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Reguli privind protectia muncii
si asigurarea securitatii in laboratoarele de biochimie

Intregul personal si studentii, trebuie si cunoasca si si respecte regulile de protectia muncii si
asigurarea securitatii, pentru prevenirea accidentelor de munca.

Tot personalul care lucreaza in laboratoarele de biochimie este obligat sa poarte halate albe
curate.

Aparatele electrice (centrifugda, termostate, frigidere, spectrofotometru etc.) trebuie sa aiba
prizele cu Impamantare si izolare electrica perfecta. Fixarea lor in priza se face numai cu mana
uscata.

Inainte de inceperea oricirei lucriri de laborator trebuie insusite tehnic problemele teoretice.
Toate reactiile chimice se executa In conformitate cu conditiile prescrise (cantitatea,
concentratia, vesela, etc.).

Masa de lucru se pastreaza intr-o ordine si curatenie exemplara.

Nu se executa nici o operatie In vase murdare.

Dupa intrebuintare toate vasele de laborator se spala cu apa de robinet si cu apa distilata.

Nu se aglomereaza masa cu vase si aparate inutile, pe masa se pun numai reactivii si vesela
necesara pentru lucrarea respectiva.

Sticlele cu reactivi sa fie intotdeauna inchise cu dop. Daca se folosesc diferiti reactivi trebuie de
avut grija sa nu se schimbe dopurile. Excesul luat dintr-un reactiv nu trebuie turnat inapoi in
sticla.

Inciperea unde se prepara acizii minerali, apa de brom, solventii organici trebuie si fie
prevazuta cu nisa, exhaustor si ventilatie electrica.

a

Inainte de folosirea unor substante inflamabile (sulfura de carbon, benzina, eter, etc.) se sting

toate becurile de gaz.
Fiecare laborator trebuie sa fie dotat cu extinctor, sa se faca instructaj periodic de utilizarea

extinctorului si sa fie precizata o echipa care sa intervina in caz de incendiu.

Evaporarea solventilor inflamabili se va face numai pe bai de nisip sau bai de apa electrice, sub
nise.

Trebuie sa se lucreze cu mare precautie cu metalele alcaline, fosfor, brom, clor, acid azotic,
substante toxice si inflamabile.

Pipetarea produselor biologice se face cu pipete prevazute cu filtru de vata.

Pipetarea acizilor concentrati si bazelor se face cu pipeta cu volum mai mare decat volumul de
pipetat si prevazute cu filtru de vata.

Acidul sulfuric diluat se prepara prin turnarea acidului sulfuric concentrat in vasul cu apa si nu
invers.

In timpul incilzirii unei eprubete care contine un lichid capitul deschis al eprubetei nu se tine
spre cel care efectueaza operatia si nici spre vecini.

Nu se lasa substante in vase neetichetate.

Substantele toxice se tin sub cheie si in borcane sau sticle prevazute cu etichete cu cap de mort.
Este strict interzisa gustarea reactivilor deoarece majoritatea substantelor chimice folosite
sunt toxice sau caustice.

Mirosirea substantelor chimice nu se face prin apropierea nasului direct la gatul sticlei cu
reactivi, ci prin aducerea unui curent de aer care contine vapori ai substantelor de la gatul sticlei
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cu ajutorul palmei in apropierea nasului.

Cand se lucreaza cu substante care in cursul operatiei se pot imprastia sau se pot produce mici
explozii, se folosesc ochelari de protectie.

Tuburile de oxigen, bioxid de carbon si azot lichid se depoziteaza, in afara laboratorului. Cand
sunt strict necesare anumitor operatii In laborator ele se ancoreaza cu lant in locuri anume
prevazute.

Cromatografia si electroforeza se efectueaza in incdperi izolate de restul laboratorului si
prevazute cu ventilatoare electrice.

In legiturd cu lucrarea practici efectuati se noteazi toate observatiile precum si schita
instalatiei folosite.

Acizii minerali si hidroxizii concentrati, hartiile si eprubetele sparte nu se arunca in chiuvete.
Dupa terminarea lucrarii practice, se pun toate vasele la loc, se curata masa si se controleaza
daca aparatura electrica a fost scoasa din prize si robinetele de apa si gaz Inchise.

Fiecare laborator trebuie sa fie dotat cu o trusa de prim ajutor care sa contind medicamente si
material sanitar strict necesar (antinevralgice, cardiotonice, antibiotice, antiseptice, calmante,
tifon etc.).

Este interzisa pastrarea alimentelor in frigidere cu produse biologice, pentru a evita pericolul
de infectare.

Este necesar ca masurile de protectia muncii, asigurarea securitatii, prevenirea toxicitatii sa fie
prelucrate cu fiecare grupa de studenti la Inceputul activitatii anului universitar si reamintite
periodic.

In cazul unor accidente se va apela la conducitorul lucririi.



CERINTELE FATA DE STUDENTI
la Catedra de biochimie si biochimie clinica

In conformitate cu carta universitatii si codul moral toti studentii sunt obligati sa respecte

10.
11.

urmatoarele reguli:

Sa indeplineasca toate sarcinile care le revin potrivit planului de invatamant si
curriculumului disciplinei Biochimie.

Sa se informeze prompt asupra a ceea ce li se aduce la cunostinta prin avizierul plasat pe
pagina catedrei - www.biochimia.usmf.md.

Frecventa la curs si lucrarile de laborator este obligatorie.

Studentii se prezinta la orele de curs si lucrari de laborator fara intarziere, in halate (nu se
admit costume chirurgicale), cu toate rechizitele necesare si temele pregatite.

Studentii se prezinta la lucrarile de laborator cu Ghidul pentru lucrari practice indeplinit.
Semnarea procesului verbal al lucrari de laborator este obligatorie si atesta indeplinirea
partii practice. In cazul nesemnirii procesului verbal, partea practici a orei se recupereazi
conform orarului recuperarii restantelor practice (absentelor).

Absentele la lucrarile de laborator se recupereaza numai cu permisiunea vice-decanului. La
recuperare studentul se prezinta ca la orele de lucrari practice: cu proces verbal, testele si
itemii pentru lucru individual rezolvati, tema invatata.

Studentii sunt obligati:

sa foloseasca cu grija bunurile materiale existente in spatiul catedrei,sa pastreze utilajul si
mobilierul, sa le intretina In stare buna. Prejudiciile constand in deteriorarea sau distrugerea
bunurilor se vor recupera, conform procedurii legale, de la cei care le-au produs;

sa urmeze Intocmai regulile tehnicii securitatii in laboratorul biochimic;

sa pastreze ordinea si curatenia in incinta catedrei;

sa pastreze linistea In incinta catedrei;

in sezonul rece al anului hainele (paltoane, scurte) se lasa la vestiar.

In timpul cursului sau lucrarii de laborator este interzisa folosirea telefoanelor mobile cat si
utilizarea diverselor mijloace tehnice (laptop-urilor; iPad-urilor, etc).

Responsabil de disciplina in timpul lucrarilor practice este studentul de serviciu.

De a respecta drepturile de autor ale altor persoane si de a recunoaste paternitatea
informatiilor prezentate in lucrarile elaborate.



SEMESTRUL I

Indicatia metodica nr. 1

Tema: Natura chimica si structura enzimelor.
Coenzimele. Vitaminele in calitate de coenzime

Experienta 1. Identificarea vitaminelor B, B2, B¢ si PP (Bs)

Identificarea vitaminei B; (tiaminei)

Principiul metodei: Tiamina In mediul alcalin formeaza cu diazoreactivul un compus complex
de culoare oranj.

Mod de lucru: La 5 picaturi de diazoreactiv (care constd din volume egale de solutie de acid
sulfanilic 1% si solutie de nitrit de sodiu 5%), se adaugd 1-2 picaturi lichid biologic cercetat.
Inclinand eprubeta se picura atent pe peretii ei 5-7 picaturi de sol. 10% carbonat de sodiu (Na2CO3).
In prezenta tiaminei la hotarul dintre lichide apare un inel colorat in oranj.

Rezultat:
Concluzie:

Identificarea vitaminei B; (riboflavinei)

Principiul metodei: Vitamina B, posedi proprietatea de a se reduce. In formd oxidata vitamina
are culoare galbena, la inceputul reactiei de reducere are culoare roza, care in cele din urma se
decoloreaza, deoarece forma redusa a vitaminei este incolora.

Mod de lucru: intr-o eprubeti se iau 10 picituri de lichid biologic cercetat, se adauga 5 picaturi
de acid clorhidric concentrat si o granuld de zinc metalic. In prezenta riboflavinei se observa
degajarea bulelor de hidrogen, lichidul galben se coloreaza treptat in roz, dupa care se decoloreaza.
Rezultat:

Concluzie:

Identificarea vitaminei PP (Bs)

Principiul metodei: La interactiunea vitaminei PP cu acetatul de cupru se formeaza un precipitat
albastru al sarii de cupru a acidului nicotinic.

Mod de lucru: Se agita solutia de acetat de cupru 5% si se adauga 20 picaturi lichid biologic
cercetat. Eprubeta se incilzeste pani la fierbere si dupa aceea se riceste intr-un jet de apa rece. In
prezenta nicotinamidei la fundul eprubetei se depune un precipitat de culoare albastra de sare de
cupru a acidului nicotinic.

Rezultat:
Concluzie:

Identificarea vitaminei B¢ (piridoxinei)

Principiul metodei: Vitamina Be reactionand cu clorura de fier formeaza o sare complexa de
tipul fenolatului de fier de culoare rosie.

Mod de lucru: La 5 picaturi de lichid biologic cercetat se adaugd un volum egal solutie de
clorura de fier 1%. Amestecul se agit. In prezenta piridoxinei apare o coloratie rosie.
Rezultat:
Concluzie:

intrebiri pentru autopregiitire

1. Notiune despre enzime si rolul lor biologic. Asemanarile si deosebirile dintre actiunea enzimelor
si a catalizatorilor nebiologici.

2. Natura chimica a enzimelor. Dovezile naturii proteice a enzimelor. Structura enzimelor. Centrul
activ si centrul alosteric al enzimelor.

3. Enzimele simple si conjugate. Notiune de holoenzima, apoenzima, cofactor, coenzimai,
cosubstrat si grupa prostetica.



4. Vitaminele ca coenzime. Structura vitaminelor B1, B2, PP si B6 si a coenzimelor lor.
Caracteristica functionald a coenzimelor date.
5. Microelementele in calitate de cofactori.

Probleme de situatie

1. Explicati daca e posibil de separat din enzime centrele active, pastrandu-le integritatea
structurala si functionala.

2. Completati tabelul conform exemplului:

Hipovitaminoza.
Vitamina Denumirea Coenzima Rolul biologic Principalele semne
clinice
Exemplu: Tiamina Tiamin- 1.Decarboxilarea Beri-beri;
B pirofosfat | oxidativa a a- depresie psihica,
(TPP) cetoacizilor. confuzie mentala,
2.Reactii neuropatie periferica
transcetolazice.
B
Bs
PP

3. Scrieti cate un exemplu de reactii, in care participa coenzimele vitaminelor Bi, B2, Bs, PP.




Teste pentru autoevaluare

1. Selectati afirmatia corecta referitoare la centru activ (CA) al enzimelor:
a) este o linie franta in molecula enzimei
b) reprezinta un plan in molecula proteica
c) este un punct din structura tertiard a enzimei
d) reprezintd locul de legare a modulatorilor alosterici
e) este structurd compusa unicala tridimensionala

2. Referitor la centrul activ (CA) al enzimelor sunt corecte afirmatiile:
a) CA este partea enzimei care fixeaza substratul
b) grupele functionale din CA apartin aminoacizilor amplasati succesiv in lantul polipeptidic
c¢) 1n holoenzime CA contine si coenzima
d) CA al enzimelor simple contine coenzima
¢) CA se formeaza in baza structurii secundare

3. Indicati afirmatiile corecte referitoare la substrat:
a) substratul este compusul asupra caruia actioneaza enzima
b) toate enzimele fixeaza numai un singur substrat
c¢) unele enzime interactioneaza cu cateva substraturi
d) substratul se leaga ireversibil la centrul activ al enzimei
e) substratul nu este modificat in procesul de cataliza

4. Referitor la centrul alosteric al enzimelor sunt corecte afirmatiile:
a) este separat spatial de centrul activ
b) contine gruparea prostetica
c) este caracteristic tuturor enzimelor
d) este ,,sinonim” cu centrul activ
e) este locul in care se fixeaza activatorii i inhibitorii

S. Selectati functia vitaminelor:
a) energetica d) coenzimatica
b) structurala e) contractila
c) de transport

6. Selectati compusii chimici care pot indeplini functia de coenzima:

a) nucleotidele d) peptidele
b) proteinele e) trigliceridele
¢) hemul

7. Ce functii indeplinesc coenzimele in cadrul activititii enzimatice?
a) stabilizeaza conformatia activa a enzimelor
b) nemijlocit indeplinesc functie catalitica
c¢) determina specificitatea de actiune a enzimei
d) leaga substratul la enzima
e) determind directia reactiei chimice

8. Selectati coenzimele care contin adenozin-monofosfat:

a) piridoxalfosfat d) NAD"
b) FMN e) tiamin-pirofosfat
c) FAD



9. Selectati coenzimele care participa la reactii de dehidrogenare:
a) piridoxaminfosfat d) FAD
b) piridoxalfosfat e) NAD"
c¢) tiamin-pirofosfat

10. Selectati coenzima care participa la reactii de transfer a gruparii amino:

a) tiamin-pirofosfat d) NAD"
b) FAD e) piridoxalfosfat
c) NADP”*
11. Selectati coenzimele enzimelor enumerate:
a) dehidrogenaze tiamin-pirofosfat
b) aminotransferaze FAD
c¢) decarboxilaze ale aminoacizilor NAD*
d) decarboxilaze ale alfa-cetoacizilor piridoxalfosfat
e) transcetolaze acidul ascorbic

) hidroxilaza prolinei

12. Selectati microelementele care sunt necesare pentru activitatea urmatoarelor enzime:

a) hexokinaza Ca®"
b) lipaza Mg?*
c) amilaza Mn?*
d) ADN-polimeraza Cr
Zn2+

Indicatia metodica nr. 2

Tema : Proprietitile fizico-chimice. Mecanismul de actiune al enzimelor.
Nomenclatura si clasificarea enzimelor

1. Mecanismul de actiune al enzimelor. Centrul activ al enzimelor si rolul lui in formarea si
transformarea complexelor intermediare dintre enzimd si substrat. Rolul modificarilor
conformationale reciproce ale moleculei enzimei si substratului in procesul de cataliza.

2. Nomenclatura (denumirea) si clasificarea enzimelor. Caracteristica generald a claselor si
subclaselor principale de enzime. Numarul de cod al enzimei.

3. Specificitatea enzimelor (tipurile, exemple).

Probleme de situatie

1. La ce clasa si subclasa se refera urmatoarele enzime? Completati tabelul.

Enzima Clasa Subclasa

Pepsina
Amilaza
Lipaza

2. Care este diferenta dintre enzimele numite sintetaze si acelea numite sintaze?




3. Completati tabelul indicand clasa si subclasa enzimelor care catalizeaza reactiile date:

Reactia Clasa Subclasa

Glucoza + ATP — Glc-6-P + ADP

CO2 + Piruvat + ATP — Oxaloacetat + ADP + Pi

Glc-6-P + H20 — Glucoza + Pi

Lactat + NAD+ < Piruvat + NADH + H+

Fru-1,6-bisP — Gliceraldehida-3-P + Dioxiacetonfosfat

Glucoza — Galactoza

Teste pentru autoevaluare

1. Referitor la mecanismul de actiune a enzimelor sunt corecte afirmatiile:
a) 1n procesul de cataliza are loc formarea complexului enzima-substrat [ES]
b) complexul ES e o structura rigida, stabila
c¢) complexul ES nu disociaza
d) enzimele scad energia de activare a reactiei chimice
e) formarea complexului ES este ultima etapa a mecanismului de actiune a enzimei

2. Selectati afirmatiile corecte referitoare la mecanismul de actiune a enzimelor:
a) In complexul ES substratul nu se modifica
b) in complexul ES substratul se deformeaza
c¢) 1n cadrul activitatii enzimatice poate avea loc cataliza covalenta
d) 1n cadrul activitatii enzimatice poate avea loc cataliza acido-bazica
¢) la interactiunea substratului cu enzima se modifica atat structura enzimei, cat si a substratului

3. Selectati enzimele din clasa ligazelor:
a) argininosuccinatliaza d) glutaminsintetaza
b) citratsintaza e) glucokinaza
¢) piruvatcarboxilaza

4. Selectati enzimele care se refera la oxidoreductaze:
a) fenilalaninhidroxilaza d) glutationreductaza
b) fumaraza e) succinatdehidrogenaza
¢) xantinoxidaza

5. Selectati enzimele din clasa liazelor:
a) fumaraza d) glutaminsintetaza
b) citratsintaza e) glucokinaza
¢) piruvatcarboxilaza
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6. Selectati enzimele din clasa transferazelor:

a) argininosuccinatliaza

b) citratsintaza
¢) piruvatcarboxilaza

d) glutaminsintetaza

e) glucokinaza

Indicatia metodica nr. 3

Tema: Cinetica reactiilor enzimatice. Reglarea activitatii enzimatice

Experienta 1. Determinarea activitatii a-amilazei urinare cu substrat stabil de amidon
(metoda Caraway)
Principiul metodei: a-amilaza scindeazd amidonul cu obtinerea produsilor finali care nu se
coloreaza cu solutia de iod. Activitatea amilazei se apreciazd dupad micsorarea cantitatii de amidon
scindat.
Mod de lucru: Experienta se efectueazi in eprubete calibrate de 10 mL!

Nr. Reagent Eprubeta de experienta Eprubeta martor
1. | Solutie de amidon 1 mL 1 mL
(contine 0,0004 g amidon) (contine 0,0004 g amidon)
2. | Incubare 5 minute in baia de apa la
temperatura de 37°C i
3. | Urina 0,02 mL -
4. Amestecul se agiti sise introduce din nou in baia de apa la 37°C exact 7,5 minute
(calculul timpului se face din momentul addugarii urinei)
5. | Solutie de iod 1 mL 1 mL
6. | Urina - 0,02 mL
7. | H2O dist. pana la 10 mL pana la 10 mL
8. Imediat se determind densitatea optica a solutiilor din eprubeta de martor (Em) si de
experientd (Eexp) fata de apa distilata la fotocolorimetru (filtrul rosu, A=630-690 nm)
in cuve de 10 mm.

Calculul: in unitatii SI activitatea amilazei se exprima in grame de amidon hidrolizat de cantitatea
de enzima care se contine intr-un litru de urind timp de o ord de incubare la temperatura de 37°C.
Calculul se face conform formulei:

Activitatea amilazei (g/orasL) = [(Em — Eexp) / Em] © 0,0004 ¢ 8 <50000 =

= [(Em - Eexp) / Em] b 160,

unde:

Em — extinctia probei martor;

Eexp— extinctia probei de experienta;
0,0004 — cantitatea de amidon 1n proba (g);
8 — coeficientul de transformare la o ora de incubare (60 min : 7,5 min = 8);

50000 — coeficientul de transformare la 1 L de urina (1000 mL : 0,02 mL = 50000).

Valorile normale ale activitatii amilazei din urind — 20-160 g/ora-L.

Valoarea diagnostici. In pancreatitele acute si parotitele epidemice se observa cresteri importante
ale a-amilazei In sange si urind. Cresteri moderate se depisteazd in pancreatitele cronice, litiaza
pancreatica, tumori ale pancreasului, litiazd biliara, ulcerul gastric, insuficientd renald cronica si,
uneori, dupa administrarea de opiacee (morfina, codeina, papaverina etc.).

Rezultat:

Concluzii:
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3.

intrebiri pentru autopregitire

. Cinetica enzimatica. Influenta concentratiei enzimei si a substratului, a pH-ului si a temperaturii

asupra activitatii enzimatice.

Principiul determinarii activitatii enzimelor. Unitatile de activitate a enzimelor (unitatea

internationala, katalul).

Activarea si inhibitia enzimelor:

a) Activarea enzimelor prin proteoliza limitatd. Zimogenii (proenzimele).

b) Inhibitia activitatii enzimelor (specificd si nespecifica, reversibild si ireversibild, competitiva
si necompetitiva).

Reglarea activitatii enzimelor (reglarea alosterica, reglarea covalentd). Importanta principiului de

retroinhibitie.

Izoenzimele — particularitatile structurale si functionale, valoarea lor biomedicala.

Utilizarea enzimelor in practica medicald: enzimodiagnosticul, enzimoterapia, utilizarea

enzimelor in laborator.

Probleme de situatie

. Explicati de ce enzimele proteolitice gastrice si pancreatice se produc si se secretd in forma de

proenzime neactive? Care este mecanismul activarii lor?

Unele enzime posedd structurd si proprietati fizico-chimice diferite, dar catalizeazd aceeasi
reactie. Frecvent ele sunt proteine oligomere formate din monomeri diferiti. Acestea sunt:
enzimele alosterice, izoenzimele sau proenzimele? Dati exemple de asemenea enzime si explicati
care este valoarea lor clinico-diagnostica.

Ce mecanism de actiune poseda sulfanilamidele? De ce depinde eficienta tratamentului cu aceste
medicamente? Explicati.
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4. Importanta clinico-diagnosticd a determinarii activitatii lactatdehidrogenazei (LDH) in serul
sangvin. Care sunt izoenzimele LDH? Activitatea caror izoforme ale LDH creste in afectiunile
ficatului si ale miocardului?

Scrieti reactia catalizata de lactatdehidrogenaza.

5. Valoarea clinico-diagnosticd a determinarii activitatii amilazei in serul sangvin si in urind? Ce
reactie catalizeaza amilaza? Care este sediul de sinteza si de actiune a amilazei?

6. In cazurile de intoxicatie cu etilenglicol (antigel) sau metanol in calitate de antidot se
administreaza alcool etilic. Explicati care este scopul administrarii etanolului.

Scrieti reactiile de transformare a etanolului, etilenglicolului si metanolului sub actiunea alcool
dehidrogenazei si numiti produsele reactiilor.
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Teste pentru autoevaluare

1. Referitor la influenta pH-ului asupra activitatii enzimelor sunt corecte afirmatiile:
a) fiecare enzima are pH-ul sau optimal de actiune
b) pH-ul optim pentru pepsina este 7-8
¢) pH-ul nu modifica activitatea cataliticd a enzimei
d) pH-ul optim al tripsinei este 1-2
e) pH-ul influenteaza disocierea grupelor functionale ale enzimei

2. Selectati afirmatiile corecte referitoare la termolabilitatea enzimelor:
a) la temperatura mai inaltd de 50°C majoritatea enzimelor denatureaza
b) termolabilitatea e determinata de coenzima
c) temperatura optimald pentru majoritatea enzimelor este de 20-40° C
d) la temperatura mai inaltd de 50°C activitatea majoritatii enzimelor creste
¢) la temperatura scazuta, mai joasa de 10 C, activitatea enzimelor nu se modifica

3. Referitor la inhibitia competitiva este corecta afirmatia:
a) inhibitorul se aseamana dupa structura cu substratul
b) e posibild simultan fixarea substratului si a inhibitorului
c) fixarea inhibitorului nu afecteaza legarea substratului
d) la inhibitia competitiva valoarea Km nu se modifica
e) inhibitorul se leagd in centrul alosteric

4. Referitor la inhibitia necompetitiva este corecta afirmatia:
a) inhibitorul se leaga la substrat
b) inhibitorul este analog structural al substratului
¢) inhibitia poate fi inlaturata prin exces de substrat
d) la inhibitia necompetitivd se formeaza complexul triplu ESI
e) la inhibitia necompetitivd se formeaza complexele ES si EI

5 . Referitor la enzimele alosterice este corecta afirmatia:
a) cinetica reactiilor alosterice e asemanatoare cu cea a enzimelor obignuite
b) efectorii fixdndu-se in centrele alosterice nu modifica conformatia enzimei
c) modulatorii se leaga covalent 1n centrul activ al enzimei
d) substraturile si produsele reactiei enzimatice nu pot fi efectori alosterici
e) modulatorii alosterici se leaga reversibil in centrele alosterice

6. Selectati mecanismele de reglare a activitatii enzimelor:
a) reglarea neconcurenta
b) modificarea covalenta (fosforilare/defosforilare)
c) autoasamblarea structurii secundare
d) reglarea alosterica
e) reglarea concurenta

7. Referitor la amilaza si activitatea ei sunt corecte afirmatiile:
a) enzima face parte din clasa hidrolazelor
b) activitatea amilazei creste In sange in miozita
c) activitatea amilazei se mareste In sange in pancreatite
d) enzima este sintetizata de celulele stomacului
e) amilaza scindeaza celuloza
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Indicatia metodica nr. 4
Totalizare la capitolul “Enzimele”

1. Notiune despre enzime si rolul lor biologic. Asemanadrile si deosebirile dintre actiunea
enzimelor si a catalizatorilor nebiologici.

2. Natura chimicd a enzimelor. Dovezile naturii proteice a enzimelor. Structura enzimelor. Centrul
activ si centrul alosteric al enzimelor.

3. Enzimele simple si conjugate. Notiune de holoenzima, apoenzimad, cofactor, coenzima,
cosubstrat si grupa prostetica.

4. Mecanismul de actiune al enzimelor. Centrul activ al enzimelor si rolul lui in formarea si
transformarea complexelor intermediare dintre enzima si substrat. Rolul modificarilor
conformationale reciproce ale moleculei enzimei si substratului in procesul de cataliza.

5. Nomenclatura (denumirea) si clasificarea enzimelor. Caracteristica generald a claselor si

subclaselor principale de enzime. Numarul de cod al enzimei.

Specificitatea enzimelor (tipurile, exemple).

7. Cinetica enzimaticd. Influenta concentratiei enzimei si a substratului, a pH-ului si a
temperaturii asupra activitatii enzimatice.

8. Principiul determindrii activitdtii enzimelor. Unitdtile de activitate a enzimelor (unitatea
internationala, katalul).

9. Activarea si inhibitia enzimelor:

a) Activarea enzimelor prin proteoliza limitata. Zimogenii (proenzimele).
b) Inhibitia activitdtii enzimelor (specifica si nespecifica, reversibila si ireversibild, competitiva
si necompetitiva).

10. Reglarea activitatii enzimelor (reglarea alostericd, reglarea covalentd). Importanta principiului
de retroinhibitie.

11. Izoenzimele — particularitatile structurale si functionale, valoarea lor biomedicala.

12. Utilizarea enzimelor in practica medicala: enzimodiagnosticul, enzimoterapia, utilizarea
enzimelor in laborator.

13. Vitaminele B1, B2, Bs, PP, C: structura chimica; coenzimele acestor vitamine; rolul metabolic.

14. Microelementele in calitate de cofactori.

o
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Indicatia metodica nr. 5
Tema: Notiuni generale despre metabolism. Bioenergetica.
intrebiri pentru autopregitire

. Notiune de metabolism. Anabolismul si catabolismul. Caile metabolice. Etapa amfibolica a

metabolismului, rolul ei.

. Bioenergetica:

a) Legile termodinamicii.

b) Notiuni de entalpie, entropie si energie libera. Energia libera standard, semnificatia ei.

c) Reactiile endergonice si exergonice.

d) Potentialul de oxido-reducere. Conexiunea dintre potentialul de oxido-reducere si energia
libera.

. Compusii macroergici: rolul, principalii reprezentanti, particularitatile structurale. Structura

chimica si rolul ATP-ului. Ciclul ATP-ului. Variantele de hidrolizd a ATP. Mecanismele de

sintezd a ATP.

. Compusii supermacroergici: rolul, principalii reprezentanti, particularitatile structurale.

Teste pentru autoevaluare

. Referitor la caile catabolice si anabolice sunt corecte afirmatiile:
a) coincid ca directie

b) poseda reactii i enzime comune

¢) sunt identice

d) ca regula, sunt localizate in diferite compartimente celulare

e) ciclul Krebs este faza amfibolica a metabolismului

. Selectati afirmatia corecta referitoare la bioenergetica:

a) organismele vii sunt sisteme termodinamice inchise

b) energia libera (AG) este energia care nu poate fi utilizata pentru efectuarea lucrului
c) entropia (AS) este gradul de dezordine a unui sistem termodinamic

d) energia legata (TAS) este energia care poate fi utilizatd pentru efectuarea lucrului
e) AG > 0 indica ca reactia chimica este exergonica

. Referitor la reglarea metabolismului celular este corecta afirmatia:

a) caile catabolice si anabolice au reactii comune

b) viteza proceselor metabolice este reglatd de enzimele ce catalizeaza reactii comune ale
anabolismului si catabolismului

c¢) procesele metabolice se regleaza la nivelul reactiilor reversibile

d) ca regula, inhibitorii proceselor catabolice sunt activatori ai proceselor anabolice

e) hormonii nu participa la reglarea proceselor metabolice

. Ce factori determina formarea energiei in reactia de hidrolizi a ATP-lui?
a) repulsia electrostatica

b) gradul mic de stabilitate a ATP-lui

c) prezenta ionilor de Mg*"

d) prezenta apei

e) scindarea legaturilor glicozidice din ATP
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. Energia libera (AG):
a) energia libera standard se noteaza AGO si se calculeaza: AGO =-2,303-R-T-I1gK;

b) conditii standard sunt T=250C, concentratia substantelor - 1,0M, pH =7,0, presiunea 760 tori;
c) daca AG>0 -reactia decurge spre formarea compusilor finali;

d) daca AG <0 - reactia merge 1n stinga;

e) daca AG >0 - compusii finali contin mai multd energie decit substantele initiale.

. ATP-ul:

a) este singurul nucleotid macroergic;

b) este un nucleotid pirimidinic;

c) contine trei resturi fosfat in molecula;

d) contine trei legaturi macroergice;

e) energia se stocheaza in legrtura macroergica.

. Ciclul ATP - ului:

a) forma activa este complexul ATP cu ionii de Mg** sau Mn*";

b) in conditii standard ATP hidrolizeazd in ADP si 7,3 kcal/mol;

¢) in conditii standard ATP hidrolizeaza in AMP si 7,3 kcal/mol;

d) in celula ATP se utilizeaza foarte Incet;

e) energia libera este diferenta dintre energia substantelor rezultante si energia substantelor
initiale.

. Energia ce se formeaza la hidroliza ATP este determinata de:
a) repulsia electrostatica;

b) gradul de stabilitate, rezonanta mica pentru ATP;

c) prezenta ionilor de Mg*";

d) ruperea numai legaturii macroergice finale;

e) ruperea legaturilor glicozidice.

. Care din compusi elibereaza la hidroliza mai multa energie decit ATP-ul:
a) creatinfosfatul;

b) acetilfosfatul;

c) AMP;

d) GTP;

e) fosfoenolpiruvatul.

10. Referitor la potentialul de oxido-reducere (E,) sunt corecte afirmatiile:
a) este o fortd motrice ce determind capacitatea sistemului-redox de a aditiona si a ceda &
b) cu cat valoarea E, este mai electronegativa, cu atat este mai inaltd capacitatea sistemului-
redox de a aditiona &
c) cu cat valoarea E, este mai electropozitivd, cu atat este mai inaltd capacitatea sistemului-redox
deacedaée
d) torentul de € e orientat in directia majorarii energiei libere
e) torentul de € e orientat in directia micsorarii energiei libere
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Indicatia metodica nr. 6
Tema: Decarboxilarea oxidativa a acidului piruvic. Ciclul Krebs.

Experienta 1. Determinarea piruvatului in urina

Principiul metodei: Piruvatul reactionind cu 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) in
mediul alcalin formeaza 2,4-dinitrofenilhidrazona acidului piruvic de culoare galben-oranj.
Intensitatea coloratiei este direct proportionald cu cantitatea de piruvat si se determina
fotocolorimetric.

Modul de lucru:
Eprubeta:
Reactivi Experimentala Control (2)
@
Urina 1 mL -

HO dist. - 1mL

KOH 2,5% (sol. alcoolica) 1 mL 1 mL

Se agita intens timp de 1 min
0,1% sol. 2,4-DNPH | 0,5mL | 0,5 mL

Se agita bine si se lasa 15 min la temperatura camerei

Determinam extinctia probei de cercetat la FEC contra proba de control (cuva - 5
mm, filtrul albastru — 450-465 nm).
Concentratia piruvatului in urina (C) se determina dupa curba de calibrare.

Cantitatea piruvatului excretata timp de 24 ore se calculeaza dupa formula:
X (uM/24 ore) = C - 1500,
unde: C — concentratia piruvatului in urina (determinatd dupa curba de calibrare,
uM/mL), 1500 — diureza nictemerald (mL).

Valori normale: 10-25mg/24ore sau 114-284 pM/24ore.

Valoarea diagnostica: Continutul acidului piruvic In singe si In urind creste in insuficienta
tiaminei, in diabetul zaharat, in hiperfunctia sistemului hipofizaro-adrenal, la administrarea unor
medicamente (adrenalina, stricnina, camforul).

Rezultat: E: C: pM/mL
X (cantitatea piruvatului excretata timp de 24 ore) = nM/24ore
Concluzii:

Experienta 2: Reactia calitativa de determinare a activitatii catalazei

Principiul metodei: Catalaza din sdnge este o oxidoreductaza foarte activa care descompune
apa oxigenata in apa si oxigen molecular: 2H>O2 — 2H>O + O

Modul de lucru: in doui eprubete se iau cate 1 mL H>O, se adauga 2 picaturi de sange si o
proba se fierbe pentru inactivarea enzimei. Dupd racire in ambele eprubete se adaugd 5-10
picaturi de HoO2 3% si continutul eprubetelor se agitd. In eprubeta de experientd se observa
degajarea bulelor de oxigen.
Rezultat:

Concluzii:
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Experienta 3: Determinarea cantitativa a activitatii catalazei

Principiul metodei: Activitatea catalazei se determind prin dozarea apei oxigenate
descompusa de enzima intr-o perioada anumitd de timp dupa urmatoarea reactie:

2KMnO4 + 5H202 + 3H2SO4 — 2MnSO4 + KoSO4 + 8H2O + 502

Cantitatea apei oxigenate descompuse se apreciaza dupd diferenta cantitatii permanganatului de
potasiu consumat la titrarea apei oxigenate pana si dupa actiunea catalazei.
Activitatea catalazei se exprimd prin numarul catalazic si indicele catalazic. Numarul catalazic
(NC) este cantitatea de peroxid de hidrogen (in mg) descompus sub actiunea 1 pL de sange.
Indicele catalazic este raportul dintre numarul catalazic $i numarul eritrocitelor (in milioane)
intr-un pL de sange.

Modul de lucru:
Balonul de titrare cu:
Reactivi, mL proba proba de
martor cercetat
Sange (1:1000) 1 1
Apa distilata 7 7
H>02 1% - 2
H2SO04 10% 5 -
Incubare 30 min la temperatura camerei
H>02 1% 2 -
H2SO4 10% - 5
Titrare cu KMnOy4
pana la roz slab stabil A= B= mL
mL

Calcul: Numarul catalazic (NC) se calculeaza dupa formula:
NC=(A-B) 17
unde: A — cantitatea solutiei de KMnQO4 0,1N consumat la titrarea probei martor (mL),
B - cantitatea solutiei de KMnOs4 0,1N consumat la titrarea probei de cercetat (mL).

1,7 — coeficientul care aratad cate mg de H>O> se contine intr-un mL solutie de H>O» 0,1N.
Valorile normale ale numarului catalazic sunt cuprinse intre 10-15 unitati la adulti si 7,5-9,9
unitati la copii.

Importanta clinico-diagnosticii. In cazul cancerului, anemiei, tuberculozei activitatea catalazei
in singe este reducd. Acatalazemia este o deficientd Inndscuta a catalazei din eritrocite si alte tesuturi,
avand ca simptom principal gangrena cavitdtii bucale. Activitate inaltd a catalazei se observa in
anemiile pernicioasa $i macrocitard, de asemenea si la ingerarea alcoolului si cofeinei.

Rezultat:

Concluzii:

Nivel initial de cunostinte
1. Structura, proprietatile si rolul mitocondriilor.
intrebiri pentru autopregatire
1. Decarboxilarea oxidativa a piruvatului (DOP): complexul polienzimatic, coenzimele, etapele,

reactia sumara, reglarea procesului. Legatura DOP cu ciclul Krebs si cu lantul respirator. Rolul
biomedical.
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2. Ciclul acizilor tricarboxilici (Krebs): functiile, reactiile partiale, enzimele, reactia sumara,
legatura cu lantul respirator, randamentul energetic, reglarea procesului.
3. Reactiile anaplerotice. Semnificatia lor.

Probleme de situatie

1. Enumerati componentele complexului piruvatdehidrogenaza, scrieti formulele vitaminelor care intra
in componenta acestui complex.

2. Numiti toate enzimele ciclului Krebs si determinati la ce clasd de enzime se refera ele (completati
tabelul):

Enzimele ciclului Krebs La ce clasa se refera enzimele date?

3. Explicati de ce ciclul Krebs este un proces aerob.
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4. Care enzime ale ciclului Krebs sunt enzime reglatoare? Care sunt activatorii si inhibitorii acestor
enzime? Completati tabelul.

Enzimele reglatoare Activatorii Inhibitorii
ale ciclului Krebs

5. Scrieti reactia de fosforilare la nivel de substrat din ciclul Krebs.

6. Care vitamine si substante cu activitate vitaminica intrd in componenta lantului respirator? Scrieti
formulele si reactiile lor de oxido-reducere.

7. In ce stare (redusa sau oxidatd) se vor afla transportorii lantului respirator la adiugarea in suspensia de
mitocondrii a antimicinei A si a oxidului de carbon CO?

Teste pentru autoevaluare

1. Selectati afirmatiile corecte referitoare la rolul complexului enzimatic piruvat
dehidrogenaza:

a) decarboxilarea oxidativa a CH3COOH

b) decarboxilarea oxidativi a CH3COCH>COOH

c¢) dehidrogenarea si decarboxilarea CH3COCOOH

d) formarea NADPH pentru sintezele reductive

e) formarea NADH pentru lanful respirator

21



2. Referitor la reglarea activitatii complexului enzimatic piruvat dehidrogenaza (PDH)
sunt corecte afirmatiile:

a) GTP, ATP sunt inhibitori ai complexului PDH

b) sarcina energeticd mica activeaza enzimele complexului PDH

c) toate enzimele complexului PDH se regleaza doar alosteric

d) toate enzimele complexului PDH se supun doar reglarii prin sarcind energetica

e) toate enzimele complexului PDH se regleaza prin fosforilare-defosforilare.

3. Selectati afirmatiile corecte referitoare la ciclul Krebs:

a) este etapa finala comuna a oxidarii compusilor organici

b) furnizeaza substante intermediare pentru anabolism

¢) in ciclul Krebs oxaloacetatul se oxideaza pana la 2 molecule de CO>
d) functioneaza in conditii anaerobe

e) in reactiile ciclului Krebs participa nemijlocit O

4. Referitor la reactia: Succinil-CoA + GDP + H3PO4 < succinat + GTP + HS-CoA sunt
corecte afirmatiile:

a) este o reactie reglatoare a ciclului Krebs

b) este o reactie de fosforilare la nivel de substrat

c) reprezintd o reactie de fosforilare oxidativa

d) este catalizata de enzima succinil-CoA sintetaza

e) enzima ce catalizeaza aceasta reactie este din clasa liazelor

5. Referitor la reactia: Izocitrat + NAD — a - cetoglutarat + NADH + CO2 sunt corecte
afirmatiile:

a) este o reactie reglatoare a ciclului Krebs

b) este o reactie de fosforilare la nivel de substrat

c) reprezintd o reactie de fosforilare oxidativa

d) este catalizata de enzima izocitrat decarboxilaza

e) enzima ce catalizeaza aceastd reactie este din clasa oxido-reductazelor

6. Referitor la reactia: oxaloacetat + Ac-CoA + H,O — citrat + HS-CoA sunt corecte
afirmatiile:

a) este o reactie reglatoare a ciclului Krebs

b) este o reactie de fosforilare la nivel de substrat

c) reprezintd o reactie de oxido-reducere

d) este catalizata de enzima citrat sintetaza

e) enzima ce catalizeaza aceasta reactie este din clasa transferazelor

7. Selectati afirmatiile corecte referitoare la reglarea ciclului Krebs:

a) viteza ciclului este diminuata de concentratia naltd a ADP-lui

b) complexul alfa-cetoglutarat dehidrogenaza este inhibat de succinil-CoA

c) sarcina energetica mica inhiba activitatea ciclului

d) ADP-ul inhiba izocitrat dehidrogenaza

e) NADH inhiba izocitrat dehidrogenaza si complexul alfa-cetoglutarat dehidrogenaza

8. Selectati reactiile anaplerotice:

a) acetil-CoA + oxaloacetat + H,O — citrat + HSCoA

b) glutamat + H,O + NAD" <> alfa-cetoglutarat + NADH+H" + NH3
¢) succinil-CoA + glicina — delta-aminolevulinat + HS-CoA + CO>
d) fosfoenolpiruvat + CO> + GDP — oxaloacetat + GTP

e) piruvat + CO2 + ATP — oxaloacetat + ADP + H3PO4
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Indicatia metodica nr. 7

Tema: Oxidarea biologica. Lantul respirator. Fosforilarea oxidativa.
Oxidarea microzomala. Notiuni de stres oxidativ

Nivel initial de cunostinte
Structura, proprietatile si rolul mitocondriilor.
intrebiri pentru autopregatire

Oxidarea biologica. Dehidrogenarea substraturilor — sursa energetica principald pentru

sinteza ATP-ului. Reactiile, enzimele si coenzimele dehidrogenarii.

Lantul respirator — localizarea, semnificatia biologica:

a) Structura si proprietdtile oxido-reducatoare ale principalilor acceptori de protoni §i
electroni (NAD', FAD, FMN, CoQ). Notiuni despre structura citocromilor si a
proteinelor Fe-S.

b) Schema lantului respirator. Complexele enzimatice.

c¢) Inhibitorii lantului respirator.

d) Potentialul de oxido-reducere al componentelor lantului respirator.

Fosforilarea oxidativa. Punctele de fosforilare.

Mecanismul cuplarii oxidarii cu fosforilarea (ipoteza Mitchell). ATP-sintaza. Inhibitorii

ATP-sintazei. Rolul membranei mitocondriale interne in biosinteza ATP-ului.

Decuplarea proceselor de oxidare si fosforilare. Agentii decuplanti, mecanismul lor de

actiune. Exemple de decuplare fiziologica si patologica.

Oxidarea microzomala. Rolul citocromului P450 in reactiile de oxido-reducere.

Notiuni de stres oxidativ. Speciile reactive ale oxigenului: formarea lor, efectele fiziologice

si nocive. Sistemele antioxidante. Vitaminele E si A.

Probleme de situatie

1. In mitocondriile grisimii brune la copii nou-nascuti si la animalele in stare de hibernare randamentul
ATP-ului la un atom de oxigen absorbit constituie mai putin de o molecula:

a)
b)

ce functie fiziologica poate fi determinata prin raportul P/O mic in grasimea bruna a nou-nascutilor?
indicati mecanismele posibile care ar putea determina un astfel de raport P/O caracteristic
pentru mitocondriile grasimii brune.

Teste pentru autoevaluare

1. Selectati afirmatiile corecte referitoare la lantul respirator:

este localizat in membrana externd mitocondriala
este un proces reversibil

este alcatuit din enzime si sisteme de oxido-reducere
transferd H' si € de pe coenzimele reduse pe O
produsul final al LR este H>O»
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2. Referitor la potentialul de oxido-reducere (E,) al sistemelor-redox din lantul respirator sunt
corecte afirmatiile:

f) este o fortd motrice ce determind capacitatea sistemului-redox de a aditiona si a ceda &

g) cu cat valoarea E, este mai electronegativa, cu atat este mai inaltd capacitatea sistemului-
redox de a aditiona &

h) cu cat valoarea E, este mai electropozitiva, cu atat este mai inalta capacitatea sistemului-redox
deacedaé

i) torentul de € e orientat in directia majorarii energiei libere

j) in lantul respirator sistemele-redox sunt aranjate in ordinea cresterii E,

3. Referitor la complexul I al lantului respirator (NADH-CoQ reductaza) sunt corecte
afirmatiile:
a) indeplineste functia de colector de H' si € de la dehidrogenazele NAD-dependente
b) indeplineste functia de colector de H si & de la dehidrogenazele FAD-dependente
c) contine FMN
d) contine proteine cu fier si sulf (FeS)
e) contine FAD

4. Referitor la complexul II al lantului respirator (succinat-CoQ reductaza) sunt corecte
afirmatiile:
a) transfera H' si € 1n lantul respirator doar de pe succinat
b) contine flavoproteine specializate pentru introducerea H' ¢i & in lantul respirator si de pe
alte substraturi (acil-CoA, glicerol-3-fosfat)
¢) contine NAD"
d) contine citocromii a si a3
e) contine proteine cu fier si sulf (FeS)

5. Referitor la complexul I'V al lantului respirator (citocromoxidaza) sunt corecte afirmatiile:
a) transferd 4€ de la citocromii ¢ la oxigenul molecular cu formarea a 20
b) O interactioneazi cu protonii, forméand apa
¢) contine citocromii b §i ¢
d) contine citocromii a si a3
e) contine ioni de cupru

6. Selectati afirmatiile adevarate referitor la citocromi:
a) reprezintd hemoproteine
b) functionarea citocromilor implicd transformarea: Fe*" < Fe*"
¢) participa la transferul doar a H
d) transfera H' si € pe ubichinona
e) un citocrom poate transfera 2 &

9. Referitor la mecanismul fosforilarii oxidative sunt corecte afirmatiile:

a) in rezultatul transferului de € in lantul respirator (LR) se formeaza un compus intermediar
macroergic

b) & servesc modulatori alosterici pozitivi pentru ATP-sintaza

c) transferul de @ in LR genereaza gradient de protoni intre suprafetele membranei interne
mitocondriale

d) H" trec liber prin membrana internd mitocondriald

e) fluxul de H" este forta motrice ce determind sinteza ATP-ului

10.  Selectati afirmatiile corecte referitoare la ATP-sintaza:

a) este enzima implicata in fosforilarea la nivel de substrat
b) este enzima implicata in fosforilarea oxidativa
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c) este inhibata de oligomicina

d) inhibarea ATP-sintazei micsoreaza atat sinteza ATP-ului, cat si transferul de electroni prin
lantul respirator

e) inhibarea ATP-sintazei nu influenteaza transferul de electroni prin lantul respirator

11.  Referitor la tesutul adipos brun sunt adevarate afirmatiile:

a) este tesut specializat in sinteza ATP-ului

b) este tesut specializat in termogeneza

c) este prezent la animalele in hibernare, la nou-nascuti

d) contine putine mitocondrii

e) mitocondriile din tesutul adipos brun contin termogenina (proteine decuplante)

10. Referitor la fosforilarea oxidativa sunt corecte afirmatiile:

a) Importanta esentiald are integritatea membranei interne mitocondriale;

b) Leziunile membranei interne mitocondriale activeaza transferul electronilor;

¢) Membrana internd mitocondriald este impermeabild pentru OH -, H+, K+, Cl -;
d) 2,4-dinitrofenolul inhiba fosforilarea oxidativa;

e) Decuplantii maresc permeabilitatea membranei interne mitocondriale pentru H+.

11. Mecanismele fosforilarii oxidative:

a) se formeaza un compus intermediar macroergic;

b) energia oxidarii transforma o proteinr in conformatie activa;

c) transferul de € si sinteza de ATP sunt procese cuplate;

d) transferul de € genereaza gradientul de protoni;

e) generarea gradientului de protoni are loc in orice punct de fosforilare al lantului respirator.

12. Referitor la mecanismele fosforilraii oxidative:

a) ionii de H' revin on mitocondrii prin canale ionice speciale;

b) fluxul de H" este forta motrice, ce determind sinteza ATP;

c) ATP sintaza e compusa din factorii Fo si Fi;

d) factorii Fo si F1 sunt situati in matricea mitocondriala;

e) ambii factori sunt componenti ai membranei interne mitocondriale.

13. Oxidarea microzomali are loc in:

a) organite specializate - microzomi

b) mitocondrie

¢) citozol

d) membranele reticulului endoplasmatic
€) peroxizomi

14. Referitor la oxidarea microzomala sunt corecte afirmatiile:

a) este catalizatd de complexul citocrom P450 oxido-reductaza
b) este catalizata de complexul citocrom P450 oxidaza

c) are rol in detoxificarea medicamentelor, xenobioticelor

d) este introducerea unui atom de oxigen 1n substrat

e) este o cale alternativa de oxidare a NADH cu generare de ATP

15. Referitor la stresul oxidativ sunt corecte afirmatiile:

a) produce radicali liberi ai oxigenului

b) este cauzat de perturbarile lantului respirator, oxidarea microzomala

c) este cauzat de perturbarile fosforilarii oxidative

d) este o stare normala care rezulta din intensificarea oxidarii biologice

e) este o stare patologica generatd de acumularea speciilor reactive ale oxigenului
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Indicatia metodica nr. 8

Tema: Digestia si absorbtia glucidelor.
Metabolismul glicogenului

Experienta 1: Reactia Fehling

Principiul metodei: Gruparea carbonil din glucidele reducitoare reduce Cu?* pani la Cu’ din
complexul solubil format in mediul alcalin cu sarea Seignette (tartrat dublu de sodiu si potasiu). Se
formeaza CuxO, precipitat de culoare rosie, conform reactiilor:

CuSO4 + 2KOH — Cu(OH); + K>S0y
CsH 1206 + 2Cu(OH): — CsH ;207 (acid gluconic) + Cuz0 (precipitat rosu) + 2H>O.

Aceasta reactie se deosebeste de reactia Trommer, prin faptul ca reagentul contine tartrat dublu
de sodiu si potasiu pentru legarea excesului de oxid de cupru (II), din care la incalzire se formeaza
un precipitat de culoare neagra.

Modul de lucru: In 5 eprubete numerotate se introduc cu pipeta cite 1 ml din solutiile de
glucoza, fructoza, zaharoza, amidon si urind patologica, addugandu-se in toate cate 1 ml de reactiv
Fehling. Continutul eprubetelor se incalzeste pana la fierbere.

Rezultat:

Concluzii:

Experienta 2: Reactia Seliwanoff

Principiul metodei: Reactia Seliwanoff serveste la diferentierea cetozelor (fructoza) de aldoze
(glucoza). Monozaharidele 1n prezenta HCl concentrat reactioneazd cu rezorcina (sau alti
polifenoli) formand produsi de condensare colorati. Reactia este mai rapidd si mai intensd in
prezenta cetozelor, cand se obtin produsi colorati in rosu, decat in prezenta aldozelor cand se obtin
produsi colorati in roz deschis.

Modul de lucru: In 2 eprubete se pun cu pipeta cite 1 ml solutie Seliwanoff la care se adaugi in
prima eprubetd se adauga 2-3 picaturi solutie de fructoza, iar in a doua — 2-3 picaturi solutie de
glucoza. Probele se incdlzesc pana la fierbere. Dupa racire, continutul eprubetei cu fructoza se
coloreaza in rosu, iar a celei cu glucoza in roz slab.

Rezultat:

Concluzii:

Experienta 3: Identificarea amidonului

Principiul metodei: Amidonul cu iodul da o coloratie albastra, datorita absorbtiei moleculei de
iod la suprafata macromoleculei de amidon.

Mod de lucru: in 5 eprubete, separat adiaugim cu pipeta cite 1 ml din solutiile de glucoza,
fructoza, zaharoza, amidon si urind patologica, si adaugdm 1n fiecare 3 picaturi solutie Lugol
Eprubeta cu solutia de amidon va avea coloratie albastra.

Rezultat:

Concluzii:
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N —

Nivel initial de cunostinte

. Structura monozaharidelor (gliceraldehida, dihidroxiacetona, riboza, dezoxiriboza, ribuloza,

xiluloza, glucoza, galactoza, fructoza).
Structura dizaharidelor ((maltoza, lactoza, zaharoza).
Structura homopolizaharidelor (glicogenul, amidonul, celuloza).

intrebiri pentru autopregitire

. Rolul biologic si nutritiv al glucidelor.

Mecanismele biochimice ale digestiei si absorbtiei glucidelor. Intoleranta la dizaharide.
Transportul glucozei din sadnge in tesuturi — transportorii de glucoza (GLUT). Utilizarea
glucidelor in tesuturi.

Metabolismul glicogenului: glicogenogeneza si glicogenoliza. Reactiile, enzimele, reglarea
reciproca a proceselor.

. Glicogenozele (boala von Gierke, sindromul Pompe).

Problemele de situatie

. Rumegatoarele utilizeaza celuloza ca hrand, iar majoritatea mamiferelor nu o pot utiliza.

Explicati.

Numiti enzimele tractului gastro-intestinal care participa la digestia glucidelor. Completati
tabelul:

Enzima Sediul sintezei Substratul Legatura pe | Produsele
asupra care reactiei
ciruia o scindeaza
actioneaza

Vmax a glicogenfosforilazei din muschii scheletici este cu mult mai mare decat a
glicogenfosforilazei hepatice. Explicati care este rolul fiziologic al enzimei In muschi si in ficat?
De ce este necesar ca glicogenfosforilaza musculara sa fie mai activd, comparativ cu enzima
hepatica?
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Teste pentru autoevaluare
. Selectati functiile glucidelor:

b) energetica e) sunt constituenti ai fesuturilor de sprijin,
¢) mentin presiunea oncotica ai acizilor nucleici
d) sunt emulgatori f) de transport

. Selectati glucidele ce sunt prezente in organismul uman:

a) amiloza d) riboza, dezoxiriboza
b) glucoza e) amilopectina

¢) glicogenul

. Referitor la homoglicani sunt adevarate afirmatiile:

a) unitatea structurala a celulozei este maltoza

b) celuloza este o polizaharidd predominanta in regnul vegetal
¢) amidonul este alcatuit din alfa-glucoza

d) glicogenul este alcatuit din beta-glucoza

a) in structura celulozei predominad legaturile a-1,6-glicozidice

Selectati afirmatiile corecte referitoare la digestia glucidelor:
a) amilaza salivard si cea pancreatica scindeaza legaturile a-1,4-glicozidice din polizaharide
b) amilazele scindeaza amidonul pana la fructoza
c) amilaza salivara scindeaza amidonul pana la glucoza
d) dizaharidazele nu poseda specificitate de substrat
e) celuloza nu este scindatd de amilaza pancreatica

Selectati afirmatia corecta referitoare la glicogenoliza:
a) nu se supune reglarii hormonale
b) toate reactiile glicogenolizei decurg in sens invers glicogenogenezei
c) este un proces strict hidrolitic
d) decurge intens postprandial
e) se activeaza in situatii de stres, inanitie

Referitor la glicogen fosforilaza sunt corecte afirmatiile:
a) este enzima reglatoare a glicogenolizei
b) este reglata doar prin fosforilare-defosforilare
c) forma activa este cea fosforilata
d) scindeaza atat legaturile alfa-1,4-glicozidice, cat si legaturile alfa-1,6-glicozidice din
glicogen
e) este activata de insulind

Referitor la scindarea legaturilor 1,6-glicozidice din glicogen (glicogenoliza) sunt corecte
afirmatiile:

a) este catalizatd de glucozo-6-fosfataza

b) este catalizatd de glicogen fosforilaza

¢) este catalizatd de enzima de deramificare

d) enzima ce catalizeaza procesul are activitate amilo-1,6-1,4-glican transferazica

e) enzima ce catalizeaza procesul are activitate 1,4-glicozidazica

Selectati enzimele ce participa in glicogenogeneza:
a) glicogen sintaza d) glucozo-6-fosfataza
b) glicogen fosforilaza e) UDP-glucozo-pirofosforilaza
c¢) fosfoglucomutaza
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Indicatia metodica nr. 9
Tema: Metabolismul glucozei

Experienta 1. Dozarea glucozei - metoda cu glucozoxidaza

Principiul reactiei: Glucozoxidaza catalizeaza oxidarea glucozei in acid gluconic (in prezenta
oxigenului):

Glucoza + Oz + HyO « glucozoxidaza 1 — Acid gluconic + H>O»

Peroxidul de hidrogen format reactioneazd cu 4- amino-antipirina si fenolul, in prezenta

peroxidazei si formeaza chinonimina.
2H,0; + fenol + 4-amino-antipirina «— peroxidaza — chinonimina + 4H>O

Intensitatea culorii produsului rezultat este proportionald cu concentratia de glucoza din proba de
analizat §i se mdsoara spectrofotometric.
Reactivi:

1. Reactiv enzimatic de lucru:

Tampon fosfat pH = 7,4...70 mmol/L

Fenol ....................... 5 mmol/L
Glucoz-oxidaza.............. > 10 U/mL
Peroxidaza ................... > 1 U/mL
4-amino-antipirina.......... 0,4 mmol/L

1. Proba: ser nehemolizat
Tehnica de lucru: se pipeteaza In doud eprubete, dupad schema urmatoare:

Eprubeta N1 Eprubeta N2
PROBA CONTROL
Reactiv enzimatic de lucru 1,5 mL 1,5 mL
Ser 0,02 mL -
. se agita
. se incubeaza 10 min la temperatura camerei
o se citeste extinctia probei (E) fata de control la 500 nm, in cuva de 0,3 cm.

Coloratia e stabila 2 ore.

Calcul: Glicemia (concentratia glucozei) = E x 80 mmol/L, unde 80 este coeficientul calculat
preventiv, reiesind din extinctia standardului.

Valori normale: Ser: 3,3 — 5,5 mmol/L

Semnificatie clinica-diagnostici. O concentratie crescutd de glucozd in sange este numita
hiperglicemie. Glucozuria apare atunci, cdnd concentratia de glucoza din sidnge depaseste 9
mmol/L. Hiperglicemia si glucozuria sunt caracteristice pentru diabetul zaharat, pancreatita acuta,
excitatie a portiunii simpatice a sistemului nervos, hipersecretie de adrenalina, glucagon, iodtironine
si glucocorticoizi. Hipoglicemia este starea caracterizatd de o concentratie scazutd de glucoza in
sange. Poate aparea in hipersecretia sau supradozajul de insulind, in hiposecretia de iodtironine si
glucocorticoizi, afectiuni renale.

Rezultat: E = Concentratia glucozei =
Concluzii:
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intrebiri pentru autopregitire

Glicoliza: etapele, reactiile, enzimele, reglarea.

Reactia sumara a glicolizei anaerobe si randamentul energetic.

Schema oxidarii aerobe a glucozei si randamentul energetic.

Sistemele-navetd glicerolfosfat si malat-aspartat de transport al echivalentilor reducatori din
citozol in mitocondrie.

Gluconeogeneza — substraturile, reactiile, enzimele, reactia sumara. Ciclul Cori.

6. Reglarea reciproca a glicolizei si a gluconeogenezei.

b=

)]

Problemele de situatie

1. Numiti cdile posibile de utilizare a piruvatului.

2. Care este soarta NADH obtinut in reactia de dehidrogenare a gliceraldehid-3-fosfatului: a) in conditii
aerobe? b) in conditii anaerobe?

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

4. Cate molecule de ATP se genereazd prin fosforilare la nivel de substrat si cate — prin fosforilare
oxidativa la degradarea completa aeroba a unei molecule de glucoza?

5. Cate molecule de ATP se genereaza la oxidarea completa pand la CO: si H2O a unei molecule de
lactat? Explicati.
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6. Hexokinaza si glucokinaza sunt izoenzime ce catalizeaza reactia chimica: Glucoza + ATP —
glucozo-6-fosfat + ADP. Completati tabelul referitor la deosebirile izoenzimelor nominalizate:

Proprietati Glucokinaza Hexokinaza

Substraturi

Tesuturi in care este prezenta

Procesele 1n care participa

Afinitatea fata de substrat, Km

Reglarea hormonala

Reglarea alosterica

7. Enumerati enzimele reglatoare ale glicolizei si ale gluconeogenezei. Numiti activatorii si inhibitorii lor
(completati tabelul):

Enzimele Activatori Inhibitori Enzimele Activatori Inhibitori
reglatoare ale reglatoare ale
glicolizei gluconeo-
genezei
1 4
2 3
3 2
1

Teste pentru autoevaluare

1. Selectati afirmatiile corecte referitoare la glicoliza:
a) toate reactiile glicolizei sunt reversibile
b) in conditii anaerobe produsul final al glicolizei este lactatul
c¢) 1n conditii anaerobe randamentul energetic al glicolizei este 12 ATP
d) in conditii aerobe produsele finale ale glicolizei sunt CO; si H.O
e) 1n conditii aerobe randamentul energetic al glicolizei este 2 ATP

2. Referitor la reactia: Fructozo-6-fosfat + ATP — fructozo-1,6-difosfat + ADP sunt corecte
afirmatiile:
a) este o reactie din glicogenoliza
b) este o reactie reversibila
c) este catalizata de enzima fosfofructomutaza
d) este catalizata de enzima fosfofructokinaza
e) enzima ce catalizeaza aceasta reactie este enzima reglatoare

3. Referitor la reglarea activitatii fosfofructokinazei sunt adevarate afirmatiile:
a) modulatori pozitivi sunt AMP si fructozo-2,6-bifosfatul
b) sarcina energetica micd a celulei inhiba activitatea enzimei
c) NADH si NADPH sunt principalii activatori ai enzimei
d) citratul si ATP sunt modulatori negativi
e) 1,3-difosfogliceratul, fosfoenolpiruvatul sunt activatori ai enzimei
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4. Referitor la reactia: fosfoenolpiruvat + ADP — piruvat + ATP sunt corecte afirmatiile:
a) este o reactie de fosforilare oxidativa
b) este o reactie de fosforilare la nivel de substrat
c¢) piruvatul obtinut in reactie este un compus macroergic
d) este o reactie din gluconeogeneza
e) enzima ce catalizeaza aceasta reactie este enzima reglatoare

5. Referitor la reactia: Piruvat + NADH+H" < lactat + NAD" sunt corecte afirmatiile:
a) este o reactie din glicoliza
b) are loc in conditii anaerobe
c) este catalizatd de enzima piruvatdehidrogenaza
d) enzima ce catalizeaza aceasta reactie este din clasa hidrolazelor
e) este o reactie a gluconeogenezei

6. Selectati enzimele comune ale glicolizei si ale gluconeogenezei :
a) hexokinaza
b) fosfoglicerat kinaza
c¢) fosfoenolpiruvat carboxikinaza
d) fosfoglicerat mutaza
e) fructozo-1,6-difosfataza

7.  Selectati substantele glucoformatoare (care pot servi substrat pentru gluconeogenez:):

a) succinatul d) lactatul
b) glicerolul e) butiratul
c) acetil-CoA f) alanina
8. Selectati starile care pot conditiona hiperglicemie:
a) stresul d) diminuarea gluconeogenezei
b) activarea glicogenolizei e) hiperinsulinismul

c) activarea glicolizei

9. Selectati efectele insulinei asupra metabolismului glucidic in ficat:
a) inductia glucokinazei
b) activarea glicogen fosforilazei
¢) inhibarea fructozo-1,6-difosfatazei
d) activarea fosfoenolpiruvat carboxikinazei
e) inhibarea glicogen sintazei

10. Selectati procesele stimulate de insulina:
a) transportul glucozei in tesuturi d) sinteza glicogenului
b) conversia glicerolului in glucoza e) gluconeogeneza
c) glicogenoliza
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Indicatia metodica nr. 10

Tema: Calea pentozofosfatilor. Metabolismul fructozei si galactozei.
Reglarea si patologia metabolismului glucidic

Experienta 1. Reactia de identificare a fructozei in urina
Principiul metodei. Cetozele (fructoza) in mediul acid, tratate cu rezorcind, dau o coloratie

rosie. In aceleasi conditii, aldozele (glucoza, galactoza) dau o coloratie roz-pala.

Modul de lucru. intr-o eprubeti pipetim 0,5 mL urind de cercetat, la care se adaugi 0,5 mL

reactiv Seliwanoff si 1 mL acid clorhidric concentrat. Aparitia unei culori rosii-brune indica
prezenta fructozei in urina.

Valoarea diagnostica. Fructozuria se depisteaza dupd ingestie de fructe, in sarcind, in fructozuria
ereditard si intoleranta ereditara a fructozei, intoxicatii acute cu etanol etc.

Rezultat:
Concluzii:
intrebiri pentru autopregiitire

1. Calea pentozo-fosfat de oxidare a glucozei. Rolul biologic al procesului, reactiile etapei
oxidative, enzimele, coenzimele. Ecuatia stoichiometricd a etapelor I si II si a intregului proces.

2. Metabolismul fructozei — cdile hepaticd si musculara: reactiile, enzimele, rolul biologic.
Dereglarile ereditare ale metabolismului fructozei.

3. Metabolismul galactozei: reactiile, enzimele, rolul biologic. Patologia ereditara a
metabolismului galactozei.

4. Reglarea hormonald a metabolismului glucidic: influenta insulinei, glucagonului,
catecolaminelor si a glucocorticoizilor.

5. Dereglarile metabolismului glucidic in diabetul zaharat, diabetul steroid, In consumul cronic de
alcool.

Probleme de situatie

1. Scrieti ecuatia stoichiometricd pentru sinteza ribozo-5-fosfatului din glucozo-6-fosfat fara
generare concomitentd de NADPH.

2. Scrieti ecuatia stoichiometricd pentru formarea NADPH din glucozo-6-fosfat fiara generare
concomitenta de pentoze.

3. Consumul de alcool, in special dupd un efort fizic intens sau in stare de foame, poate provoca hipoglicemie.

Scrieti reactiile de utilizare a alcoolului etilic si explicati de ce metabolizarea etanolului este insotitd de
hipoglicemie. Ce reactie relevanta este inhibata in cazul consumului excesiv de alcool?
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Teste pentru autoevaluare

. Referitor la calea pentozo-fosfatilor de oxidare a glucozei este corecta afirmatia:
a) decurge activ numai in ficat si eritrocite

b) decurge activ numai in tesutul adipos, suprarenale, glandele mamare

c¢) In etapa oxidativa are loc conversia glucozei in pentoze

d) 1n etapa neoxidativa are loc conversia pentozelor in hexoze

e) reactiile etapei neoxidative sunt ireversibile

. Referitor la reactia: Glucozo-6-fosfat + NADP" — 6-fosfogluconolactona + NADPH+H"
sunt adevarate afirmatiile:

a) este o reactie din glicoliza

b) este o reactie din calea pentozo-fosfatilor de oxidare a glucozei

c) enzima ce catalizeaza reactia este glucozo-6-fosfataza

d) enzima ce catalizeaza aceasta reactie este lactonaza

€) enzima ce catalizeaza aceasta reactie este inhibatda de NADPH

. Selectati reactiile etapei oxidative a suntului pentozo-fosfat:

a) Glucozo-6-fosfat + NAD" — 6-fosfogluconolactond + NADH+H"
b) Glucozo-6-fosfat + NADP" — 6-fosfogluconolactona + NADPH+H"
c¢) 6-fosfogluconolactona + H,O — 6-fosfogluconat

d) 6-fosfogluconat + NAD" — ribulozo-5-fosfat + NADH+H" + CO;

e) 6-fosfogluconat + NADP' — ribulozo-5-fosfat + NADPH+H" + CO»

. Selectati reactiile ce se refera la metabolismul fructozei in ficat:

a) fructoza + ATP — fructozo-6-fosfat + ADP

b) fructoza + ATP — fructozo-1-fosfat + ADP

¢) fructozo-6-fosfat + ATP — fructozo-1,6-difosfat + ADP

d) fructozo-1,6-difosfat «» gliceraldehid-3-fosfat + dihidroxiacetonfosfat
e) fructozo-1-fosfat «» gliceraldehida + dihidroxiacetonfosfat

. Referitor la intoleranta la fructoza sunt corecte afirmatiile:

a) este cauzata de deficitul ereditar al fructozo-1-fosfataldolazei

b) este cauzata de deficitul ereditar al fructozo-1,6-difosfataldolazei
c) se acumuleaza fructozo-1-fosfat ce inhiba glucozo-6-fosfataza
d) conduce la insuficientd hepatica, ciroza

e) se manifesta clinic prin crize hipoglicemice

. Selectati enzimele necesare pentru metabolizarea galactozei:
a) galactokinaza

b) hexokinaza

c) UDP-galactozo-pirofosforilaza

d) UDP-glucozo-hexozo-1-fosfat uridiltransferaza

e) UDP-glucozo-4-epimeraza

. Referitor la intoleranta la galactoza sunt corecte afirmatiile:

a) este cauzatd de deficitul ereditar al galactokinazei

b) este cauzata de deficitul ereditar al UDP-glucozo-hexozo-1-fosfat uridiltransferazei
c) se acumuleaza doar galactoza

d) se manifesta clinic prin retard mintal

e) se manifesta clinic prin cataracta
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Indicatia metodica nr. 11
Totalizare la capitolele: ,,Bioenergetica” si ,,Metabolismul glucidelor”

I. Notiune de metabolism. Anabolismul si catabolismul. Caile metabolice. Etapa amfibolica a
metabolismului, rolul ei.

2. Legile termodinamicii. Notiuni de entalpie, entropie si energie liberd. Energia libera standard,
semnificatia ei. Reactiile endergonice si exergonice.

3. Compusii macroergici: rolul, principalii reprezentanti, particularitatile structurale. Compusii
supermacroergici. Structura chimica si rolul ATP-ului. Ciclul ATP-ului. Variantele de hidroliza a ATP.
Mecanismele de sintezd a ATP.

4. Decarboxilarea oxidativa a piruvatului: complexul polienzimatic, coenzimele, reactia sumara, etapele,
reglarea procesului, legatura cu ciclul Krebs si cu lantul respirator. Rolul biomedical.

5. Ciclul acizilor tricarboxilici (Krebs): functiile, reactiile partiale, enzimele, reactia sumard, legatura cu
lantul respirator, randamentul energetic, reglarea procesului.

6. Reactiile anaplerotice. Semnificatia lor.

7. Oxidarea biologica. Dehidrogenarea substraturilor — sursa energetica principald pentru sinteza ATP-ului.
Reactiile, enzimele si coenzimele dehidrogenarii.

8. Lantul respirator — localizarea, semnificatia biologica:

a)  Structura si proprietatile oxido-reducétoare ale principalilor acceptori de protoni si electroni
(NAD", FAD, FMN, CoQ). Notiuni despre structura citocromilor si a proteinelor Fe-S.

b) Potentialul de oxido-reducere al componentelor lantului respirator.

c) Schema lantului respirator. Complexele enzimatice. Inhibitorii lantului respirator.

9. Fosforilarea oxidativa. Punctele de fosforilare.

10. Mecanismul cuplarii oxidarii cu fosforilarea (ipoteza Mitchell). ATP-sintaza. Inhibitorii ATP-sintazei.
Rolul membranei mitocondriale interne in biosinteza ATP-ului.

11. Decuplarea proceselor de oxidare si fosforilare. Agentii decuplanti, mecanismul lor de actiune. Exemple
de decuplare fiziologica si patologica.

12. Oxidarea microzomala. Rolul citocromului P450 in reactiile de oxido-reducere.

13. Notiuni de stres oxidativ. Speciile reactive ale oxigenului: formarea lor, efectele fiziologice si nocive.
Sistemele antioxidante. Vitaminele E si A.

14. Rolul biologic a glucidelor.

15. Mecanismele biochimice ale digestiei si absorbtiei glucidelor. Intoleranta la dizaharide.

16. Transportul glucozei din singe in tesuturi — transportorii de glucoza (GLUT). Utilizarea glucidelor in

tesuturi.

17. Metabolismul glicogenului: glicogenogeneza si glicogenoliza. Reactiile, enzimele, reglarea reciproca a

proceselor.

18. Glicogenozele (boala von Gierke, sindromul Pompe).

19. Glicoliza: reactiile, enzimele.

20. Reactia sumara a glicolizei anaerobe si randamentul energetic.

21. Schema oxidarii aerobe a glucozei si randamentul energetic.

22. Sistemele-naveta glicerolfosfat si malat-aspartat de transport al echivalentilor reducatori din citozol in

mitocondrie (notiuni generale).

23. Gluconeogeneza — substraturile, reactiile, enzimele, reactia sumara. Ciclul Cori.

24. Reglarea reciproca a glicolizei si a gluconeogenezei.

25. Calea pentozo-fosfat de oxidare a glucozei. Rolul biologic al procesului, reactiile etapei oxidative,

enzimele, coenzimele. Ecuatia stoichiometrica a etapelor I si II si a intregului proces.

26. Metabolismul fructozei — caile hepatica si musculard: reactiile, enzimele, rolul biologic. Dereglarile

ereditare ale metabolismului fructozei.

27. Metabolismul galactozei: reactiile, enzimele, rolul biologic. Patologia ereditara a metabolismului

galactozei.

28. Reglarea hormonald a metabolismului glucidic: influenta insulinei, glucagonului, catecolaminelor si a

glucocorticoizilor.

29. Dereglarile metabolismului glucidic in diabetul zaharat, diabetul steroid, in consumul cronic de alcool.
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Indicatia metodica nr. 12

Tema: Digestia si absorbtia lipidelor. Resinteza lipidelor.
Lipoproteinele plasmatice. Metabolismul trigliceridelor

Experienta 1. Identificarea acizilor biliari - reactia Petencofer
Principiul reactiei. La interactiunea acizilor biliari cu oximetilfurfurolul (derivat din zaharoza

sub actiunea acidului sulfuric concentrat) se formeaza un complex de culoare rosie-violeta.

Modul de lucru. intr-o eprubeti uscati se introduc:

Reactive
Bila 2 picaturi
Zaharoza 20% 2 picaturi
Continutul eprubetei se agita.

Acid sulfuric concentrat | 5-6 picaturi
Rezultat:
Concluzii:

Nivel initial de cunostinte

1. Lipidele de rezerva. Triacilglicerolii — structura, proprietatile fizico-chimice, rolul biomedical.

—

(98]

N

intrebiri pentru autopregiitire

. Importanta lipidelor in alimentatie. Acizii grasi indispensabili.
. Digestia si absorbtia lipidelor alimentare:

a) Rolul acizilor biliari.

b) Scindarea triacilglicerolilor, fosfolipidelor, colesteridelor: enzimele, produsele de hidroliza.
c) Absorbtia produselor de hidroliza a lipidelor.

d) Reglarea digestiei lipidelor (actiunea colecistokininei, secretinei).

e) Dereglarile digestiei si absorbtiei lipidelor. Steatoreea pancreatica, hepatica si intestinala.

. Resinteza lipidelor in enterocite. Formarea chilomicronilor.
. Transportul sangvin al lipidelor. Lipoproteinele plasmatice: structura, metodele de separare,

fractiile (chilomicronii, VLDL, LDL si HDL), compozitia chimica (lipidele si apoproteinele),
metabolismul, functiile.

. Biosinteza triacilglicerolilor: localizarea, reactiile, enzimele si coenzimele, reglarea.
. Catabolismul trigliceridelor — reactiile, enzimele, reglarea hormonala (actiunea catecolaminelor,

glucagonului, insulinei, glucocorticoizilor). Soarta produselor de hidroliza a trigliceridelor.

. Metabolismul glicerolului: cdile de utilizare; oxidarea — reactiile, enzimele, randamentul

energetic.

Probleme de situatie

. Scrieti reactia catalizatd de fosfolipaza A> pancreatica, indicati denumirile substratului si ale

produselor reactiei.
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Veninul cobrei si al albinelor contine fosfolipaza A>. Cum afecteaza enzima nominalizata
persoanele muscate?

2. Care sunt cauzele steatoreei? Ce dereglari metabolice se pot dezvolta in steatoreea persistenta?
Ce manifestari clinice si modificari biochimice pot fi prezente in functie de cauza steatoreei?

3. In starile de stres si de inanitie are loc o mobilizare intensi a triacilglicerolilor din tesutul adipos.
Care hormoni stimuleaza lipoliza?

Indicati schematic caile de utilizare a produselor de hidroliza a trigliceridelor?

Teste pentru autoevaluare

1. Referitor la acizii biliari sunt corecte afirmatiile:
a) se sintetizeaza din colesterol
b) reprezinta enzime lipolitice
c) se conjuga in ficat cu bilirubina
d) sunt compusi polari
e) participa la emulsionarea grasimilor

2. Selectati compusii care se obtin la digestia lipidelor alimentare:
a) 2-monogliceridele
b) lizofosfolipidele
c) steranul
d) acizii grasi
e¢) acidul fosfatidic
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3. Care este sediul de sinteza a urmatoarelor lipoproteine?

a) LDL enterocitele

b) VLDL circulatia sangvina
¢) chilomicroni ficatul

d) HDL ficatul, enterocitele

4. Ce apolipoproteine sunt prezente in urmatoarele lipoproteine?

a) LDL B100, C, E
b) VLDL A,C,D,E
¢) chilomicroni B100
d) HDL B48,C, E
5. Care este principala functie a urmatoarelor lipoproteine?
a) LDL transporta trigliceridele endogene spre tesut adipos, muschi, miocard
b) VLDL transporta colesterolul spre tesuturile extrahepatice
c¢) chilomicronii transporta colesterolul de la tesuturile extrahepatice spre ficat
d) HDL transporta trigliceridele exogene spre muschi, miocard, tesut adipos

6. Selectati afirmatiile corecte referitoare la lipoproteinlipaza (LPL):
a) este prezenta in tesutul adipos, miocard, muschi scheletici
b) scindeaza trigliceridele din chilomicroni si VLDL
c) este inhibata de apolipoproteina C-II
d) este inhibata de insulina
e) este activatd de ratiile bogate in lipide si glucide

7. Referitor la biosinteza triacilglicerolilor sunt corecte afirmatiile:
a) are loc exclusiv in tesutul adipos
b) se intensificd in inanitie
c) este activata de insulina
d) se amplifica in diabetul zaharat tipul I
e) depozitarea trigliceridelor in tesutul adipos este nelimitata

Indicatia metodica nr. 13
Tema: Metabolismul acizilor grasi. Corpii cetonici

Experienta 1. Identificarea corpilor cetonici in urina

Principiul metodei: Corpii cetonici (acetona, acidul acetoacetic si acidul B-hidroxibutiric)
interactioneazd 1n mediul bazic cu nitroprusiatul de sodiu si acidul acetic concentrat formand un
compus rosu-visiniu.

Modul de lucru: in doud eprubete uscate se introduc:

Reactive I eprubeta I eprubeta
Urind normala 2 picaturi -
Urind patologica - 2 picaturi
NaOH 10% 2 picdturi 2 picaturi
Nitroprusiat de sodiu 10% 2 picaturi 2 picaturi
Continutul eprubetelor se coloreaza in rogu-oranj
Acid acetic glacial | 6picaturi | 6 picaturi
Urina care contine corpi cetonici devine rosie-visinie. Intensitatea
culorii variaza in raport direct cu concentratia corpilor cetonici din
urind

38



Rezultat:

Concluzii:

Nivel initial de cunostinte

1. Acizii grasi saturati si nesaturati. Structura, proprietatile fizico-chimice, reprezentantii principali,
rolul biomedical.

intrebiri pentru autopregitire

1. Biosinteza acizilor grasi — localizarea, etapele, reactiile, enzimele, coenzimele, reglarea:
a) saturati cu numar par de atomi de carbon;
b) nesaturati cu numar par de atomi de carbon (monoenici)
2. Beta-oxidarea acizilor grasi:
a) saturafi cu numar par de atomi de carbon (sediul, etapele, reactiile, enzimele, coenzimele,
randamentul energetic, reglarea);
b) nesaturati (particularitagi).
3. Corpii cetonici:
a) reprezentantii, structura chimica;
b) biosinteza (sediul, substratul, reactiile);
c) utilizarea (tesuturile, reactiile, produsele finale, randamentul energetic);
d) cetonemia si cetonuria (cauzele, mecanismul aparitiei).

Probleme de situatie
1. La ingerarea unei ratii bogate in lipide are loc depozitarea lor in tesutul adipos. Indicati cum are

loc digestia trigliceridelor alimentare, absorbtia produselor de hidrolizd a lor, resinteza in
enterocite, transportul trigliceridelor spre tesutul adipos si sinteza lor 1n adipocite.
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2. Dupa o ingestie de zaharoza, surplusul de glucoza si fructoza este transformat in ficat in
trigliceride. Sinteza trigliceridelor necesitd glicerol-3-fosfat, acetil-CoA, ATP si NADPH.
Indicati cdile de obtinere a acestor compusi din glucide. Care este soarta ulterioard a
trigliceridelor sintetizate in ficat?

3. Scrieti structura unui triacilglicerol alcatuit din acizi grasi saturati si nesaturati. Calculati care
este randamentul energetic al oxidarii complete a trigliceridei.
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Teste pentru autoevaluare

1. Selectati procesele in care are loc formarea NADPH:
a) beta-oxidarea
b) glicoliza
c) oxidarea corpilor cetonici
d) reactia catalizata de enzima malica
e) calea pentozo-fosfat de oxidare a glucozei

2. Selectati activatorul (1) si inhibitorul (2) acetil-CoA carboxilazei (enzima reglatoare a
sintezei acizilor grasi):

a) ATP ADP
b) AMP ATP
c) malonat AMP
d) acetoacetat citrat
e) citrat palmitoil-CoA

3. Selectati ce este necesar pentru oxidarea acizilor grasi monoenici (comparativ cu oxidarea
acizilor grasi saturati):
a) enzima cis-A’-trans-A%-enoil-CoA-izomeraza
b) o moleculd de FAD suplimentara
c¢) o molecula de HSCoA suplimentara
d) o molecula de NAD" suplimentara
e) o molecula de apa suplimentara

4. Selectati deosebirile dintre oxidarea si biosinteza acizilor grasi:
a) sinteza acizilor grasi are loc in mitocondrii, iar oxidarea — in citozol
b) la sinteza acizilor grasi intermediarii sunt legati cu ACP, iar la oxidare — cu HSCoA
¢) la oxidare se utilizeazd NAD" si FAD, la sintezi — NADPH
d) enzimele beta-oxidarii sunt asociate in complex polienzimatic, iar enzimele sintezei — nu
e) la sinteza participd malonil-CoA, iar la beta-oxidare — nu

5. Selectati afirmatiile corecte referitoare la cetonemie:
a) poate apdrea in inanitie indelungata
b) poate fi generata de o dieta saraca in lipide
c) este determinata de o ratie bogata in glucide
d) este cauzatd de sinteza sporita a corpilor cetonici in ficat
e) este determinata de utilizarea intensa a corpilor cetonici in tesuturi

6. Referitor la utilizarea corpilor cetonici in tesuturi sunt adevarate afirmatiile:
a) corpii cetonici sunt utilizati doar de ficat
b) acumularea corpilor cetonici conduce la cetoacidoza
c) utilizarea corpilor cetonici necesitd prezenta oxaloacetatului
d) corpii cetonici sunt utilizati eficient de miocard, creier, muschii scheletici ca sursa de energie
e) corpii cetonici pot fi convertiti in piruvat, apoi in glucoza

41



Indicatia metodica nr. 14

Tema: Metabolismul lipidelor structurale.
Reglarea si patologia metabolismului lipidelor

Experienta 1: Determinarea colesterolului in serul sangvin
Principiul metodei: Colesterolul liber si esterificat prezent in ser formeaza conform reactiilor
de cuplare descrise mai jos, un complex colorat, masurabil la spectofotometru.

colesterol esteraza

Colesterol esterificat + H,O — Colesterol + Acid gras

colesterol oxidaza

Colesterol + 2 O, + H,O —  Colestenona + H,0O»

peroxidaza

2 H202 + 4-Aminoantipirina + Fenol — Chinonimina + 4 H>O
Reagenti:

1. Reagent de lucru:

2. Standard colesterol - 5,2 mM/L
Proba cercetata: ser

Mod de lucru: pipetati in 3 eprubete conform schemei de mai jos:

Eprubeta N1 — Eprubeta N2 - Eprubeta N3 -
PROBA CONTROL STANDARD
Reagent de lucru: 1,5 mL 1,5 mL 1,5 mL
Ser 0,015 mL -
Standard - - 0,015 mL

colesterol

* amestecati si incubati 10 min la temperatura camerei
 masurati absorbanta probei (Es) si absorbanta standardului (Es) fatd de control la 500 nm
in cuvete delcm.

Calcularea: Concentratia colesterolului (mM/L) = Es §
Valori normale: pind la 5,2 mM/L

Valoarea clinico-diagnostica. Cresterea valorilor colesterolului total se asociazd cu cresterea
progresiva a riscului aterosclerozei si a bolilor coronariene.

Resultate: Es=
Est =

Concentratia colesterolului =

Concluzii:

intrebiri pentru autopregiitire

1. Biosinteza colesterolului — etapele, reactiile primei etape (pana la acidul mevalonic), enzimele,
coenzimele, reglarea. Catabolismul si excretia colesterolului (notiuni generale).
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2. Biosinteza glicerofosfolipidelor: localizarea, reactiile, enzimele si coenzimele. Substantele

lipotrope, rolul lor.
3. Lipidozele dobandite (obezitatea, ateroscleroza, alcoolismul) — cauzele, modificarile metabolice.
4. Reglarea neurohormonald a metabolismului lipidic. Actiunea catecolaminelor, glucagonului,

insulinei, glucocorticoizilor.
5. Relatiile reciproce dintre metabolismul energetic, glucidic si lipidic.

Probleme de situatie

1. Ce reprezintd "ficatul gras”? Descrieti mecanismele biochimice de dezvoltare a ficatului gras”.

2. Numiti factorii lipotropi, reactiile si procesele 1n care ei participa.

3. Explicati daca este posibila sinteza glucozei din trigliceride. Daca este posibil, indicati schematic
calea de sinteza si scrieti reactiile.

4. Explicati daca este posibild sinteza trigliceridelor din glucoza. Daca este posibil, indicati
schematic calea de sinteza si scrieti reactiile.
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Teste pentru autoevaluare

. Selectati reactia reglatoare a sintezei endogene de colesterol:

a) formarea beta-hidroxi-beta-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA)
b) ciclizarea scualenului

c) formarea 5-pirofosfomevalonatului

d) sinteza acidului mevalonic din HMG-CoA

¢) condensarea a 2 molecule de acetil-CoA

. Selectati procesele in care este utilizat NADPH:

a) beta-oxidarea acizilor grasi
b) sinteza colesterolului

c) biosinteza acizilor grasi

d) biosinteza trigliceridelor

e) biosinteza fosfogliceridelor

. Selectati si ordonati reactiile de sinteza a lecitinei:

a) colind + CTP — CDP-colind + H3POg4

b) colinda + ATP — fosforilcolina + ADP

¢) fosforilcolind + CTP — CDP-colina + H4P,0O7
d) colina + acid fosfatidic — lecitina

e) CDP-colind + diacilglicerol — lecitind + CMP

Referitor la obezitate sunt corecte afirmatiile:
a) se caracterizeaza prin acumulare excesiva de fosfolipide 1n tesutul adipos
b) poate fi cauzata de hiperinsulinism
c¢) predispune la boli cardiovasculare, diabet zaharat tipul 11
d) este consecinta sedentarismului si a alimentatiei hipercalorice
e) nu depinde de regimul alimentar si activitatea fizica

Indicatia metodica nr. 15

Totalizare la capitolul “Metabolismul lipidelor”

. Importanta lipidelor in alimentatie. Acizii grasi indispensabili.
. Digestia si absorbtia lipidelor alimentare:

a) Rolul acizilor biliari.

b) Scindarea triacilglicerolilor, fosfolipidelor, colesteridelor: enzimele, produsele de
hidroliza.

c) Absorbtia produselor de hidroliza a lipidelor.

d) Reglarea digestiei lipidelor (actiunea colecistokininei, secretinei).

e) Dereglarile digestiei si absorbtiei lipidelor. Steatoreea pancreatica, hepatica si intestinala.

. Resinteza lipidelor in enterocite. Formarea chilomicronilor.
. Transportul sangvin al lipidelor. Lipoproteinele plasmatice: structura, metodele de separare,

fractiile (chilomicronii, VLDL, LDL si HDL), compozitia chimica (lipidele si apoproteinele),
metabolismul, functiile.

. Biosinteza triacilglicerolilor: localizarea, reactiile, enzimele si coenzimele, reglarea.
. Catabolismul trigliceridelor — reactiile, enzimele, reglarea hormonala (actiunea catecolaminelor,

glucagonului, insulinei, glucocorticoizilor). Soarta produselor de hidroliza a trigliceridelor.

. Metabolismul glicerolului: cdile de utilizare; oxidarea — reactiile, enzimele, randamentul

energetic.

. Biosinteza acizilor grasi — localizarea, etapele, reactiile, enzimele, coenzimele, reglarea:

44



a) saturati cu numar par de atomi de carbon;
b) nesaturati (monoenici);
9. Beta-oxidarea acizilor grasi:
a) saturati cu numar par de atomi de carbon (sediul, etapele, reactiile, enzimele, coenzimele,
randamentul energetic, reglarea);
b) nesaturati (particularitati).
10. Corpii cetonici:
a) reprezentantii, structura chimica;
b) biosinteza (sediul, substratul, reactiile);
c) utilizarea (tesuturile, reactiile, produsele finale, randamentul energetic);
d) cetonemia si cetonuria (cauzele, mecanismul aparitiei).
11. Biosinteza colesterolului — etapele, reactiile primei etape (pana la acidul mevalonic), enzimele,
coenzimele, reglarea. Catabolismul si excretia colesterolului (notiuni generale).
12. Biosinteza glicerofosfolipidelor: localizarea, reactiile, enzimele si coenzimele. Substantele
lipotrope, rolul lor.
13. Lipidozele dobandite (obezitatea, ateroscleroza, alcoolismul) — cauzele, modificarile metabolice.
14. Reglarea neurohormonald a metabolismului lipidic. Actiunea catecolaminelor, glucagonului,
insulinei, glucocorticoizilor.
15. Relatiile reciproce dintre metabolismul energetic, glucidic si lipidic.
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