 0,5
(ml)
Solutie de hidroxid de potasiu

1 1
(ml)
Solutie de aldehida salicilica (ml) 0,5 0,5

Se agita bine si se introduc eprubetele in baia de apa la 37°C pentru
10 minute. Se racesc repede si se citeste extinctia probei de cercetat la
spectrofotometru, la 470 nm fata de control.

Calculul rezultatelor. Pentru calcularea cantititii de acid
piruvic in volumul de filtrat luat pentru reactia de culoare se traseaza o
curba etalon conform tabelului de mai jos.

Specificatie 1 L 3 4 5 6 i
Concentratia
acidului piruvic in 0,002 | 0,004 | 0,008 | 0,012 | 0,016 | 0,020 | O
proba (mg)
Solutie etalon de
piruvat de sodiu 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0
(ml)
Apa distilata (ml) 0,9 0,8 0,6 0,4 0,2 0 1,0
Solutie de KOH (ml) 1 1 1 1 1 1 1
S;’lli‘éﬂfcge(rilgehlda 05 | 05 | 05 | 05 | 05 | 05 |05

Se agita bine, se termostateaza timp de 10 minute la 37°C, se ricesc
eprubetele si se citesc extinctiile probelor 1-6 1a 470 nm, fata de proba 7.

Se traseaza curba etalon notand pe ordonatd extinctiile iar pe
abscisa concentratia acidului piruvic in probe.

Notand cu a mg de acid piruvic gasite pe curba etalon dupa
extinctia probei de cercetat, cantitatea de acid piruvic in 100 ml siange se
calculeaza cu ajutorul formulei:

mg acid piruvic / 100 ml singe = ax2x100 = ax200

Variatii fiziopatologice. In singele omului sinitos continutul
acidului piruvic reprezinta 0,5-1,5 mg%. Cresterea concentratiei de acid
piruvic in sange se constatd dupa efort muscular, emotii puternice, regim
alimentar bogat in glucide.

Cantitatea acidului piruvic in sdnge poate si creasca in avitaminoza
B, . Aceasta se explica prin aceea, ca in lipsa vitaminei B, care sub forma de
tiaminpirofosfat constituie una din coenzimele piruvatdehidrogenazei
(piruvat:lipoat-oxidoreductaza, E.C. 1.2.4.1), este tulburat procesul de
decarboxilare oxidativa a acidului piruvic si ca urmare se observa
acumularea acestui acid in sange.
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In unele cazuri cresterea acidului piruvic in singe poate si fie
provocata de anoxie si leziuni ale ficatului.

OBSERVATII. Metoda descrisa poate fi folosita si pentru dozarea
acidului piruvic in tesuturi (ficat, muschi, creier etc.). In acest caz, o
cantitate determinata de tesut (0,5-1 g) se omogenizeaza cu sticld pisata
Intr-un mojar récit, de unde se preia cu 2,5 ml solutie de acid tricloracetic
6%. Se centrifugheaza timp de 15 minute la 4000 rot./min. In
supernatantul separat se dozeaza acidul piruvic conform protocolului de
mai sus.
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