ТЕМА 9. ОБМЕН УГЛЕВОДОВ

Изучение углеводного обмена нужно начинать с рассмотрения превращения углеводов в желудочно-кишечном тракте под воздействием пищеварительных ферментов и ферментов микрофлоры, населяющей преджелудки и толстый отдел кишечника. В результате углеводы превращаются в моносахариды, которые изомеризуются в D(+)-глюкозу. Глюкоза поступает в кровь и доставляется к различным органам и тканям. Избыток глюкозы откладывается в печени и мышцах в виде гликогена (рис. 3), который мобилизуется при недостатке ее в крови.
Углеводы в клетках и тканях организма распадаются без участия кислорода (анаэробно) и с участием кислорода (аэробно). В результате образуются энергия и конечные продукты распада: молочная кислота, углекислый газ и вода.
При избыточном поступлении глюкозы в кровь или при пониженном использовании глюкозы клетками организма возникает гипергликемия. Часто гипергликемия сопровождается глюкозурией, выделением глюкозы с мочой. Гипогликемия может возникать при повышенном синтезе гликогена, который наблюдается при избыточном поступлении инсулина.

Опыт 1. Переваривание крахмала пищеварительными соками.

Ход работы: В три пробирки отмеривают по 3 мл 0,5% раствора крахмала. В первую прибавляют 1 мл слюны (предварительно разведенной водой 1:10), во вторую - 1 мл желудочного сока и в третью - 1 мл вытяжки из поджелудочной железы (100 мг высушенной поджелудочной железы тщательно растереть в ступке с 5 мл воды, профильтровать через марлю). Из всех пробирок взять по 1 капле на предметное стекло и проделать йодную пробу, а затем, через каждые 5 минут повторять йодную пробу, записывая окраску.

Через 45 минут с содержимым всех трех пробирок проделать реакцию с реактивом Феллинга. Результаты работы занести в таблицу:

	№ п/п
	Кол-во крахмала, в мл
	Пищеварительный сок.
	Время проведения йодной пробы, минуты


	Реакция Феллинга

	
	
	
	5
	10
	15
	30
	35
	40
	45
	

	1

2

3
	3

3

3
	Слюна (1:10) 

Желудочный сок. 

Вытяжка из поджелудочной железы.
	
	


Сделать выводы.
Опыт 2. Определение глюкозы (сахара) в крови с пикриновой кислотой.

Ход работы: В пробирку № 1, содержащую 1,8 мл воды, отмеривают 0,2 мл крови и 1 мл 1,2 % раствора пикриновой кислоты, смесь встряхивают и фильтруют через бумажный фильтр, предварительно смоченный водой.

Содержимое пробирки № 2 (стандарт) обрабатывают, так же как и первую, только вместо крови берут 0,2 мл стандартного раствора глюкозы. Отфильтровать.

Пробирка № 3 - контроль. К 2 мл дистиллированной воды прибавляют 1 мл 1,2 % раствора пикриновой кислоты и фильтруют. Содержимое этой пробирки используют для колориметрии, вместо кюветы с водой.

По 2 мл фильтрата переносят в чистые пронумерованные пробирки, добавляют по 0,2 мл 20 % раствора NаOH. После этого пробирки закрывают пробкой и помещают на 5 минут в кипящую водяную баню. За это время глюкоза крови восстанавливает пикриновую кислоту в оранжевое соединение. Затем пробирки охлаждают и через 20 минут приступают к измерению оптической плотности на фотоэлектроколлориметре при синем светофильтре (№ 3), кювете толщиной 5 мм. Расчет ведут по формуле: 

Х = (а ∙ 100)/в

где: Х - содержание глюкозы в крови, мг %

а - экстинкция опытного раствора, 

в - экстинкция стандартного раствора, 

100 - концентрация стандартного раствора глюкозы, в мг %.

Опыт 3. Определение содержания глюкозы в сыворотке крови глюкозооксидантным методом.

Приборы и реактивы. Фотоэлектроколориметр, пипетки на 1,0 и 5,0 мл, пробирки, штатив, рабочий раствор (содержимое одного пакета ферментно-хромогенной смеси растворяют в 100 мл дистиллированной воды, раствор хранится в холодильнике при температуре 4–6°С в течение недели), калибровочный раствор глюкозы, сыворотка крови.

Ход работы. В пробирки вносят реагенты по схеме:

	Реагент
	Опытная

проба
	Калибровочная проба
	Холостая проба

	Сыворотка крови, мл
	0,04
	–
	–

	Калибровочный раствор, мл
	–
	0,04
	–

	Вода дистиллированная, мл
	–
	–
	0,04

	Рабочий раствор, мл
	2,0
	2,0
	2,0


Тщательно перемешивают, инкубируют 15 минут при 37°С или 30 минут при комнатной температуре, затем измеряют оптическую плотность опытной и калибровочной проб против холостой пробы при длине волны 500 нм (зеленый светофильтр) в кюветах толщиной слоя 5 мм. При использовании кювет толщиной слоя 10 мм необходимо использовать соотношение исследуемая проба : рабочий реактив – 1:100 (например, 0,02 мл сыворотки и 2,0 мл рабочего раствора).

Расчет провести по формуле:
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где С – концентрация глюкозы

Еоп – оптическая плотность опытной пробы

Ек – оптическая плотность калибровочной пробы

10,0 ммоль/л – концентрация глюкозы в калибровочной пробе

Опыт 4. Проба на спиртовое брожение.

Принцип метода. В анаэробных условиях глюкоза под действием ферментов дрожжей превращается в спирт и углекислый газ.

Ход работы: Растереть в ступке 1,0 г дрожжей с 15 мл 5 % раствора глюкозы. Полученную взвесь налить в бродильный приборчик так, чтобы запаянное колено было заполнено целиком, а расширенная часть только наполовину. Поставить приборчик на 45 – 60 мин в термостат при температуре 37°С. По истечении времени наблюдать выделение CO2, (газ собирается в запаянном конце бродильной трубки). 

Затем в приборчик добавить 1-2 мл 10% раствора NaОН, закрыть его большим пальцем руки и перемешать. В результате поглощения углекислого газа щелочью образуется вакуум и приборчик присасывается к пальцу. 

Для обнаружения спирта 2-3 мл этой жидкости отфильтровать. К прозрачному фильтрату прибавить несколько капель раствора йода, нагреть. Появляется запах йодоформа.

Опыт 5. Количественное определение пировиноградной кислоту в моче.

Пировиноградная кислота (ПВК) образуется в процессе окисления глюкозы в качестве промежуточного продукта. 

В норме в плазме крови содержится 0,8-1,5 мг% ПВК и за сутки с мочой выделяется до 200 мг ПВК. При авитаминозе и гиповитаминозе В1 в крови и в других тканях, особенно в мозге, ПВК накапливается в большом количестве.

Принцип метода. Количественное определение ПВК основано на способности ее образовывать в кислой среде соединения с гидросульфитом (NаHSO3 или KHSO3). Избыток добавленного гидросульфита затем связывают йодом (при этом одновременно окисляются органические соединения мочи).

NaHSO3 + I2 + H2O → NaHSO4 + 2HI
После этого разрушает гидросульфитное соединение пировиноградной кислоты в щелочной среде добавкой гидрокарбоната NаНСО3 Количество освободившегося при этом гидросульфита эквивалентно ПВК. Гидросульфит оттитровывают йодом. По количеству пошедшего на титрование йода рассчитывают содержание пировиноградной кислоты.

Ход работы: В колбочку вносят: 1 мл мочи, 1 мл 0,1 N раствора щавелевой кислоты, 9 мл воды дистиллированной (для осаждения кальция мочи), 10 капель свежеприготовленного раствора гидросульфита и все перемешивают. Ставят в темное место на 15 минут для удаления избытка гидросульфита, затем добавляют 2-3 капли раствора крахмала и 0,1 N раствора йода до синего окрашивания.

Избыток йода удаляют, добавляя по каплям 0,1 N раствор тиосульфата натрия до обесцвечивания.

Избыток тиосульфата удаляют, добавляя по каплям 0,01 N раствор йода до появления синего окрашивания от одной избыточной капли раствора йода.

После этого приливают 10 капель насыщенного раствора гидрокарбоната натрия (синяя краска при этом исчезает).

Содержимое колбочки оттитровывают 0,01 N раствором йода до появления синего окрашивания, не исчезающего в течение 20-30 сек.

Количество 0,01 N раствора йода, пошедшее на титрование, эквивалентно количеству пировиноградной кислоты.

Расчет: Количество ПВК в мг за сутки вычисляют по формуле:

(а ∙ б ∙ в ∙ 0,01)/1,0

где: а- моль/л пировиноградной кислоты

б - количество мл 0,01 N раствора йода, пошедшее на титрование 

в - суточное количество мочи

0,01 - нормальность раствора йода 

1,0 -количество мл мочи, взятое для анализа.
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