
Experienţele e~ect~.:ate cu dinitroortocrezol au dovedit efectul toxiculul asupra 
activităţii catalazei sanguine: procesele enzimatice se schimbă din a 6-a oră după 
administrarea toxicului şi tulburările rămîn prezente pină in ziua a 20-a. 

Modificările de mai su~ pot fi concepute ca semne obiective precoce ale intoxi
caţiei: prezenţa lor pledează pentru tulburările proceselor oxido-reductive in pe
rioada urmată de administrarea toxicelor. 

Concluzii 

ln intoxicaţia acută experiment:1lă cu parathion. diclordifeniltricloretan 
şi dinitroortocrezol se pot pune în evidenţă modificări ale activităţii catala
zei sanguine care explică acţiunea acestor substanţe asupra catalazei şi asu
pra proceselor oxido-reductive. 

Sosit la redacţie: 30 noiembrie 1966. 
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Catedra de biochimie a I.M.F. Tg.-Mureş (cond.: conf .. A. Kovâcs) 

DETERMINAREA ACTIVITATII PROTEOLITICE A TRIPSINEI 
CU AJUTORUL UNUI SUBSTRAT PROTEIC COLORAT 

Eugenia Goina, M. Kerekes 

Pentru determinarea activităţii unor enzime, in special a celor proteoli
tice, s-au întrebuinţat de către diferiţi autori substraturi colorate. Utilizarea 
acestora este în mod deosebit convenabilă pentru că produşii de hidroliză sînt 
coloraţi şi concentraţia lor poate fi uşor şi direct dete1·minată. 

Se disting trei categorii de substraturi colorate. 
1. Proteine de molecula cărora se leagă coloranti. Se cunosc astfel de 

substraturi în care proteina este insolubilă (ex.: fibrina. pulbere de piele) şi 
a căror produşi de hidroliză sînt solubili şi coloraţi (1, 2, 3, 4. 5). 

2. Proteine cuplate cu compuşi diazotati necoloraţi, care în urma cuplării 
îşi modifică structura prin aparitia unor grupări cromofore. ln cele mai multe 
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cazuri descrise, substanţa cuplată este acidul sulfanilic diawtat. iar proteina 
este albumina serică sau caseina (6, 7, 8. 9) . 

3. Proteine. ale căror moleculă modificată. de ex. prin nitrare, devine co
~orată . Este cazul nilrocaseinei (10. 11). 

Intrucit întrebuinţarea substraturilor din prima categorie este convena
bilă din cauza utilizării simple şi prezintă in plus o sensibilitate mare, am 
încercat să preparăm un substrat colorat care, spre deosebire de cele cunos
cute, să fie solubil. După încercări orientative ne-am oprit asupra substra
tului solubil format din cazeină-eozină. 

Material şi metodă 

Prepararea cazein-eozinei (CE) 
5 g cazeină Hammarsten se introduc intr-un flacon Erlenmeyer, se adaugă 

8.95 g Na2HP04 . 12 H20 (pH = 7,8), 1 g eozină şi aprox. 100 ml apă distilată . Se 
lncălzeştt timp de 30 minute la fierbere lentă şi agitind. Solutia obţinută se ră

ceşte sub curent de apă, se precipită complexul CE cu citeva picături de acid acetic 
glacial, iar precipitatul se spală cu apă caldă (70°C) de 7--8 ori prin centrifugare. 
CE a~tfel obţinută se introduce într-un balon Erlenmeyer, se adaugă 8,95 g 
Na 2HP04 • 12 H20 şi aprox. 150 mi apă distilată şi se încălzeşte pînă la dizolvare. 
Se determină apoi gravimetric concentraţia substanţei CE in această soluţie, apoi 
se aduce la concentraţie de 2% . adăugînd in prealabil şi conservant Fenosept 2,5 
mi pe 100 mi sol. CE. 

Etalona rea substratu lui 

Din soluţia de bază de 2% s-au făcut o serie de diluţii şi s-a determinat ex
tinctia lor la fotometrul Pulfrich. Rezultatele sint reprezentate grafic in fig . nr. 1, 
curba I. 

Pentru a determina cantitatea de eozină legată de cazeină in complexul obţi

nut, am pregătit o serie de diluţii asemănătoare şi din colomntul eozină in apă . 
Rezultatele sint reprezentate grafic in fig. nr. 1, curba II. 

Pe baza acestor datE am constatat că aproape intreaga cantitate de eozină 
este legată de cazeină. 

Determinarea activităţii enzimatice a tripsinei 

S-a folosit complexul CE preparat pentru determinarea actiyitătii enzi
matice a tripsinei . Pornind de la o solutie de tripsină NBC de concentratia 
0.5 mg/ml in solutie Na1HP04 . 12 H20 (pH ~ 7,8) . s-au pregătit următoa
rele serii de diluţii: 

-tripsină mg/ml: 0.1. 0.2. 0.3, 0,4 . 0.5 . care au servit pentru determinarea 
activităţii enzimatice după următoarea metodă; 

- la 1 ml soluţie tripsină s-a adăugat 1 ml CE. s-a incubat la 40° C un 
anumit interval de timp, după care s-a precipitat substratul nehidrolizat cu 
5 mi acid acetic 3%. După 10 minute s-a filtrat şi s-a citit extincţia filtra tu
lui la fotometrul Pulfrich, utilizînd filtrul S-50 şi cuva de 1 cm. Din valorile 
obţinute s-a scăzut extincţia probei martor. pregătită in mod similar. dar 
fără incubaţie . 

Rezultate şi discuţii 

Cu metoda descrisă mai sus am efectuat 2 serii de determinări. 
Seria 1. Am variat concentratia enzimei, păstrînd constant timpul de in

cubaţie şi concentraţia substratului. In acest scop am folosit seria celor 5 
solutii de tripsină de mai sus, iar timpul de incubaţie a fost de 30 minute. 

Concentra tia in amestecul de reactie a fost deci: 
- tripsină: 50 - 100 - 150 - 200 - 250 ,ug/ml 
- CE: 10 mg/ml. 
Rezultatul determinărilor este reprezentat in graficul din fig. nr. 2. 

curba 1. 
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Seria II. Respectind raportul optim de 1:100 intre enzimă şi substrat, am 
variat durata incubatiei la 5, 10, 15, 20, 25, 30 min. Concentraţia in ameste
cul de reacţie a fost: 

- tripsina: 0,1 mg/ml 
- CE: 10 mg/ml. 
Rezultatele determinărilor sint trecute in graficul din fig. nr. 2, curba II. 
După cum reiese din graficul fig. nr. 2. curba I. relaţia dintre cantitatea 

de tripsină şi extincţia produşilor de hidroliză este aproape liniară, iar timpul 
optim de incubaţie (fig. nr. 2, curba Il) este de 15'-20'. 

Concluzii 

Faţă de substraturile aparţinînd categoriei 1, metoda prezintă avantajul 
că substratul preparat de noi este solubil, deci se evită cintăririle repetate la 
balanţa analitică. 

Modul de preparare a CE este simplu, din substante uşor accesibile. Me
toda prezintă de asemenea sensibilitate satisfăcătoare pentru determinările 
curente de laborator ale activităţii proteolitice a tripsinei. 

Sosit la redacţie: 24 noiembrie 1966. 
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Discipliaa de anatomie patologică a I.M.F. Tg.-Mureş (cond.: conf. Fr. Gyergyay, 
doctor în medicină) 

PROCEDEU PENTRU OMOGENIZAREA SPUTEI 
ŞI A SECREŢIEI BRONŞICE IN VEDEREA EXAMENULUI CITOLOGie 

L. Vineze, K. Kcidcir 

Examenul citologie al sputei şi al secreţiei bronşice ocupă un loc impor
tant in diagnosticul tumorilor bronhopulmonare (1, 2, 3, 6, 7, 11, 12, 13, 16, 
17). Aplicarea cît mai larl{ă a acestei metode poate contribui la depistarea 
precoce, in stadiul operabil, a bolii. Scopul cercetărilor in acest domeniu este 
elaborarea unor metode simple, rapide şi eficiente. 

Prelucrarea sputei şi a secreţiei bron.şice este d1ficilă din cauza conţinutului 
de mucus viscos. In practica curentă, materialul se examinează rnacroscopic, se re
collează micile fragmente solide, cenuşii, care conţin striul'i sanguine, etalindu-le 
pe lame (5). Această metodă din:-ctă nu asigură i'l.Să examinarea tuturor celulelor, 
fiind şi mai puţin precisă în cazurile cind sputa nu conţine fragmente macroscop!c 
suspecle. Inconvenientul nu este înlăturat nici prin includerea in parafină, o parte 
însemnată a celulelor lipsind din secţiuni. 

8-au elaborat numeroase metode pentru lichefierea mucusului şi a fibrinei. 
Se aplică diferite soluţii omogenizante (8), ureea, bicarbonatul de sodiu (10), en
zime proteo- şi mucolitice, ca tripsina (10), chimiotripsina (15), hialuronidaza (4). 
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