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Prefciţa. 

Problema puteri·lor fermentative şi cataHtice, cari se peLrec 
în OJ.~anismul viu, este una di·n problemele biologice C8Jr.i pă­
trund ma:i adânc 1n ;:fenomenele ,oj tale, ·pe caori ni le prezintă 

viaţa ,pe partea ·ei morfo-fizico-ohimică: 
Fenomenele natrurli nu pun •în joc {lecât două elemente: 

materia şi ene-rgia. Tot .ce se manifestă, se arată, ·Pe una sau 
eea•laltă f.o.romă a ·unei singure ·rea:lităţi obiective, energia. Ener­
gia vi·tală îş.i aT·e ori•ginea •În energia chimică ·potenţională in­
ma·ga·zina:tă in principiri·le imediate, ·pe cari le 'Împrumută cli.n 
mediul ambialllt. Antecedent:a unui fenomen vital e un -fenomen 
chimic, fenomenul consecvent e un· fenomen oealoric. Intr'un 
cuvâJnt ·fenomenele vieţii sunt nwtamo:rfoza· energetice. Este un 
"okoulus matedae" mai bine spus "circulus ener.giae". Acesta 
este principiul energeticei biologice, ~tudiul .fenomenelor vietii 
- după Helmho1tz şi R. Mayer - î.nvedemte din 'Punct de ve­
dere ener.getic. 

Pl.l'ocesele de ll'eduoţiune şi sri.rnteză, de ·oxidatie şi ·desfacere, 
respectiv aproviz:ionrure sau eliberare de energie, sunt u,n lung 
şiTag -de reacţiuni oo.re se preced şi ~e s-uoced, fără ~ncetrure, în 
economi-e. Toate 8JCeste procese ohimice a procesekxr vitale, sunt 
ll'ea•o(lhmi în u:nitaste •de ·timp. Economia nu este pentru efectul 
minim irn. unitate de timp fără să ·prefere excesul: "omnia ·in 
i;nei1Sura et nume.ro et pondere"'. N.ici ·pen-tru ll'ea:cţiuni, caxl de­
ci.ug moment:am., nici -pentru sta:bilitate, .daJr ·în-treg sistemul .prac­
tic să ·fie !În odihnă. '.A<eeastă exigeil.ţă se pare efectua;t de către 
fermenti şi oa:taHzarlmi. Reactiunile specifice a fermenţi.Jor 'sunt 
.eforturi minime cn o :consumaTe de energie lli~ÎllBeinlllaltă, ca 
8;flare o oCVCtivitate disproporţion~tă fa,ţă de entitatea lor. In con­
secinţă există un număr enorm de fermenţ..i call'i .conluoreruză la 
1iesfa~erea sau ll'efaoenm tota•lă a princiopiilor ma1eriei. 

Pe lâmgă iermenţi îndeplinesc un rol foarte importamt şi 

catali•zatorii :ne putân<l spune, cu toată activitatea lor fermen-
lati:vă, .că:a·cestea sitnt enzime4 .... ; :· 
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Heacj.iunile .Iermentative ·şi catalitice si~1gure l~U ~Jot în_cep~ 
· · d t • n:11av ·fa·'·r·ş·I·-tul Teacj.mmlO'l' hiolo-· -rea.cjmnea, smg>ure nu e en I .:s · • . • V 

gice, intervine "pasi·vwrea", "activa.rea" (Lesser), can sunt lega-· 
turi adsorhtive, anta.goni.smul ionilor (G. Embden), .na{ura co-· 
loid chimi.că :raportul intre ferment acţiune şi seoreţiune, ra-· 
portu.ri de 1;ermeabHitate etc .... Reactiunile chi1nke fermen ta-· 
tiYe .~i ~a:t:alitice împletite în 'î.nt·reg convoiul de reaotill'ni horma-· 
nale ~~i nervoase, formea.ză acel ",ritm interior" a unor a;ulor~ .. 

"Rolul v:iej,ii este a "in şira indetermin1aM:un~le, eari s~n t i.n. 
materie" (>Berg.san). Orice fenomen biologic, atit cele volunta•re,. 
cât şi înYolunta1re, au un .sfâ:rşit determi•nat. 

Scopul ~ei•cetăJrilor biologice este căutau:ea ·formei &îu a 
st•ruclurei de ca,re este legată funcţiw1ea. Utn ferment este o sub­
stantă, ca:re face pa·rte din celulă, ca a:ta:re dependentă de · ea in 
('onstituţia şi [•n actiunea ei, vom ajunge deci la celulă la indivi·d,. 
unde e..ste originea -şi consecinta fenomenelo.r ·în ordinul biologic_ 
Ac(j•unea de catalizato.r este lega,tă de structura ohimică şi cer­
ce1ăr.ile vo·r sfârşi în eprubetă. 

• Deosebirea •Între reactiunHe fe.rmentati\'e la plamte şi la 
animale, intre fermen.ta,tJ_a a:na.erobă şi aerobă e.ste numai ·OO·ntHa­
th·ă. Fenomenele fundamentale sunt comuone, pentrucă compo­
zitia e comună, fondul ana.tomk universal, celula aTe peste tot 
proprietăţi i<:l~ntice. FermenLaţia alcoolkă a levurei, <fermenta.ţia 

lactieă a bacteriilor, glicoliza tesutudlor reaoţlile catalitice sunt. 
fa7-ele aceleaşi ca'tego.l.'ii dB reacţii enzimatke. ActivitaJtea. de-:­
structivă a diasta.zelo.r 'nu se mai deosebeşte de acti\'ita·tea orga-:­
nizJa .. trică, .ambele sunt faze aceleaşi ·reacţiuni enzimatice. 

Dacă punem faţă'n fa,ţă actiu-nile fermentati·ve a micJ·o­
orga~is.melor cu 11:eacţiunile ca.taliza.torHor chimiei, intre ele des­
pă:r·tite prin domeniul diasl.azelo•r soluhile: avem puse ca.p la 
ţ.aiJ Teactiunile 'determinaj:iunilor cu reacţiunHe indetermjnaţiu­
nilor. Nu se ştie până unde 1n aceste domeniu not.iuonile ·biolo­
gice sau chi:m..ice vor domina, în orice caz, un fenomen pur­
chimic nu :va putea explica deter1ni1Ut.(.iwnea .~i sfârşitul biolo~ 
(fi,.,. La acest :nivel se VOI!' întâLn~ din nou domeniile inteligenţei,. 
a. -~tiinţei, cu a inteligentei arumaJice a in.<;tinctului meba.•fizic· ' .. . r 

·'9 fata bunului simţ. (Dea-It.fel "Inteligenta nici la om, iDÎCi .Ja. 
an:imal ·nu se separă d,e inst:in:ct ş{ mota.'icitate, ci .se 'i'llcorpor.eaza 
in organizatia ·psihico-fi?.ică ·complectă a cărei finali-tate in. ma•re· 
linii o determi.nă", Spaier). "Inteligenta procedă :mecanic,_ .cum 

1 
1 
'l 

1 
i 
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spual<e Ber.gson - e caracter·i1l&t prin iuoom,prehen.siunea 
naturală a v.ieţii, instinctul tu:rnat pe viaţă procedă OTganic". 

Inteligenta dusă •În exces aduce lumina orlritooxe instinctul 
întll!lleric misterios asupra ·fenomenelor vietii. De multe ori in 
fata unei probleme suntem or.bi-ţi de lumina prea roaTe a ştiinţei 

şi dorim umbra instioctului. Astăzi hiologia stă subt ·ti·rania 
ştiin1eloo:, .după cum stMea sub .ti:roalia .Jiilozofiei şi ta metafizicei. 
Cu towte ·Cer.cetările şi mteligemta indigestă de descoperirile zil­
nke, rrl'U se dă ni oi o soluţie "coo.rd.inaţiei", ,,cOJ!JSensului~', "indi­
vidualităţii", ,principiui vik'll", .ideei diTectrice", "ritm interior". 
Eroa:re •CU adevăJrul sunt înjuga·tl pentru vecie. Thei pMrim.i din 
erori sunt da·tm:Jte inteligentei. "A present coonme toujours je 
me suis conduit par m<ln instinct et je :ne me oSuis jamais trom­
per", îm•i sere •un coleg, md. se ·pa:re seducăltor. 

In ·ştiinţa biologiei dooi "ra.ţiunoo ·îşi a·re .Jocul şi inima 
al său", spunea Pascal. 

Ştiinţa hiologiei cuprinzând ·o sumă de wnoştinţi rumpra 
fenomenelor natu:ra-le, este pli<nă cu ~'Poteze -~i ·teorii, este un 
edificiu pHn cu uşi in •loc de o singmă incăpătoarre bală şi d~ 
multe orl se pierde adevărul pdn acest labi·rint de uşi eronate. 
Este foa:rte adevărat că ştiinţa nu .se poate mărgi'Il.i numai la 
lu.crurr'i. conorete, .prog1resiunea a.r fi enorm •Înceti·nită, travadul 
inteligentei progresive se amplifică prin teorii şi h:iPQteze. "Cari 
se apropi-e mai mult sau mai ·puţi:n -dela adevăru·l definitiv, ea 
serveşte .oa un iiJlstrument consta.nt de com.pu·ehensiunea a fapte­
lor :Şi într'·un momen·t da:t instrmnentul cel mai bun", spune 
CJ:a,u-de Ber.nard. La fel -~tii.nţa nu serveş·te a şli adevărul abso­
lut, ea este penbru •înţelegerea fa,ptelor. "Ce un se.col ne spune, 
ceilalţi o d-eszic", este p.rincipiulab.solut a logicei huma:ne. 

Impotenta sl:rnţruriJ.or ,noastre de per.cepţiune ·trebue :S'o ad­
mit.ern .faţă de ,fenomenele .cele 'lllla:i min u.ţ.ioase. M-ereu avem 
nevoie de noi -~i noi aebizî-tii pe ca·ri 'll.Î le procură ştiin ta~ pentru 
a a~uta perceptiunea minuţiQmsă. Mj.orosoopul şi ultramicrosco­
.pu! nu sunt in-strum-ente definitive î-n morfoi<lgie. Deci notiunile 
de morfologie •nu sfrurşesc nid la microorganismele cele mai 
mici, uioi la micelii, nic.i ·la amicroni sau submi:croni. Ide.ntifi­
earea m<>·rfolog:ică -în d<>meniul diasta'Zlelo.r oolubile astăzi încă 
este imposibilă :Şi nu este exdus să nu fJe o parrte a microbiolo­
giei. PorHer P. într'o .recentă ca.rte revoluţionantă (J.oo.rte di..;eu­
ia·tă), se exprimă "j'ai l';ega.rde la microbiologie ·pa.T la fenetre 
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de la physiolog.ie comparee", i.<llr ·înflr'.U'l.l studiu .recent ~u~wa 
ţesutrurj·lor vii A. Lumiere şi D-ra Mo~t~loy _sunt obli~atr. a 
oMLmif.(J existenţa germenilor în stao:e de Jă!rw;te m tesu•tuiJ."l. Na­
tura hemofagică a muştei ţeţe este dato.rH ,prezenţei urnei levure 
care se nutreşte exclusi\' :;u sânge de vertebra·t superior. _Pupi­
paritatea Ia .glos.sine .este u consecinţă a hemofegiei pure. La ter­
mioo nu este gernrin~ţiune fără prezenţă de III1ior-oor,ganisme. 
·Este irmposibH d\l .înşir~t toate ex-emplele de rusocia:jiuni he:redi­
taTe enzirmo-bacterio~lula:ră. A. Euler şi Nilson (-1929) constată 
-că .perorida.veh~ şi ca.ta..lazele sun·t heredita:re •la sămân~ şi că 
unii fernienti urmea:ză legea mut.:vţiei lwi. lVIendel, deci asociaţii 
hereditare de enZ'i!mă ru sămâlnţe. Thcundaţi,a este insămâm­
ta:rea ovulului sălra.c rn sirmbiote cu spemnatoZioidul bogat ·în 
.simbiDte. Simpla -în:(ăpăhiTa paJrtenogenetică este un :apoFt de 
simbiot.e. După Portier sferule, vatCuolide, mi.tochondrii şi ma.cro­
simas sunt simbiote. Pr~n imagiua:ţi-une, în pa.rte şi .prim probe, 
există multă analogie înt:re microoo:ganism\l şi ferU:nenţi pe deo­
parte §i cu simbiote de altă pa.rte. Fel'Illentul este legat exclu.siv 
de celula vie, in celula mo&rtă cei mari mulţj fermenţi mor, deci 
fermentul e legaJt de simbioză. In .general cercetările de pfmă 
acuma sunt in calrificaJrea pr.in simbioză a adelolf vHale. Pdn 
simbioză se explică ma.Jaili.ile Ca.I'i nu a'l' fi decât simbiote anaT­
chice. Vaccinul lui Dallmette Guerin este un exemplu de lupte 
de triburi simbiote contra ·bri•buri•lor anall'chice .de :aceea.5i speţ.ă 
(cellule tba{li'llose). ,;Solida11·i.tatea univeroo..Jă domneşte viaţa, 
interdependenta conuniunea fiinţelor este o lege •g:enemlă evi­
dentă •În celui", scrie Dr. :Mau.riac. Aceasta; este Bvident ·peste 
tot, pen-trucă progresul U!l1ei orga..nizaţii se câ:ştiogă prin concu­
renţă şi ·nu prin ·luptă a:rdentă. "Mai puţi,n S'llperioritatea mij­
loacelor de a st:rica decât mijlociu! de a ·profita de .resursele 
v_ietii ~u succesul" (Ant.hony ). Deci sÎilnbi·O·za este o organiza­
tmne _m_ acest sens, .după cum simbioza foaie fi ut·ilă, poa,te 
devem ŞI un ·elemen·t ostil. Deci simbioZJa nu este o fraternitate 
pură făTă desarmament obligatoriu, este un stMe unHe enzimo­
bacterio-celulaJră. 

· Lu~rn.rea care wrmează este teza mea de promovare-. Ba 
~te . Jmma mea încerca:re de ana1iză şi sinteză, .prima dd.ia.stolă 
ŞI ~tolă_ a ·individuali1ăţii mele. 1Tebue să mă consolez dacă 
nu ·•ann ma:re ··talent, că.or putem să .fim dea:supm Iuarurilor şi 
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_prin inimă. Dera.Hfel lucrălrile !IlOMilre de promovare nu au ex­
.clusiv meritu-l p:r:i;n conoluziunile lor, mai mult metoda cu care 
lucră:rn, filiaţiile şi ghidurile prin CM'e ne-am lum.rinat inteli­
_genta, spiritul fi-n, observare ..şi .raţionament l';i ·travaJi sunt ade­
vă:ratele rnerHe call'i le-.am î•n.ţele.s asistând la ·păirerea roaeştrilar 

.mei. tSpirit Ein -şi nu americanism este patrimoniul cu oare ple­
.căm. .dela alma mater. Şi mai cu seamă noi medicii avem nevoie 
mai mult ca oricine ·de spi·ritul fin de observaţie oa să nu fi:m 
.ameţiţi de scânteile mici a suprapr-oducţiuni-100' de lucrăTi, căci 
nu aceasta este totul in ştiinţă. "Scien:ti.Ja est velut mulier; si · 
.costa apud vi.rum m-a.n•iat, coli tur, publica vele.scet". 

Georges Cl&mencea.u atbsolventul •În medicină scria qn teza 
Jui de .doctorat ( 1865): "je fals ce tbra-v-ail pa•rceque je l'av-ais". 
Dela 1865 până la 1930 tezele de proonovaTe 1:n faţa aJbsolvenţi­
lor au -acea.şi oonsi•deraore. Sl!uderrlul •Clemanceau a făJcut con­
fesiunea sinceră în locul mult·o,ra de atunci şi de a<mro. Scopul 
·sfinţeşte leZc:1., este •O părere generală. Olemenceau studentul a 
-spus-o pentrucă era sigutr că nu va face medicmă şi !Ilici nu a 
. arătat nosla•logie fa,ţă de aceasta ştiinţă. Niciodată n'am consi­
derat aceasta, cu lucrar-ea mea ro'aro ocupa.t ca de un tra vai, 
.ca teză am sacrif•icat o mică parte dion luc-rare. 



Introducere şi istoric. 

Ecua,ţiunea ·reacţiunilor peroxidazice este : 
Hz 02 + Peroxi.dază, llbi·1ut, Fe. Zn. Ce. Jlg. etc. + Ac­

.cept-or (pi·r.oga.lol HJ g.ai:acol) = I-LO + O (.roclu.sul de ox•1dM·e­

a aecepto•rului. 
Sohonbeim (1805) a foo-t primul ca.re a observat 

PJ'odu~erea. de oxigen I(IJOtiv. Loew .a numit fe.rmentul 
ca~·e desvollă oxigen inactiv, dit11 ·tabac, ca:talază. Li- ­
no.'>Sier (1898) numeşte fermentul oo.re desvoltă oxigen activ 
peroxi·dază. Peroxidaza a primit u-rmătoarele S'i·nonime: &uer­
stofiibertrager (Schănbein) Leptomin (!Radbnrsk.i) Peroxid-dias­
tază (Bebrand) oxidează adevărată şi incli:rectă (Bou·rquelot) 
oxidaze a, /3, i', (Gl~iiss) ozonidă. Ba{'h şi Choda t au arătrut i:m­
porta.nta peroxida.zelor în procesele de oxidatje. Ma-i tâ:rziu s'a 
a,float că per{)xidatZele .~e lasă inlocu·i-le -în mulle proprietăţi ale 
lor prin: Hemo-globină (Czylharz Ji'ii•rth) pla-tină coloidală, fer 
(Warlmrg Thun•berg), să:ruri de :Mangan C:Manohot, Bach, Be- ­
t.rand), săru-ri de zinc N.a-Fe-Phosphat complex (Spolw), Cyto­
chrom (Keilin). A fost pregătită din -sucuri \'egetale de Bach, 
Chonda t, '''Hlstatle·r, A. Stoll, etc. 

A fost găsită peroxid,a-za Î·n: Diplococus gonoree, stafiloco­
cus aureus, ·bacilu·l coli au activitatea peroxidazi-că 1n raport de 
lO: 10 : 1 (0. K~r-hn~r, H. Ne..gell). Prin extmcţiunea aloooJ.ică 
şi cu acid dorhiod>rk din gromulele euzinofile a co:rpusoulilor­
sanguine, -obţinem u-n corp, care dă ·reac~i'llnea cu benzi·dină şi 
ll'nde s'a consta,faot a·bsen.t:a su.bstan-tei porfirinur.ice (,A. Nau­
mran). Extrncte de ·leucociţi conţin peroxidaze ·şi ca.ri .se wst;ru.g ­
Pl'in fim~bere (N. Nicolaer ). La.:ptele crud dă Teacţia peroxida­
zkă. După Mwman peroxidaz.a colostrulu.i e derivat din poli­
nuclea·re. In sin•7e ;reactiunea per.oxide.zică apa-re deodată cu · 
aparritioa hemoglob!.neoi·. Hemoglobina a;pare în stadiul mezenchi­
matos până în a 1Ja:tro lună, ·acido.filia hema:tiHor · oreşte cu ca.n­
·fitatea de hemoglobină (P. Weil. M. Bloch). Peroxida:zele se· 
mai găsesc 1n ser, grâunte de porU!Ill-b şi de dovleac, in o splină, 
ganglioni limfatici , măd'Uva osoasă. Conţinutul ·în perox-idoaze a ·. 
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diferitelOl' ·oga.ne, după abondenţă, este următor.ul: ficat, rini­
{:hiu .. -;plină, plă:mân, pa.ncreas, ga:nglioni limfatici, muşchi, creer, 
11:.-;Licol, timus .cap;;ula .supra .renală şi amigdalele (Bwttelli, 
Starn). Se ma:i ·găseşte in ·leucociţ.i, în mononucleall'e, Phamero­
~ame, în caTtofi, în sfeclă, hrean. 

Hea.cţirunea perox.~cla-zi-că a maci fost dată prin sucuTi de 
duperci A.'lper.gillus Ori2lae, Penidllium Aiirica:num, - Bl·ed­
eule, - Purpurogenum. Muca:r muceclo, - coryn11btfer, - ryzo- · 
dop:iformis, - :racemosus, - jaranicws, :Monilia sithofila, Hy- ­
phomyce.~ ·l'OSelliys, Hhizopus lonki•nen-sis, Fu.sarium muscoo:tum 
- -vasinfectum (Pr·ingsheim). A•proa:pe in •toate celulele vegetale­
(Pfeffer, 1898). In foarte muJt.e -~eminte şi -în cele ma!Î. u.-;.~:ate 

p[mă -~i la cele vec.hi de '200 <mi insă nu mai mult de ac€astă 
. vârstă CBl'aq, Housseau, Ca,in, 1907). Grăuntele .de pe timpul 
fRraonilor şi-au pierdut vi-talitatea. şi nurrnai .p!rezintă Teacţiunea 

pero:-.id>az:elor. Se ca.ntestă îa1să dacă seminţele găsi·te a:r fi de 
fapt · a şa de vedri. In cel ma;i multe seminte in 1primele · 
zile a încoltirei, la Tr1foHum şi Agrostis stolonifetra prima. dată 
la a :'5-a zi (Deleano). In grâu, sfeclă de zahă.r, ~în sucuri lăptoa- · 
se, în gumă d-e a.coocia. Se găseşte în portoc-ale -~i ba:naiile .. Lip­
:--eşte în sucul de fructe de lămfvie .~i me·re, prezintă însă ·în 
:seminţele lor sd·robite (oB. Moore, Whitley, 1909). 

Nu rSe găseşte reactiunea ·peroxida;zică, :în sucul de lămâie· 
nki .după net·ralizarea a:cid.i.tă.ţii, urmă:rind pe secţiune de fruct 
se găseşte ma·i mult in co-cvja fructului şi a semi:ntelor, se gă'>eşte 
în abondenţă la nh"elu-1 dca:tr-icele:r fructelOT (reactiunea ,fuge · 
~pre oxigen). Hea.cN'tmea se urmăreşte pe scheletul st<r<JI!TiiC a 
fructului .chiar în l}rezentă de suc acid, este o .t'&'1cţiune peroxi- . 
dazieă la o addita1te de.stul <de r.idicată (Purr·ge). 

La. fooTte multe ani:ma.Je inferiua:re, in .conţinuhll inte.o;ti-. 
na! a viBrmelui de făină, 'Îrn conţinutul intestina! şi corpul .Jal'\·e-. 

lor insectelor d€ a•pă, la oru.stacee infe-riQa.re, în omidă după ex-. 
punerea. la lumină (W. Ostwa.ld). Ar lipsi la broa-~te şi la. găini: 
la. începurt. La embrionu.J de gă:ină la început este .p:rezent Te-ac- . 
(;unea mai târziu' cu a:p~:u·iţia s.i.c,temului \'<!Scula;r dlspa<re. la 
embrionul de br.oască a·pare cu hemoglohina (Herlitzka). In 
.<s ·pe.nnă, în ptl'l'o•i, fi•ca;t, m:a;i muH, in la.ptele de \"lfi.Că, decât în 
.c·el de femeie. Conţinutul ,jn pero:ddoze d.in Ri.cinus cornunls · 
{Teşte până -în a 14 zi a încolti1'ei după ·acea rămâne ·nesehim- . 
.bată. 
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Din aceasta scurtă 1nş~rare de cercetăl'i reese, că reactiunea 
_ peroxidaxică a ;fost <:erceta:lă a:proa:pe in tot regnul vegetal şi 
.am:ima·l şi pe Wl·de s'a căuta:t s'l(l. găsit aproa:pe în totdeauna. 
Rea.cţ'.iune.:1. ·paroxidaJZCă, cum vom cUscuta ma:i tâ'l'ziu, este r e­
produs nu numali -ele enzimă, ci şi de alte complexe, Hemwglobi1ut 
şi toţi deriva.ţi cu .fer a grupului p:rostetic hemoglO'binic, ·CM'e ~S 'a. 

. gă.s1t •Îln toa.te oehrlele vegei>ale şi animale, preoum iş i·n drojdii, 
-citoch?-omul •reproduc ,reactiunea .. :Crunbi~na.ţiunile org.a:n.ice şi an­
orgamice de Fer., Mg., Ce., Zn., ee. a ·r putea. aoyi•ona mnalog,. 
ReacţiUJ1ea est€ comună in :regnul a.norg.anic, orgaţ1ic vegetal ·Şi 

-am.:i:ma'l. Enzima: ~n multe locu.ri a fost odedarată oa IJleexi.stentă 
.in favoa;rea oombinaţi'lillilor de far, fără să fie detronartă ou 
. totul. Incontestabile sunt diferentele de kăne,tică Î'll acţi·unea .ace~ 
:stor agenţi, după cum vom vedea, se gă:seşt_e ·optimă Ia.· enziană 
.mijlocie la hemoglobină şi mai mică la combi..na-ţJiunHe anor­
_ganice. Este o diferenţiere :Î'll putere de reacţiune, durpă cum este 
o d:i:ferentiere de IStruotură, :precum se ccmsta,tă o tendinţă •la 

-analogie ll.~c~i'lllil:ii a combinl(l,ţiun-iJor mai simpie cu combina-
·t'iuni complexe. _ . . 

tAceastă O.'eacţiu'lle .imelllSă a peroxidazelor sau ~pseudo-pero-

.xidazelor constitue o importantă .fiziologică sa'l,l nu? Trebuia să 
· ai•bă o impor·tantă. Reacţiunea ·peroxida-zelor, fie prln ridica,re 
·dublă a ·potoen.ţialului de ox-i,gen, fie că e o dehidrază specifică, 
. âşi are locul in ambele ·teorii pri·nch:>a.le a oxidaţimli.1or şi· :reduc­
. ţi uni-lor bioohlmice. 

P~oblema ·prezintă ,fnsă dificultăţi in următoM·ele puncte: 
1.1) Pero:xidazele g:refează ox1genul ·~s·wp'l·a cromogenilor 

-f-enolăci, dar ·e făTă nici o in-fluenţă de ei.. asupra addului .~u 
.aJdeJ;l:idei succinice, ca·re e uşor oxidabil. Oxidaţia HJ. este 
neclară. 

~.) Contrar pero~da-zelor, CEH'i acOonează cu .H~02 , sunt 
·câteva prepall'a•te cari acţionează făTă adăogare de .perox.id de 
'hidr<:Jgen. 

' 
·· Reactiunl calitative. 

. Re.:wţhmile caJitative se bazea.ză, pe sah.imbarrea de cu­
doa-re care se produce p.r.in acţiunea perox.idazelor,' i.n prezenţă 

·de HzO~, asupra fenolor cromogeni 

Cel mai î-n4rebuintat este piTogallolul (Bach, Wilistatt.€r ), 
. . 
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g'<'liacolu-1 (Bach), Cll'esoiul (Bou•rquelot), a-na:pt~lul (Loele), adre­
na.lina, bram·z,ca;techina, acid cofeic (Onslow ), rezina •de gaiac: 
(FaUad·in), aMehida salicică (Dony-HenauH), acid ga·iracon.ic. 
(Schaer), hld.orochinon, fenolfta.lină (E:ngler, Ka.s·tlB Thomas),. 

dihida·ovanil.:i!ll (Her·zog). Sinteza de indofenil albastru (Roh­
mann), pe oare Schultze (1908) a introdus-o în histologie şi a_ 
su-ferit modificări de Gratf. Formare de indofenH albasbru din. 
dimetil-!)JM-a-fen-i•len~d.oiamină şi a-na.ph:tol. (Se intrebuintează în. 
a·na·tomia •patologică). Hea(.iia lui Storch tot ou pa.rafenilen-da-. 
mi<nă se ·î-ntrebu:intează in la;pte: 10 ce. de .lapte, dcmă 1licături apă_ 
oxigenată 1 %, două picătur-i derpa:rafenilend~amin 2 % (-proaspăt) 

colorwti•a a.lbastTă. P.ara.fenilendiamia1 ou a-naphtol, oo:rbonat de· 
natriu culoa·re Yioletă. Technwa BoU1·quelot: Amestecăm păJrţi. 

egale de a.pă ga.iacola.tă 1 % şi lichid cei'a.lo-rrachidian cu câteva 
picMur-i de H202. ReZJulta-tul este poZJHiv cu lichid care oontirne­
sânge. Reaoţia slabă este 01ra-nge, pute1~nkă :roşu brique. R~c-. 

tiunea poziti'vă •în lichidul cefa·lo-ra.chidî-a·n indică polinucleoză . 

şi -exclude limfocHoza. Reacfn lui Schonben e cu ti net ură de· 
ga.iac şi cu H20" culo.:'1re a•lbastră. 

S'a mai întrebuintat benzi·di'Ila ac. iodhidric (Ghy1ha rz,. 
Fiirth), f.orma1re de ma,la.dtit ver·de din leucoma.l·a.chit (Will-­
·->lii.:t·ter); oxida.ţ.ia ac . . formic (Battelli. St-ern). 

Determinarea cantitativa •. 

Scopurile metodei de determina,re sunt următoa·r"le : 
1.) SeTV-esc oa metode de control a metodelor de prepa.ra-­

tiune, aoest con-trol .constă : 
a) mater:iaJul câştiga't re.por.tat la maJt-eria-lul brut; 
b) asupra concen-tra.tie.i de -~.!Ll'mă, gradul de ·puritate­

a prepa:ratelo·r şi a solutiunilor '0\hţ,inute. 
2.) Pentru determina-rea specificitMii. Dacă •i?·llr'un mate-­

rial .brut avem .o actiune fată de diferite subs·tan.fe, se pune·· 
·întrebarea, dacă această acţiune va;r.iată este datorit · acelea.~t 
substaiilte aotive <Sau mai mu•ltor substanţe. 

3.) Pen·tru stud,iul •proprietăţilor enzima..tiee, .a:nalim kine-­
tică etc. 

"Pen·t.ru determina.rea cantita-tivă justă -t.rebue să avern· 
în vedere .toa.te condoiţium-i'le pen-tru posibi!Ha..tea de aotivHate a en-­
zimei, oh'>el'\"a·rea ·şi exCluderea greşelilor", spu-ne Grassmann,. 



V d · t aceste corJdl.lt'unj (lntâi vom studia •Condi-sa re em .can sun · · 
tiunile în general şi Ja mewdele de deternn:inM'e în pa-rte vom 

imtica coodiţiunile speoi•fice). 
lVlfu<>urarea ca•ntitătii de enzimă e relath·ă -5i asemăna rea 

. diferitelor prepaTate de enzimă se ba!zooză .pe collilLa.all'ect .ra.pidi-
tăţii, cu care enzima in a:numite conditii acţionea.ză asupra ~ub­

.stratului Astfel se oferă .ca şi -constantă de reacţiu:ne o simplă 
cam·ti>ta1Jie a iutel~i Teacţiunei dacă J'eaoet.iunea e monomoleeu­
.Jară. Independent de forma kinetică, determinarea timpului 
în oa:re enzima o anumită canti:ta.te de suibsbrrut desface, e,;te 

-apJ.icahil ·în genera,): acesa este "Zeitwerl"-ul. 
_<\!le dă ti ne .sen•.irn .pentru determina:r€a .oanli lăţii de en­

zhnă de curbe emp.irice, ca1·i constau in legălu:ra d.int.re cauti­
t.atoa de enzimă şi produsul de ·rea.cţiune, în con·diţii deter'mi­
nate. Penbru anumit t-imp -produ.,.ml de a·eacţiune este constant. 

.La -o con.eenlra,ţ.iune destul de :mare a substra•lului (în ·exces), cu 
o ·Ca!ll.·tioba.te m·i·că de enzimă, Î!ll'Lr'uu timp de reachune iSCUl't şi 

· d·acă tmăsurao:ea •interesează rapiditatea iniţială, a-ceste curbe pol 

fi linia:re şi .produsul de :reactiune rămâne proporţional cu ol'Hll­

. tit.;~.te de enzimă. 
EcU"a(:iunea: 
CamtHa,tea -de enzimă "Zeilwer.t" = constant 

·cO'respunode la foa~rte mul>te .rea\::.litmi e'l1ZÎ!ll1a·tăce, reac~i·m1ea rer·o­
xid-azi'Că, fiind o reacţiume mononudea'l·ă avem ~ 

Ca-nt.itatea .ele enzimă/·C01h~tainta de react.iune = con-stant. 
.Aecasta însemnează că, c.antităţile de enzimă c.a·ri se raporta c1~ 
1 : 2 : 4, vor ~ransfoll'IJna ·50 % -elin substrat în timpuri ·Ca•ri se 
,·or raporta. ca 4:2:1. 

·Deter,miinarea cantitativă depinde de vrur.iaţi-nnile ca.ri d~­
. · pind de anumiti faclo'l'i, eum este .concentraţia subsh·a:Lului. c·on­

een 1 ra (.ia enzimei incăirc.a:re elect!'.ică, tempera LtH.,a el:c. 
· Viiteza reactiunii e.~te proporţional cu concenlraMa. de en­

zimă, produsul de oxidaTe este proporţiona.l .cu c.a:ntil.atea de 
s_u-bstra:t însă num.a,i pârnă la o anumită ].imită, de ex. concent 1·.a­
tJa. opiomă .pentru metoda cu pi:rog.alol sau gaiacol este ·de i). g.r. 
-"U·?st~ 1~ ~ litri 'a!pă. ·Aceasta es-te daotorit schimbărj.j Ph-lui 
Pl~m drs·ociatra swbslt.,alulu·i Concenf·ra·ţr·a de H o · fl f~ 

• • • · · • · 2 2 a·re 1n uenfa 
Ş• . • :ma:I ma:re asupra ·rea,cf.iunii enzr."11atice ş· m' . . t' .. 

. •• l lCl Vall'Ja IUllH 

.au _ ·m!IQentă considerabilă oasnpm re<'lc(;iunii enzima;tice tol · in-
flumtaud Ph,..ul mediului prin disociatitl Dupav w:II t" ti • . I· s a-, er, r.e-

1 
! 

1 

1 

1 

-1 
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.ac!iune<.u peroxid-azică e.ste aceeaşi în t€Suturi ca şi cu peroxida­
·zeJe •pure, d<:ci 'rolul machroheterogen-sistemului este contestat. 

Unitc'îfi convenţionale. 

Unităţile ·de măsură a canti.tătii şi .concen·tm:ţiunii enzima­
tioce .sunt conventrona.Je şi realitive, ele depind de :rapol'turi de 
addit:a .. te de <lc'1n-litate etc. 

Unitate enzima.ticc'î: canti!Jatea de enzimă cau·e dă o schim­
bare ohi:m.ică definitivă (Willstăbter-Kuhn). 

Valoa.re enzimwtică: numărul un.i·tăţilor continute înt.r'o 
cantitate defi·nitivă de substanţ.ă (Wilksta;tter-Kuhn). 

De ex. "unita:tea peroxi:dazică" este canLi!Jatea de peroxi­
dază care :ne produce o anumită canti,tarle de pu:rpuroga!lină, 

."valoall'ea ·peroxi:dazică" numărul unHăţiloll' de per-oxidază con­
ţinute .de ex. într'un centigram, de ma.tedaJ de · studiat. Deei 

-concentra-tia în peroxidază va f.j exprima:t p.r.in "valoaTea. pero­
xidazkă" şi (lanti·l:.:ul&1. de enzimă v.a fi exprjmat prin "unitatea 

:de per-oxidază". 
Purpurogallinzahl ·,(PGZ), Oaiacolzahl (GZ), kresolzahl 

(KZ), e:1.ntHa.tea de .produs de oxida.re •a puoga!lolul).li gaiacolu­
lui ori a k:resolului produs de o .cantitate de enzimă ·într'un 
timp şi ·cond-itiurrLi determinate, deci a·ces.te "'al ori se ii'eferă atât 
la .oa:ntita:tea cât .~i la co-ncentraţia de ferment. 

"Pupm·ogallinzahl" şi "Kresolmhl" .a -diferitel-or prepara te 
du en.z.'imă ~'lm11t la ·fel, "gaiacolzahl"-ul este cu 5-15 % mai 
ma:t'e ea "pu!l'puro.ga.llinzahl .prin pmrifioa:re "Purpuroga.ll in­
~ahlul" ,.,e poa,te reduce la jumăta:te. Se pare că în oxida,fia. 
-ga·i.acolului iau paTle .~i substanţele insotitoare a.l enzimei şi in 
ca:re ma,re rol joacă enzima. 
. Aci Lrebui·e să mai amintim valoa.Te(t. de adso,.b(iune a en­
·zimei (Willsolăltter) A. \V., •C'.are este egall cu cantitatea unităţii 
·de enzrmă., ca~te în condiţii dete:rminate e luată .de un gram -de 
adsorbens, •ea Serveşte pentru miisura•rea e]edivită(.ij :adsorbtiYe 
a enzi:mei. Ea depinde r.a şi celel<al<t unităţi de •raportm·j de 
·cantitate, adclit:a:te şi de ~~:mhsta,ntele î·nsoţitoare. Unită.tile de de­
terminaore-a ea;n ti tătii J;>i concen br.a ţ.i unii enzima,ti-ce sunt unită ti 
·âe măsură •relwtivă, .dacă legile reactiunii masselor se YOr (1de-
~,:el'i, a.tunci vom avea. unită·ţ.i ma,i ·generale şi ~psolule. -

Metode . 
.. . Deiell'm inările cantiLa,tive dacă 1n mall'e pa·I'te se · fac asu pta 

prepa.ra telor de enzimă - nu în:Semnea~ă:' :.că cletermitiarea nu ·se 
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poate face şi nn ţesuturi. Astfel Grii.ss recoma,ndă pent:.u deter-­
llllinăl.·i i:ntra-celuLaxe metoda de caJ)Ha·riz.a.re a gam.:coluluL 
Sclrilmba.rea de structură, .rWJCtii de colora:re fonmaxe de struc­
twi ar.ti-ficiale ·pot servi pe.n·tru determi111ă:J:.lle in·h1-a-celulwre. In. 
genaml determinările mteresea-ză prepara.Jtele de en.ztimă solu.ţii, 
sucuri şi se bazează pe determi.nă:ri colodmetrice, gravimebrke,. 
gazometrice, tHrimetrice, polaorometrice, st:a:lagmometrice etc. 
Ceie ma-i generalizate şi uza•te sunt det(31rmină.Iride colo~·imetrice­
de cari ne vom ocupa în .pa:1·.ticular, am:i;n:tind şi _de celelalte· 
metode de importanţă istorică oSaiU bib1i.ografică. •C€le mai bune· 
metode sunt cele colorimetrice, ceeace este dificil este amestecul 
de culori care se obse.rvă la. unele metode (SlowtZioif, 1901). . 

Accepto1': HJ. Această metodă a fost ·înbreburoţ.a:tă de Bat-· 
telli şi S1erm. Cer.cetaiJ.'ea a fost făcut cu 2cc. de reactiv, 2 pic .. 
sol de amidon şi o pic. lichid de a.na.lizat. Czylha.rz şi Fikth. 
susţin că Homoglobi:na nu ar ~·vea nici o a.cţiune ·~hsupl'a HJ. în. 
pyezentă de H.O. aceasta s'a;r ex.pl:ica ~ă în prezenţă de H.02 

acesta a11· l'eactiona cu hemog:lobi11a şi se f01~mează o legătură. 
cu J li·ber. 

Accepto.r acidul ·to1·m.ic. kidul formic se ox iodează ,î,n pre-· 
zentă de a·pă o::\.igenwtă, la t~mpera•tura camerei în add call"ho-· 
nic (în ultimul ·t.imp studi-at de Da.kiill), Battelli .a observa-t O· 

grăbiTe a .oxida.ţiei acidului fo:rmic prin extracte de organe p·re­
cipif.aJte ou alcool. De această metodă s'a servit şl Cervallo, P.iti.:Qf 
ei oxida,u ·î:nsă aldehida lformică, au •găsit o desvoltall'e abon­
dentă de CO. mai cu seamă cu ţesut :rerul.ll de-cât cu alte ţesu-· 

tu.ri, dato:ri-t faptuln·i că afaJI'ă de aldeh:idă f<lrmică se oxidea:ză 

şi a·ldehidele valeriaillă propimillcă şi isobuti·lică. Batttelli a găsit 

o ·pu·l.ere oxida.ti'Vă ma.i mică a ·tesuJtului rena:I (probab-il :nu au­
luc.raot in aceleaşi condiitinmi). 1n mediu acid Teactiunea e mai 
putern~că m în mediu neutru. Această metodă on.u se ·poate COII1l­

pa.ra cu alte metode, aci e vorbă de o g.răh~re a !l'eacţhmh a 
peroxidului asu·pm substratului, e excelentă prin <lonsta.'Ilta.' ,c;a; 

şi potri·veală cu legea Hm.pului (Bach) 1
). . 

') Acceptor Benzidind. Aceastlt metodă a fost IÎntrodust't de Ma­
rlt>lung (1911) şi .a. mai :fost intrebulinţat1i de Wu. Benzidi.na se oxi­
â!'<'lză î.n substante chinoide. Prilmul ;product este trecerea direct In 
chinon apoi se fol"'lleaz!l. săruri eolorate dif.enochi.non cu benz.idi n 
(Al~tru de .benzidin1i). Aceastil meU:>dA. a •fost pără<Sitii. pentrueli s& 

obtme un amestec .de culorii, eari !ncurcă deterJni.n.are~. 
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Acceplori Leuchonwladtil. Intrebu·intat !Întâi de CzylhM'z şi 
Fi:irth, :M1adelung, în urmă de WH!statter şi Stoll. Se face în 
.soluţie diluată acetică de a;ceba-t .de natriu add ·în .prezenţă de 
H peroxrid şi dete·rrninat colar.imeLric. Co.neen !raţiunea reacti­
\'ilor inhi:beoază ~re•actiunea conc. optimă: a.c. acetic 0,05N. acetat 
do nattiu N.':.OO H202 0,25%. E greu oxidabil. In .cantit. mici 
se p{)ate ·Colo:rimetra 1

). 

Accepi01' Piroyallol. Palladin la metoda cu pirogalol a mă­
surat Yolumetri·C co2 degajat. Foa im·egist·rează schimbările de 
presiune într'un tub rîn<chis, p.rffi con.sum.a.rea oxigen ului., Brus:.. 
>-ell şi Herbert măsoa1ră absorbţia de oxigen. la pirogalol prin=­
ll' 'un tub special. Bacl1 Chodat după extr.acţiunea cu eter a 
purpu-rogallinei fac d·eterminarea gra Y·imebrkă. Willstătter de­
ter•inihă colo·rimet-ric purpurogalliila formată. 

OH o 

') (loH 
(\ 

-4· il li - OH 
V H. V 

OH 
1 

(\ 
~· 1 1°!-1 

VCH -
HO OH 1·10 

'\ \ / ::· 't-It 
Hb<_>-<~>- 6H ...... 

· 7 
lPirogal:ol) OH HO 

HO O O · HO HO CO,H 
\ li 11 \ V -

~ HO<=>-<=~- OH + H,O 
/ 

-. - - 0 
-!> HO<_>-<_!-H. _,.,_ 

/ . 
HO HO 

HO OH OH HO O OH 
co. \ . .L i -H, \ 11 1 
- li0<=>-<=1 - i-lb<._>-<=11 

/ / 
HO HO 

Trei atomi de Ox-igen se leagă asupra unei molecule de 
1 u:nmrogallină, Determinarea ·per-oxi·dazei cu piroga-lol este de­
rendentă de con·ţi'lluturl în Oxigen -şi .oa, a med:iului, substi1tuţia 

l I,02 .cu eLil hdroperoxid dă Tezultate inconcluzive. Metoda după 
\Villstatter: Intrr'un volum de ·2 Ji.tri apă 5 gr. pitogalol, 50 mgr. 
H,02 la 20.5° Uoko şi Ba.nsi :rămânând în concor-da·nţă -cu p.:rin­
cipiul wi!L<;tat-terian reduc .ea:nită,ţile d€ sus .la 1/~ ,pa1rte şi ca.nti-

1
) Acceptm·i nw.i p-utin întrebu1.ntati. Orto-fenhlen-diami.na, meta­

feniien diwmi.nii (Gdes), bii--tetrameti.l-p-phenilei!idiamină, ,Phe­
nolpht.e.J.in, vanidla Şi -dihidi'ovaJ)i.Ji:a, sinteza albasttulu1 de indbfei:\ol 
(Gt"âff), ac. gaiăto.hi·c (Bolin). 
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d alll··nav va fi n:mlliplic.:'lt .cu 5. Pentru ~;tudiul 
tJalea e purpurog.: · · . V 

1
. · · • t. J 1·au 20 "" dl!D.' ~Ct:me.stecul -de enznna substrat a·ea;c ·mn11 11n lllll . vv. 

şi se :lintre.rupe Tea:ctiunea reu ac. sulfiua:i{; (liber .c~e fer) . :_o % 
10 oc. ex-tracţiune ou ete~r, co'IoJ.·imetran:e cu o solut1·e eber'! ca ·de 
purpurogallină 0,1 gr. J.;a. mie. (Pmpta'Oga..llin.a -se pre~~teşte 
o.x.idând pi•rDgalol cu peroxidază, cll~ar nu pr{X:'l P~l'lf1oată, 
produsul fi.ltrat şi piN'ifioat p1·jn salvare !În eter şi preci·pitare 
-cu apă sau sU!blimanl, purnotul de fuzi'l.l!lle 273°). Colol'Îmetrarea 
să face in a.şa condiţiuni ca pu.rpurogHllina fo.r:nJ><'ttă să nu în­
treacă de o 100 mg.r., căci al-tfel colorimetrwre e nesigură (pro­
duşi de oxidare). tEva.lJorarea solutiei tip ia'r~i e cauză de 
eJ.'oau-e, în tiropuJ de 20 mfulute. cât e necesa.r pen:bru o determi­
-noo-e se pie11d 1,02 mgr. ·din 17,57 m.g1·., deci . 5,805% di-n can, 
titililea dela rnceput. La ao:wli.ză timpul de lucru fiind mai surt, 
evaporarea va lfi mai mică. S'a căutat o subsban·ţă de comparat, 
cum este aciduJ. oromic soluţia de ac. oromic lg.r. %o co~:espunde 
cu o solu.J,ie de puvpurogaUillă 0,1 %o pusă Ja divziunea zece 
•.n rolorillnetrul Jui Dubosq şi .soluţia de •ac. oromic la 5,7 •înal­
flme. 

5, 7/.10 = 0.57 la mie. 

Pa-in urmaa.·e soluţia de ac. cromic de 0,57°/oo <:ure ace&şi •CU­

lo<llre oa şi o .solu~ie ·de pupu·rogulliină 011 °/oo. Ouloaroo a-c. oromic 
se poate compao.:a nru.mai Ja .lim:iJte :fOOil'te s·Lrâmte pâ!llă la divi­
ziunea 10 }a ~~vnwlim de voxţiurui. cu mÎICă concentraţie dri·luăm la 
' 14 sam la 1/z sol de ooid. Willsta.l'ter a lucra!t foa:rte mult cu ra.cea.stă 
metodă Îiil ·normă a: MătaJt rpreferinţă anetodei de ver,de de an.ala­
chi.t, pentrucă metoda cu purpurrogaJlilnă are :inoonvenientele d.e 
'compa·rare sus annmtite. 

Acxeptor K1'esol . .S'am Îlll!hrebuăl!lta;t .toj;i. kresoloii 
ortok•resolul dă o oolorure verde, 
:rneba " dă o cu-loaxe cum e a căm1ii 
para " dă o turburaxe lăptoasă (de~. nephelometrk). 

· .Actiunea 'PeroJU~dazei a.supm orto- şi pwNtkiresolului este 
'pao.·ticulra·r de energ.ică. CBertrand). P13:rallu:esoluJ e mai ·prefera·t 
~ •OO'lok•resolul şi se i•ntrebuinţează UTilllăJtO'arele concentra.ţi'l.l.n•i: 
_uesol 0,1--.1 % H202 la mi·e.' Bams.i. şi Ucko au lucr.aJt cu orto­
kresol •Î'll Uil'mătorurele condiţiulll!i: 1 gr. ·oDtokTeso•1 2 '"'" If o. 
{l •5% 500 V ' 'l, ""-'• 2 -

, 0 ce ava la 20 .grade. (Kresolul ·e hi~rosco.pÎ!C). I·ntreru-
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:perea 'l'eacţiuni•i .'ie f<we cu 10 ce de •'3ub1ima.t 5% şi hnedia.t 
compa,r.rut in colorimelru cu o soluţie ·de 15 'ce ac. a•ceLic N;lO 
a.ceba:L de Na N/.10 22 oc .clillitrofenol. 

Acceptor Gcdcolul. 

Gai•a:eolul•prLn a1cţ.iunea ·peroxi<lazi.că va f.i condensrut î:n t.etra 
ga.iaco·l CBei·tran'd). 

O-­
C6Ha< 

1 

OCH3 
OCH3 

CuH3< 

4 C6H4-0H-OCH3+20z=4l-h0+ 1 ? 
1 o 
C6H3< 

1 

OCH3 
O~H31 

C6H3< 
0--

r~Hleosebi ·Bach şi colaborallO!I'ii, Ucko şi BalllSi .au .lucrat cu 
<J.~c.eastă met.odă. Cu aeest acceptor se poa1le lum·a m ICI.lCeleaşi con­
di,~iurui wilLc;.liitteriene oa ş.i cu '}JÎJrogJa.loul. Comparruţia co•lori­
nwtrică d u,pă Bach şi Z.oubkowa se rfu;ce •CU un etaJoiD. pregMit 
Îll fel-ul m~mă.toT: 5 g11·. a1lbum:ină ·de ou 2 gr. dorură de kobcilt 
în 1)J.'ezeJ1!.ă de 10 gr. sodă -~i 250 c.c. ·de a•pă, lichidul se .fiJtrec'lză şi. 
se diluea.ză sistema·tic ~dela 1-10 şi introdus ·îu tuburi înehise. 
Compa:l"<'l·tia se face .Ia sbclă lăptoa.să şi la lum:irnă e.Jec.trică. 

ColorimeLra.rea gaiaco'lului e ·determi:nabil pâillă }a limita de 
0,05 mgl'. gai-acol (Werner, Liepschitz). 

Ucko şi Bm1si fa,c .com·paraa:ea cu testul Engelhard·t (:MoscYa) 
{,·.ezi la paTtea ·experimenta.lă). 

Dirn-tre •ace-.'lte -trei metode din m·mă: piroga;lolu'l în ~prezenţă 
de alcaH fă;ră ~tipă oxigen,a·tă sa·u fă:ră ferment se oxidecuă în­
l:r'tm ·CO·l'P .brun-gălbu:i, eare nu se 'El:sea:mă.nă cu .pu:rpurciga.Uina. 
Deci pi,rogalolul î.n mediu •wl>oalirn nu e&te illtrebui·nţa.J::Ml nici la 
tamponal'e p.rin fosfaţi 'CI:'lil~i a.cceleTează formarr·e<r de pm··puro­
g.a;Hi.illă (Neuberg, Kikk,ay) mici ou 1)J.'epaa."<'lilele ca:ri contin .to.­
'luol oare IC\ICCelerează •rea,cţiune.:'l de ox·iiCla're (Purr.ge). 

tlvietod.a ·Cu cresol este •gJre~ 'colorimetl'Wil, cele mai bune ~re­
.:m1ta1ţe le obtinem cu metoda cu gaia,c.ol. Pentru fieca;re metodă 
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. . · d li,nd de na twra elecLro--chl-în pa•rticular a•Yem d1feren.ţe <:<'111 e1 . . . 
. . f 1 1· · (Ph OIJ•tim yruruază Ioa. P.lTO-mkă a substrat·ulu1 Şl a ermert< u ut. . 

galol = 7' la ga,iacol 6. Kresol 5. Rewlloctt~l: obtmu!e .cu ·~ ID€­

todă, de cele mJai multe ori este com,parab.!la cu :elelal~e llezu~­
tate obtinu-te, l!l1et'()da ·cu gaiacol dă însă cifre mm man d:atont 
fa'P,tului că intenin aHe elemente i·nsotiHOM'e a fermell!~ulm, do<H 

în eaTe 1111are rol jo,acă :fermentuL 

Peroxidaza preparare proprietăţi .. 

Prepcu-a·re. 
llfletoda de !pre:para.re wil1stă.Llel'iană a d·ClJt ·până acuma 

peroxidaZJa cec't ma'i pură, este următoa.rea: 
A) Dialire .. MJaiterJ.a.Iul de .plantă toca.t hine în bucăţi ,mici 

de 0,5-1 mm. lăsat pa-t.ru zile penl!ru aşa num:Hă ·diaEză, pentru 
ca·re se suptme la a:pă curgăJloM·e 4--u ziole. In uHimile zile bu­
cătile de hreau se colorează închis printr'un fel -de anaerobioză. 
Autorii c.red .că pri111 brecerea substanţelor u.5or -def.lex-ibi.Je şi 
peroxidaw trece î;n apă şi se concentrează. 

B) .Se ad~wgă o sol. de ac. OX'alic 4 % C<lll.'e se adsoaThe în 
ma,!erialul de •plantă la bucă\ele,le filh·a:t.e ·şi uscrule ,şi se lasă. 

/~;---() o1·e (o prea ma['e coucentr<.tu·e de ac. oxalic d'istrug-e eu­
zim-a). As1fel enzima va fi lJJ.'e.cipitată, după ·C'M'e trebuie filtrat 
ele lidlidul ·uleios a.oid. CI. 'PaiJ.'Le d•in •a,c. ox·allic wt fi aldsorbirt 
de plantă şi greutatea bucătelo.r Y•a ti micşoraot cu ~/.). Aceste 
bucă.ţele se traa1st0111nă intr'un terciu ·închis, sucul }ă,ptos nu dă 
reactiunea peroxidazic~ a.5a î·ncât se ·poa.te a·run,ca. Cu două 
păJr.ţi apă amestecăm ter~c•iu1l şi o filtrăm 1rrin 'Pâuză ·şi o spălăm 
ma'i de 'll<1J'le cu o solut:ie de ac. oxalic 1 la mie. După fil.tra.re 
rapidă m~'Sa ·m fi pre.sa.tă, acest suc nou contine multe enzime. 

C) Extrnchtmoo fra1ct.ioona•tă .cu a..Joo•Li. Dwpă P·resa1•e ma­
ler~alul voa fi adăogat cu o egală .ca·nli•ta!e de himox•i:d de ba.riu· 
."'a~ura.t 'la. 20 g1r. şi lăsăun .aşa •O O•ră. Dupa acea presăJm lichi-­
dul, Cc'11re lic.hjd ra fi ·imedi,a.t acidific:a,t cu a.c .. ca:rbon!ic. AC€'astă 
(-X>h'<l.JC\.iune se fiace de două-trei o·ri şi fiecare ·dn aceste pOO'ţiuni 
pm~ifi·cat după Bach, Choda,t (preci,pi·ta·re fractionwtă cu alcool). 

D) Purifi:Ca.rea peroxida•zei. •Enzima până acum lucrată se 
disolYă î·n a1pă şi se preeipilă cu .akool. Bariu.] va fi preci~pi.tat: 
t·u ·a.c. sulfuric în a~ fel ca l'e<i.c(iunea să nu î·ntreacă a.cidita-
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lec~ slabă. Vin •pet·oxict-azele •astfel pregătite •prin ·preci·p.i•tare cu 
a•c:etat sa;u cu :clorură de mercur, s'a obţinut o subsliantă g.Uco­
zidă. Pm·oxidal'Ja •a1stfel 'P'l"egătită tllu :trebuie imecLia t usca·tă pen­
.turcă la redizoldit'ile şi preci·pHăa·He ulter.ioare mercwrul -de­
vine il.nsolubilă. (Se ·poa>te ·Îilltâmpla la .preoilipiLa.re cu alcool să 
se fo11·meze oxitCl de m-er.c;"Ur 001re nu se preci·pită). 

tAHă ptll'ifiea1re e pri·n :aclsorb!,iune. (Hidoroxid -ele ·a·luminiu, 
•taJc, k·aolin). JHdroxiclul de. ralumÎ'11iu se iprepa.ră în felul ur~ 
mMor: o sol. caldă su•p:rasoa~m·ată de sulfat de a•luminiu aclăoga.t 
lent •ou .sol. de amoniac 15 % şi ·lă.•,;a·t 10-12 ore, .precipi­
ta.tul îl spălăm pft,nă ·Ce 1'S0h1a.t î•n HCL p:t,in îqcă:lzi.re 1-ndelunga{ă 

11u dă re<1:Ciitmea sultiatulu.i. Se luorea·ză cu o :'>"USpenzie a'proxi­
ma.tivă de 3 gr. hidrox:id 1a sută. Adsorbentul m fi eliberat de 
ba;rită •p;rin ~l•C. oarbonic <le ac. ca•rbon:k ·pr.in:tr'un curent de 
aer. 1\dăugă:m hid·rox.idul pri.n vortiuni de 20-30 .ce. şi a.gHăm 

pu.tel'lllic 2-3 minute. Adsorbatul roşu brun se a.)ează la fund 
şi se poa.te sep<wa de lichid prin •cenLrifugare. Din •acest adsoTbat 
vom câşLiga .peroxida~a •atdăugfmd ~Cupa disLHa·tă · rece c:a gMat•a 
sub .un :curent de aiC.'iid ·Oc'l•rbm1ic până ce rea1cti-a. Y.a fi slab -ucidă. 
Lichidul Ya f;i fiLLrat, Lilt·t'a•lul da.1· .Jiber ele hid.rox.id du·pă de­
păt'!~c'l.lrea ca,rboJlla.ttllui de ball'i:u '1a ·fi redus ~a 60--80 ce .• în 
vid. După o lllouă filll·r.are pJ:ec.i.pităm ·CU ICl•lcool 1

/". Oantita•tea 
de fennent -ob(.illl'ut a.tât ·P.rin ·a·ceastă metodă câ;t şi ce-lelalte 
diferă după V•atrieba•lea pla•nLei şi stm·ea ei fi7liologi.că. 

Putem .;;;ă inlrelmin(.fun or.ga.ne de p~ante -super1oM'e fă,l'ă 

clol'-ofilă, sfeclă albă, spa.rgă, car~of, ridichi. Sucurile de plantă 
tOcTri J<a aer să înbrunesc su·b a•cti·unea tiros:Î!lltazei după Ra.ci­
.bOl'SChi putem să le cM..st•ru.gem JWi'll îneălzil'e Ia 60-65°. Se­
'Pa.răm perox.idm~a de ori.sba.loizi prin uJ.Lr,a;[iltr.a.tiooe. Această 

.peroxidază u1tr:afiJ.Lra.tă co1·espunde Î11 a.c(oiunea sa .cu perox·idaza 
lui ·Baoc.h ·şi Chod•aL Peroxi.<:ltaZJa lui Ba.ch oxidează în .prezenta 
de apă ox.igenată m·oina, pe când .ceala.1tă .nu :ox·idează datorit 
mediu.Iui slab :a.eid ·în .o~vre •OliChm lll'll se oxidea·ză, elin c011tra 
.amil'1ele •Wroma·ti.ce ·pretind o reactiu111e slab •acidă. · 

Vom descrie şi metoda de prepa:r,a.re a lui Bad1 .~i colabora­
'tori ·baZJaL 1pe 1precipi.twre •Cu a1lcool cu toa·tă că IClCe.astă !fletoclă 
nu .este cea ma.i bună, 'Însă prec.ipibare •CU •aloool în seop de 
.})tvr.:ifkmre :6a.ce pa1rte •5i din metodă p;recedentă. 

5 gr. de hiJ'eal!l vor fi ·toca.te şi .Jăsa·te să stea () OJ.'ă pentru 
ca ·sll. se facă .desfac.e·rile :gli<cozicUce enzimatice. Se ex.tr~age cu 



a !cool g0° .0 zi pri~1 care se .cLiso~v.ă •uleurile elerioe. Se fiHrenă 
şi Wlrratul se spa•lă cu 8096 a:leoo.l şi se ·presează. Spăllăm du1 
nou ·CU ra1cool 40% şi se lasă să -stea 5 zile. Presăm elin nou, 
filtrăm ·şi adăugăm două volume de aJlcool puternk CfiHrrutul). 
P'l·eei"pi-!a-tul ra,Jib sau alli ;IJrun vra fi .O.·isolvat în apă şi .iJa,răşi 

precilpil:c'l!t cu alco-ol. Dacă \1l'eD.1 să mutăm alcoolul ·Pl'OCedH:m 

în felul 'll'rmător : 1 ) 

PriiJl ambele metode obţinem o masa C'lli.stali.nă albă .ca,re se 

po•ate păstra nm.i mult de d'0i <arr1i •neaMăra·tă la ex.sk·a.tor şi 

în-tuneric, (cel m:a'i hine în exsic.:1.lo•r ou a·cid sulfur-ic). Pu•tem 
să eliheorăm peroxiclază de z<ahMul şi suhs~atnt.e m~nera·Ie PT·in 
metoda lui Delean.o (di•aliză), şi -obtinem o subst<a,nţ.ă amorfă .a 
cărei acţiune 1Prox1cl•azi·că eSJte de 4 O•ri mai mare decât a celei' 

crisba<lizate. 
Jletod<t· lui .~1. Delemw. 50 ce. 1'loluţ,ie de 'Peroxidază cu 

2-3 oc. de sol. <le fer (Hquor ferrioxida.U cHali:>A:'l·t •Colloicbl) 

preeipi ~a•t. Prr·i•n - ra•ceastă vor ~i 1}recipi b!l•le su.bstarn tele înso{.i.[.o•a re, 
a)bumi•ne, iar din filh'Wt pl'.Îill rp.reci•pilare CU aJ.eO'Otl obţi.nem pe­

rox·idază. ·Acest ·produs oote disllrus deja l·a 55° ş.i ·după a:utor 
rezistenta !lllM'e a perox-i.d•azelor e.S'le ·cl"<l'lol'ită subst•a•nţelor 'inso­
ti-toare (albuornine). P·repara.Lul ·lui Chodoat şi Hruch sunt :reZJis­
tente cLiq1 .oa.'tl"7"'1. sub.s:ta'lltelor illl'illletJ.'at!e. Metoda de diali-Ziare a 

1
) 1. Rad. ·de hrean tocat •lasă să stea un ceas într'un vas !bnchis. 

2· Presăm (A). 

3. Restul se ada·ugă eu apă, atti.t cât să Jntreacă nivelul hreanu-
. lui, •IăsrLm 20 de o1·e. 

4. Presrvm (B). 

5. Disolvăm din nou in -apă şi presăm (C). 
6. A+B+C adaugat lent ou a.I.cool oeoncentmt piionă Ia a)}ariţia 

unui JWeCÎ'pitat. Fi1trr~m, .adăugăm .din nou ·alcool 9G %. 
Pl'iniul preci.pitat este mai sărac, a·l doilea mai bogat ~n> 
peroxidază. 

Dupa Sloecl>Un: 

l. Terciu·l de hrean lăsăm să stea 0 o1·ă Ia ae1•• 

2. P-1·esăm (A). 
3. Se adaugă .apă, lasă să stea 10 o. 
·l. Pres'1m 1 B;. 

~· BRep+etă.m 3, 1: de ci•Juă ori {precipitat B. C).... 
0 • C p:·(lri:_oitnt cu exces de alcooL 
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făcut-o ·şi :&dJch .cu Tsc.herniak a căror p.repa;r'lc.'ll -dă Teactiunea 
biuretului şi .cea X·a'Il!to-p1·oteică, reacţia ·lui :MiLion nu este drută, 
Prepal!'atul Jo1· nu este mult deosebit de •perox1dază ·brută. A mai 
servit •Ca metodă de purifioare ka.tofOTeza electroclializă, .pundul 
isoelectric. 

Sepa:rarea flJeroxidiazelor ·de oo•IJalze, după A. Kasanski, se 
face cu pi•rogaJol, după autor pi:roga.Iol 2%. este sufioient pentm 
f!ur;ifica.rea peroxklazelor ~i 1poobru .sepaiJ."area de oo·talaze cu 
p'iroga·lol 50%. Oxigenază a fo•st sepa:ra-tă de •peroxidază prin •pre­
ei,pi·bare •CU alcool 40% (:Bach, Chodat, din Hu~~su.la .~i Dacteri<us). 
Qa.ta,}aza; cloin sânge a rfost mkşou'lc'l'tă ·pr.in oristaliooa:oo oxilhemo­
globinei (W,irll&Uile.r). 

După Loeh peroxydul de hydrogen s'ar îrrnpă·rţi in mod egal 
îutre ro•Larlază şi peroxid:a.ză. Ba:tlelli pentru seiJiaJI"<H'e.:'l pe;roxi­
dazelor .ele ~c~talază intrebuiintează lempetJ.•a:tură ÎIJlaHă şi acti·u­
nea adzilO'l' .sau aka.J.ilor. 

P.nin m~todele de ·pnpa!Nl..re, amesteca:re şi pTeeiJpitare nu 
ajUJlgem 1a •m1 .cm.·p ohimic pu.r, şi fe,rmenţii purif.ica:ti de·,•in 
sa•u :nu •recoma:ndahili am prin 1mri·Latea Jor, ci prin puterea 
lor de acbi ,;i.ta•te. 

Terciul de arg<lille mai pu(:i.n fer:mentul pur, nu estB analog 
cu un complex de celule, unele ·a.,·em o .sumă ele •reacţiuni oa.ri 
1nteJ:Yi11. Prrn exciLa1rea funeti:uni'i HzioJ.ogice normale, prin .pu­
terea 'regula•toa.re i'l1lernă a celulei, .a .co.ncem. tra tiei ionilor de 
H, OH prin loc:aliză;r11e in vacuoJe a fermenţil<Yr prin TDlul 
mem..lma:nelo:t' semi-Q)el,me.a.biJe, rse de.sfă.şoaTă pas cu pas re­
acţiunile pentru •reducţiune sin-teză .~i oondensaţiune. 

Pri11 a utoliză sau na!l'.coză, pr.1n .sohimbaTea semipermoo­
bilităţii şi mkşomrea vi.talităţdi, femnenţii vor a,c..-ţio:na libea:. Sucu­
rile presa-te duc .ţesuturii la vii, cari .P'J."in fi.ltra;ţiune şi centri­
iuga:re se eliberează de anumHe elemente celulm·e vii, lllU sunt 
a.Jtceva decât o ·nec.robiDză expel'imensk1.:lă, wn arrnestec mort de 
combinaţhwri, ·Call',i se gă.se.sc ÎIJl ·plante. Prin p:re.'ilalre nu IS'Unt 
tJ:'Ia.nşporbat.i combima-ţiunile •call'i i•<w paJ:te în meta•bolismul chi­
mic, cele ma:i multe răanâiJl ca su•b.sta.nte !Udsm·bale sau ameste­
ca;te, ·pr.in schimbarea 'l.'eaJCti·uni<i. •chimice, ia:r altele se desfac 
aşa ·încât nu a·vem o~lind•a fidelă a .combin•aţ.i:uni.J01· ca:ri se gă­
se..".~ in ploa'llolă. Dlllpă cum e&te deosebire înt:re u•n exlt,act vi·u 
sau n101rt de un 1esut, la fel se pune 'Î'lltreba.rea dg.~că sângele 
după exlra·eţ.iune este Y·iu sa·u mort , în ~vce.;;t caz Î·n loc de .ter-
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minul mort ·preferim terminul de ":izolat" . (Pfeffer). Aclh-Ha.t.ea 
enzim<vtică rne ·îwleresează .şi din aH punct de vedere, reacţi~nib 
en~ima.tdce se 1petrec -într'un a.necliu .ca;pi>lM' ·şi este o deosebi,re 
între ooti,vi·rotea enzimei in eprubetă sa1u mediu·l <:a,pilrur di11 . 

celulă. 
Ce1·.cetă•rile as-upra l\J.anga·nu~ni diţ1 fe.rmentii ox.i{la:nt.i au 

fost î111cepute d-e Bertrand, contin·ua:te ·de va:n H<ua<I:, ei a:u 'a·răta'l 
<:ă prep<'lr<l·tele cele ma1i sărace în :Ma.n•gm1 sunt cele ;mari 'act~ve. 
Bach ·Coda:t au a:răJtart că prepa-ra,tele dor sunt liJpsHe ·d<:J !l:lia.:n­
g<ln. 'wmstăhter şi Stoll, qupă <> metodă 1f0<1;rte .complk.a.tă :a.u 
pus în evidentă fer în prepa-ra:tBle lor, mai târziu .ei au observat 
că ·prin l!'educerea oon•tităţii de fer adiviota:tea 1perixodazică nu 
s'a mic.~ora.t. Neuberg şi Kikkay, prin ·purificare de fer, aJtl ·ob­
tinu·t o peroxida.ză maă aotri.vă. Bach şi Ghoda1t au '<lll'ăkll eil 
prepcwa·telB 1or nu conjm substa.nţe proteice :şi nu dau .n~acliu­
nea pentru fer, î11să contin mamgam şi Mumin.iu. St•oeoklin prin 
metoda Jui de prepa,ra:re a îndepărta't ferul şi Ma:nganul. Pero­
xidaza pr€gătită din sfeclă de zahăr este liber ·de fer şi man­
goan, i11 schiu.nb odă II'ea•ct.iune a biurel'lllui. Perox·id,az.a lui van 
Hao:t.r cantine lVIangan 0,0003 96, părţile ca11•i cont.in Ma::ng.an su-nt 
mai a·cti ve. 

Boa.ch, Choda.t .şi Stoecklin au a:răta.t c.ă peroxi,clazele con­
lin substante .reducătom·e, zahă:ruri după W•i!h'3tă.Her şi Stoll 
pe.nloză şi glucoză conj,in deocî a.zot, d-a·r sunt Hbe1·e de subs tante 
prot.eice. Peroxidaza lui Hach î•ncă.lzită ou Na .. dă înW.i ·amoni,cH:, 
a-poi o b.=t.ză ca:re e ·boga.t în pi.Tidină, aunesteca•t cu K. pulvel'iza·t 
şi încălzi-t intr'un tub .cii;p~tăm NH3 şi pirrol. Peroxid<tm lui 
Willstă,tter şj. StoH .co•ntine 5,57---8,005% Azot !5,5% cenu.~ă 
36,3% corpu-ri p&.n tozice, 58% zahărUJrj, C.:1.·ri sunt :whăruri .cu 
pondere moleculară ma.re, 0)7-046% fer. Act:iUJwa ·per'oxi­
d-azei •prin a.dă-oga.re de fer nu se măreşte. 

In orice caz dacă peroxid,a·za ,:;o:n.t-i1ne .9au nu fer, ·H•cot·iunea. 
lor mărită nu este dator'it a.bsentei ferului, ci îndepărtării sub­
stantelor rroleice în p.r.imu-1 'râ:nd şi altor suobsla.nje mi·ne.ra.le. 
Dea.J.tfel ferul este iJlimit.abi:l de Jl'Î.C.i u.n met.al in actiunea sa 
peroxid::tzid. P:rin proport.iunea de 58% a Zla~hărur.i -lor ei, jo-a.că 
un rol aa.re::-.are în respoi,t~a,t.iunea şi oxida li·ile din .pla:n tă. Ceeace 
este JI_Iai i~teresn·nt şi c-,a,oocteristic, ~ă toti m1torii a:u găsit -gru­
pul ·Pn.·ol m .aceste enzirme. Grupul pi.rol se găse.~LB în .to(.i .cleri-
Yatii hem 1 1 · · · · h· · • og o )JTieJ m CI-Loe. rom Şl In peroxidaz-2, cleei hnpor-
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.tanjla a.ceslui grUJp nu este -neînsemna-tă. Mai ·depa1rte ştim, după 
WiJJstalter, că tacliYi•La.tea ·peroxidazi-c.ă a hemoglobinei depinde 
in mocl determinant de -combina('iunil~ grupului :prosletic .cu glo­
bi11•a şi aceasta posedă mai mare .funportanţă în .comhinaţiunile 
porfi.rJnurice oa ferul catre poa-te li chia-r .i!na-cti\· pr..in distru-

_gerea Hhinei. _4r 'fi foa•I'le interesant cerce~area a•cestui gu·p spe­
cifi.c in .constiluj.i:a enz;imelor, pre<:-"Um şi :rolul său în specifici­
. ta:tea enzimelor oxidanţi. In coo.corda!Dţă cu cele sLabilite la alţi 
fermenti ele către Kuhn ,5i Gra.s.sm .. m1n aş putea spune că pero;-ci: 

. daza este ·wn complex coloidal w.re poaTlă. un grup chimic ca­

. nteleTistic pirol.ut şi ioni adi vi (îndeosebi fer) şa a caret ac­

. ti·vi.lale ·5i putere este delerntincd prin mporluril.e acestor ele­
mente îrdre ele . 

. Substanţa colorată a sân9elui şi sub .. 
stanţele analoa9e. 

J~eac j.iwaea ·perox•klazică a .sângelui 'este o noţiună lega-tă 

.de substm1t•a •colomtă sangu.ină alfl,t in slructu.ra ei sfecifică, cât 
ş_i .cQ!n-ţinutu-1 de tier. ReacHI\1llea peroxidazică a sângelu-i a1pare 
deodată !CU apa•ri:ti•a Hbi:nei ,5i <leterminaTea H>l. •peroxiodazice e 
a·cela~5 lucru ou cleterminaJ.·ea Hhinei. 

ChyJarz .5i Fi.h~~h cu mel-od•a lor de Yerde de malac:J1H ş.i HJ . 
. a·u .sludia.t a•climwa hemoglohh1ei îrn rcompa:mtie cu a peroxida­
zelo:r -şi HU ,aflat o deosebire fundmnen.tală în,tre ele. E Stoeck.li.n 
.a all'ruk"tt că hemog:lobina este o peroxidază bună. Willslatter şi 
StoU au stuclia t cu metoda cu ·pi,r.ogalol hemoglobirna şi au găsit 

- că :ea este o peroxidază slabă. Buekmeister numeşte hemoglohina 
·pseuclo..:peroxida.ză. Dwpă Bredig ,;oxihemoglobima joa.că un rol 
nu de ca lali<?a·toa·, <Ci ·de irnmag.azwHt:{.oJ' de ·oxigen, ea şi I-LO~ la oxi-

.doaxea inclogowlui . . . . Pe lftngă oxi·h("lnoglobină .sunt prezenti 
ferm e<n(.ii de ox-idm.'e, .c,a,ri a.r fi în stroma tesulur.Vlor şi -cari ·ar 

.avea un rol analog cu pLa<lirna 1a o:x,idta:rea indigoului". ViUe şi 

Moitessier sustin ·Că Îll sânge există pe lch1gă acti'll~lea 1)eroxicla­
z;tcă a ·hemog.Iobinei şi .a;etiunea 1peroxid•azelor. Ex-tDacţ.iunea. a,l­
•coo1ică •a g·dl:u.ntelor eozirnofile a.r contme o subst.anjă cu acţiune 

'Per.oxi{lazi ,că fără să f.i.e !identică cu subsbaJrta colo.ra.tă (Nau­
:JP,an:n, Hl27). Bach cu Zoubkowa sust·m că in sângele diluat 
: ~ea.ct+unea. •peroxidazică •aa· fi datori-i per.oxid·azelor, ia.r in sân-



-·1 . 1oglobinei După WiHstătler şi Po'llinge~-".ele coneen trat ox1l"d.U · . . . 
0 

.• 1 dil t • .;_"·te de r1·..,_,.•-~ 1·n şi duiJă fi~:r-bere •a.re acee.c.'l.Şl acţi.u'lle.-sa.nge e ua· 1n.a;Jill · · =~ "' . _. . 
·ct · - d c1· 'll'!Lt 11evoi·~i oa nega exu&telllţa unei e.nz·tme pe· pero::u aztca, e "' . 

1• - h globi·.11aw In.gă Willstătter a lum.at .cu hemogl<Jbină ·, a!Ilga em•o · · . V . • 

· 1· d- D · m· s"·"ge afa;ră de hemoglobma ravem ·pel~OXl--
crJst~t· IZla la. ec1 u.u . . A 

d 1 ţ . tw 1·n elelll""'-lele celulare şi leucocitL Lucrand cu aze e •COll UIU a un 

oxihemoo;lobină dela diferi•te animale, -d0ba.r.aoo.te de acţiunea oa-
t.alaZiică ;r~in cristaliza,re, au găsit diferi1te Y~BJlori pentru ·difel'i­

tele hemoglobine. 
1 mgJ'. 02H h de oal 0,152 mgr. purpurogailină; 
1 mg:r. o~Hb de câ:me 0,115 mgr. purpurogalină; 
1 mgr. 02Hb de ·porc 0,095 mg.r. •pm·-pm~ogalină. 

Ac<XLStă -deosebi;re face să presu·punem •că grupul specHic;. 
a.di-că cel prostetic, în aotiv.i•ta·too .sa d~pil!lde de a.sociaţi'Unea. de· 
glohi!nă. (Prr~i·n diferite felm·i de soluhili•ta.te şi cris·tk'11iz.:1.re de 
oxihemogllobină). Se .pa-re deci că globi·na elin diferitele felu:ri ele-· 
:;â,nge -se ·consti:tue diferi·t, -deci diferi·te globiiJ.lComplexe de fer. 
Kuhn .a arătJa,t -posibiJ.i•ta tea d-ependintei ac(.iumii enzimei de ·Sub­
sla·ntele inso.ţi1toa;re ori aceasta este evklent în .cazul -ox•ihemoglo­
bin-ai •unde sch•irnbarea grupu-lui coloid purtiHo.r influ-e-n t-ează. a-c­
tivitatea iomiloT :activi, ca a•la:re ox·i•hemog.lobina este UJU model· 
pentru difereniterea Jm.portului ·de •afi.ni:ba.te a mwi enzime (Will­
s-tătter). 

Dwpă cum este deosebire ·Î!lctre -enzimele de diferJ•te origi.n·i, _ 
avem la fel diferite feluri de complex-e ·colo:ida1le i·n -subs~amjk1. · 

colorată sanghimă dela diferite an·iun,<de. Ln sânge •avem -diferite· 
felu-ri de hemoglobină, du•pă J3o!H- a, (J, y, cu -diferite fel ud -de con­
stituţie, continut în fer ,5i diferită putere ·de lega.re de oxigen. 
"Sohim.IJă;r·i î:n molecula totală aduce sohim bări în spec.ifici-t:a:te.a· 
cataHtieă ~5i ·în ·pr01}rietăţile enz:ima·ti:ce ca.ra:Cletisti.ce" (Grass-· 
mamn). Hămina a.re puterea . • peroxidazică micşorată în .schimb ·· 
puterea ca.ta:lazică enorm mări1ă. (Şi Hămi:na este mu1t mai ' 
<;le.JJă ·ea cea mati. bună ca. ·ta.Hză di1n ficat). Mezohămina este mai · 
boga.t in d'Oi atomi de oxigen î:nsă 1i lipseşte puterea ca.tail:irtiocă. 
Analogia intre rperoxi-d.aze şi substa.nţele porfirinurke est-e pl'in­
eontinutul de fer, ·g:rup'lll ·pi·rolic, -colora.ţia şi !Illa.i -cu seamă pre-. 
ze-nta aces·tll!i gJ•up p~rolic in pigmeu-ţii respirMorii din ·plante şi­
drojdii. Nu es·te exclus că foTm<:'trea de ·cu~oo;re roşu brună ca·re­
s~ ol~s:rvă la cele ~mai muLte pre-para;te, nu a~)ar(;ine însăiŞi en- · 
zi.Dlel, 1J11teresant ca lJeroxidazele sunt propo-rlionale ('U culoa.re:a . . 



După Keilin (1Ui 5), în ceiulele a,nimale -şi vegeta:le, putem· 
urmări u.n 1pigme.nt "•pigment :respirator", cytochrorn", pe care 
"\la.c 1\hmn a numit-o 1l:ioharna•tin ş·i c•are este oai"<tderiza,t prin 
4 Jmm.de de ad1c;;orbtri:une . . Bierich şi Kosembohm ve ·lângă spectr·ul 
eytocluonmlui a găsit şi pe al hemoglohi·nei, în celule epiteliale­
în muşchii li·psi.ncl 'tn ţesutul .coa1jonctiv, deci hemoglobina şi cu 
t·ytochromul •pot fi rpr•ezenti în rcvcelaş bimp. Spec.trul cy.toch:rornic 
este foa;rte influen(,ahil ·prin tem1)e1~ah1ră şi timp. Co-nţinutul ÎJY 

<'ytoohrom şi bemoglobh1ă a cel·ulelor normale este constantă şi 
t' foa.nte ,,a.riabirl la 'ce-lu-lele .can·ceroo.c.;e. Deja Gola (1.922) a gă·srit' 

in .muHe phw-te inferiowre -cari seamănă .cu hematina şi {lari la· 
reducţiune dau pirrrol de~dva.(.i. Fischer, Hilger şi Fischer ş1 

Fink au găsH spectrul hemoglol:mic, da.t de un conp ·ce er.a co.n­
(inu(.i în le\"Uri ei consta•tă una·i departe că .în afarră de Kopro­
porfi·r.unra şi •porfi:rina Ju;i Kfrmmer (a hema.tin fără fe.r ), care­
se găseşte în levud, ·~r~ebue să fie prezent un co-mplex de fer. 
Keili•n a numi-t a.ces·t •complex de fer cytohrom. An.son ·şi ~I.irsky 

au -a:răta:t :că g<rupul prosteti'C tClin .cytochro-m este .identic cu he­
matina fer complex. Sehumrm .co.n.<~tată ·că cytochr-omul poa.te 
functiona ca purlă:to:r de oxigen, dă spectrul miohama,tinei, dă 
fer şi -r~~rol rlra desfacere. Deci peroxid-a.l'ia cytoch:rormul hemo­
globina SUinrt rarna.loage nu 'llU'J11'a-i prin .continutul de fer, _ care· 
proba.bil este Jluma.i un ajutMor, ci prin complexul pirolic, care · 
este toklea:unra preze'l1:t •şi varia•t TeSIPeetiv cletel'mÎ'na•t in .puterea 
-a{·ţ,iunii peroxidazice. 

Iden:tifi•Cia,rera ferme.n!.ilOJ' cu c.a.ta,Hza,to.rii anorg~a.nici până 

acuma e .n:u:ma·i lri·poteti.c. Cercetări.le în a.ceas·ba ·pri:dntă :Ru fost· 
începute ele .Berzelius şi ·În ultimu-l :Hmp s'a ocU!pa:t de .această: 
ehestilllne G. Brecl.ig. Bertr.amd .aduce puterea o-xida:tivă a fermen­
tu lui, :c.a.re nu e dis-trus prin căJ.durl'ă în legil:Uură :cu ma:ngan.ul în 
prezentă de a-lcarli s.au săruri aioalino~t.eroşi a acil'jilor organici· 
slabi şi :coloida:li. Du1)ă Wat~bu-rg "fermentul .respit"c'l!to.r" e"te­
. .;;uma -a.cţiru·nilor cat•al+tice a complexului {le fer, eaTe este pre­
zent i.n celulă. I•n ,;;;e;nsUJl şcoalei lrui · Willstăbter ferul aa- juca 
un a-lt rol, ar fi :î.ntroclucerea oxigenului într'o combin.a~ie ])Broxi­
_dică eare, după cer.cetăt~i,le lui Ma-nchot, e.ste verosimil. Re:t·c- · 

· tiunea peroxidazi:că a •Coonbina.tiuniJor de fe:r nu sun-t .Teactiuni­
tipice de peroxidază. MICI:ncho-t -şi Wilhelm\S au arăta·t că acti­
wwea pero-x.iduhri qll'În să!l·uri de fier nu este o act.iune •ra-ta- . 
liti.eă, propriu zisă e&te o reaetiune prirn Î'11clurere. (Oxigenul nu· 



-·este da;t Î'll tot-alita-te ma·i departe ele către eombin.a.tiunea de 

fier, rămâne lega·t şi de f.ie:r). 

Kinetica. 

In Ii!te.ra·lură găsim câtent luorări rela.Liv la kinetiea peroxi­
. dazelor şi multă vreme •lucrm:ea lui Abel a fost &i.ngwra. P ri.mele 
cercetări •nu au fost 1prea sistemaHce pentrucă î:nt·reaga 'chestiune 
a fel'llllentilor illU .prea era pm; la pun-ct, insă prin cercet.ări.le 

· şcoalei Iui Will&tătLer şi lucrăHe lui Ucko şi Bansi, 'chestiunea 
kineticei -perox<id&zice, în rarpor·t cu cunoştinţele wctuaJe <h<;urpra. 
fermentilor, au fos-t 1)'llSe la punct. In urlllla. ~cesto1· 'cereetă.ri 
.dela :inceput .putem să spm1em că în ceea•ce priveşte ~inetica 
peroxidazelor .posedăm două •notiuni ·imTporlic'llnte: 

1.) Fermentii fii.nd electrDliti amfoter~i cu s.truotură co,loi­
. dalii de moleculă m~ure încli111ă spre formall:e de \"<'l:lente la tera le, 
formarea. de va•lente 'Jalera.Ie - după \V•iUsUi.Uer - ·lebue pu.să 
în legMm·ă cu subst.ra tul fermQn.ţi·lor. 

~.) Fenomenele de absorbtiu.ne joaJCă un rol enorm ÎUl ki.ne­
. ti că şi ele au aceeaşi ·in~po·r-Lan tă- în urma lucrărilor 1-wi Michae­
lis ·şi Rona - ca şi aunHa·tea cl1imică şi depind ode încărcarea 

· electrică a fermen.tului .iş a subst.rartului. Astfel fe1~men•Lnl a:r 
· ~dso11bi Ja suprafa1a sa micelică subsLra.bul (foo,ome.n ·ohimic) 
şi pe urmă prin grupul activ a:r actiDna asupra substra-tului'. 

In ceeace priveşte cercetarrea enzi:melor, a Yem de a face cu 
-sis{eme ma.m·o- şi mâcro-heterogene. Soluţii opbic vide ele fer­
meTh~i nu se cruwsc cu toată siguralllta. Enzimele a'par(.in Ia. 

·clasa coloizilor hic1rofi'H ,~i această proprieta,te este da,tori·t in 
mare parte subsLantelOl' însoWoare. DonsHcl:lea mare, viscoz-i­
ta.tea ma.rre, presiunea osmoLică, <Hfuziunea, dia:Hz.a mi:că. Mi­

-celiile sunt complexe aa1alo·age ·cu ·Complexele cr,istaloide şi t.i·nd 
·s-pre combi·natiUJni adsorbtiYe. 1lioehai:H-is ş.j Rona au studia·!. nmll 
ad.sorbNunea şi deosebes-c; 

1.) tA.dso;rbt.iu.ne echimlentă, câ.nd :ca.tionii şi anionii unei 
sări vor fi atdsorbi•te i·n mod ega:l. 

2.) Aclso,rbţiUUle hidroli·tică, ·Când catio.nul va f.i a.clsorbit -şi 
· anionul va fi pus in liberta·fe sau .îmers. 

3.) Adsorbţ.iune de schimb, când •Cationul va . .fi numai 
:adsorbit, ando.nul î·nsă nu rămâne liber, ci va fi legat de 1m 



caHon oore în schimbul unui ion ad·sorbH trece în so1utle (nu­
mai la săruri inso}ubilo). 

4.) Adso'l'bţiune de încă'l·.care. ·Se bazează ·pe ·puterea de ad­
.-;orbt.iune d,ifer.Hă a an.iO'lmlui şi a ca'Lionuhri, contre.r adsorbviei. 
de equi,·a·lentă, duce Ja o schimbare de -î.ncă:rcare electr·i'că. Ace~ar 

~;ta a-dsorbţiwne e.<;te anaJog; cu un fenomen \le afi!nitaJte ·chimică 
şi toate substantele {;all·i vor fi ad,<;orba,te de k!ao1i•n, -trebu-ie să 
iie baze cele adsorb~te rde to.nerde, v-or fi ooi2li. 

E-ste n~tburai deci ca. o canb1tla·te determinată de a.dsor:bent. 
~ă a.dsoarbe o oa:n:Lita-te a11mmilă de ferment şi ac~a,.,.t:a depin\le de: 

·1.) mporh11ri de ·canti•l<'1 te absolntă; 
2.) :a.ci eLita te; 
3.) .ele subs-ta.n·(ele ·î1nrsoţi towre (reu cât fermentul este mai 

]JUr cu ahH va fi ma1i hine ad:so.rbit). 
Influenta ·sub.s.tantelor însoţitoare est'€ d•ator.it următoarelor · 

moth·e : 
1.) enzima e.s·le leg-a,tă de astfel de substanţe, cari prin în- . 

L'ărcarea ,[o.r electr<ică sau prin distri-buhrea lor la adsorbens .. 
mi~şorează adsorhtiunea . 

.2.) Datorit asociat.iei enzimelo.r cu ISubsba.nte :însoţitoare •. 
Yor fi ·mai ·8:dso-rhahile, a-ceştia iiac ·legătura dintre ·ferment -şi 

~.ubs-tra t, se .numes-c :co,a·dsm·ba,le. 
3.) Pot a,cţi-oma in ,~IL<:;a fel ·încât ele voa.· fi lua•t-e de radsorbt!nş. 

:,.i fcrmentul '~a fi ad.sorbit mai ·putin. 
Evolutia este e'libera.rea Jie .. r:mentului di-n adsorbat şi a.ceasta 

cere timp şi dep·inde de -temperatură pe câ,nd adsorbţ,ia se fal(!e.. , 
repede. '.Se <eu:nosc enzim adsmfua,te unde -a.ICt.iYila too este r:e 
deplin suprima,tă- in altele-de ex. kaolin adsmba't de lhm.ză pan- . 
nea-~i,că e numa.i ju.i.nă~a-te .din a<Cti,,itate, î:nsă pDi-n elii~ie re­
gă,<;im to·a:lă pu-terea ehzinlla,tkă. 

Heactiunea enzrma,ti:că deci m fi in •prti-mu.l rând o reactiune... . 
do absorb(.i'Uille înt,re ferment şi .subsh'a.t -oa:re cons-tă: 

1.) în le~are.a subst-r~c'l-lului •de en71irrnă; 

2.) desf·a~eerea producte'1or de ,a,cthw.e dela su·prafaţa erizimei 
şi ferm:a:i.1-lul mealtera.t ga.ta 'Pentt'u o nouă .re.alc(,iune. 

Intre a·ceste două acţiuni adsorbbive Ya decUJrge actiunea 
enzimatieă pi·op·r.iu zisă pa·iln ,a.cti·u<ilea ionil'or acbh·i. 

I. :13. C. ir.a.igam (i928) clasi·fică enzimrele î·n acord -cu de-­
terih-ina.rea vâ.lo;i'ii ele constoahtei -de ·d·i.soci-a,tiume a complexuh.1i: 

enzim stib&LI'at : 
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) f .. , l sl"J)a~ nnzl'rne b~dr-O'liobice, ISUDSlrnl c.ri&taloicl; a. cu a Hl·I· w e · '" < , "' 

b) cu a.finik'lte mi,jlooie, enZJirme h1droliti,oo, su:bsLra.t coHdaL 
c) cu afitnH:a,te imaJ.tă, enzime ox.idoreducăto~ure. 
:Cu toa,tă aili:rl!H'n'tea 1na1tă .a peroxidazelo·r ·Comsta.lăm dife-

rente în ce priveşte :afinHa:tea enz,imei fJa.(.ă de difer.H~le osub­
.stra:te de fenoli. Aceasta al!' fi :în 'legătu.ră ·cu oxi·dahiliLa.tea d-i­
ferită ,a. substr,~d:u-lui cu dife:rHă stare de aotivit:a.te a substra·lului 

<Hlică du1pă ~ta:re-.:'1. elecLroni.că. 
_ Combitllaţiunile şi desf.acerile complexului anZJian substrat va 

_clepirnde deop:a.l\t.e de cOOllcen-tratia subsLI"a,luJoui de aHă •pa'l'le ·de 
schimbare.a. g.radu•luiÎ de cJ.iLS·perzitate 1(1, sistemului ba•ter-ogen. S' n. 
dl'lermi·nat -că :aTe:rn un maxim de .c on:cenlr'<1:ţ.iune de substrat şi 

. efi. produsul de ·reactiu-ne este propol·t.iona.J .cu 'caUllita lea de strb­

st:·a:t, -precum ~i a•a,po:r.tul d·int.re enZJima li1leră şi combina-tă dP­
pinde tot .de coneenll'l:'lţiunea .. -substra.tului. Cu canti•tăţi mici dl~ 

E'a;haroză avem [Sacharoză] · [Sacharază] = Ks Deci raportul 
Sacharaza- Sacharoză · 

· .~a,clmrază şi sadma:oză nu depinde de CO'llCellltra.ţiune, ci -ele 
Yi teza. hid:r.olizei ca a t.a1·e valoarea Ks •reciproc mă.l'>oară afini­
t'a tea enz.Lmei ,J; substra. t. Exactilud·inea legii ma-sselor in sfera 

-substant.elor coloid-ale e -cam îndrăZ:llea.ţă, i'n-să ·putem să spu­
JJem că, acţiunea grupului cau:acteristi.c de moleculă f-erment în 
muHe caZJuri e pur eb:imică ,,.i ca atare domina·lă de legea masse­
lor, •ia!l.· sfera de acţiu.ne a -purtătorHor rămâne ,~tiută. Curba de 
eţ.ctivi,ba•te se deosebeşte însă de curba disocÎI<t•tlle, .pentrucă în 

--araTă de desfacerea. complexului enoirrn subsbr1c1Jl acceleraţia to­
ta-lă a re-acţiunii '"a fi linfluell\<lil ·de d!Jtre rea;cj.i'lllllile <:a·l'i •ia u 

_pa.r.te. Factor:ii deteJ.·m'inan1i a curbei (l:e activi-ta.te (ps) l)Ot fi 
în ,Jegăt,u:ră cu conwn.tra~ia prea IDwre a subs-trwtului pr,in .oare 
»e p:roduce 'llill deramj secunclm·, prLn schianl:>a·rea ,propr.i:etăt:j,lor 
:J:1ecliului şi din care ce'l mai impor.bant este conce:n-Lraj.ia ionilor 
·de hidrogen. 

P11··ima dată Sorensen a studiat influenţa. con.cenh'<1:(.iunii 
ioniloJ.' de hid!rogelll in aotivH:a·tea ·pepsinei. Mult ·Linnp se credea 
d'i. ·per.ox·id:aro este un complex de ma;i mulţi :&mmenţi, oda·torit 
faptului ·că perox·idaz~le ·aveau u.n P·h optimum diferit -d'llpă 
a.cceplori. Ph-ul î-nsă nu este o vroprieba;te a fermentulu:i, ci 

·depinde de ,.,ubstra't şi de ll'eac(;iunea -e.nzima·bkă. Deci nu putem 
:\•orbi <de un Ph optim .sau Ps cll!rbă de acti,•i·ta;te in ,')Bnsul a 
unei pr.opr.ielăti a enzimei, oi de un Ph şi Ps· o:ptim a unei 
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-cenzi:me ÎIIl a•v1-iunea &'L -asu•pra unui subsLrat •anumit. Şi Nortrop 
...a. ară!ta•t 'Că Ph curba depinde de disociaţia substratului. Con­
.,e,:m:tratia ion:i!or de IHd·rogoo la peroxidază va ti determina.t nu 
' .num~vi d:e COJlcenlraţia substralu.lui, ci şi de cOJlcenLraţia •peroxi­
. .(lu.}wi •5L .5tim că enz,Lma este mul.t mali sensibHă la concentra­
-tiile de rperoxid ca cea de subs-tr~c'l>t. Schimbările gradU'lui de 
,,dispe.rsi·ba.t€ •i:a:răşi ·vor a vea irnHuenţă a:supra aobivităţii fiind d:~ t 

nrutu11<1. .coloichtlă a fermen·t~i,JoJ· ori starea de d.ispersiune se ·Schim­
bă atât pr.i.n şederea -'SICI•U scuturarea solutiei de enzimă, cât şi 
prin concentrati·a substratului şi a noilor ·produşi de oxidaTe. 

··0:\:igenul s'ar Iega ode pe-rox•id.ază sub două forme una activă .. 
. ;a.J ba Î[Jl'aClQ Vă. 

1.) HO. OH; 2.) H,O . O. 

Sohema -complectă cu acceplor de pirogalol : 

:.Peroxidazrt adsorbită la 
iJUrpurogallină 

Dar0 de 11r~ ·Pcoduct 

+---·1 1-I,02 

activ 

+- Peroxidază --
liberă 

+---IH O d 1 2 2 
e 1 p d . . 

substrat 1-+ ro uct macttv 

Această descompun•ere, în se-nsul •lui Wi1JsUi,He:r, 'Într' un 
.produot ina.ctiv şi a:J.tul activ, a.r interesa 'OX~genul ca o .1~idicare 

..-dublă de potent.ial cle 1a.1ot;iv.a:re. Prima. activro·e de oxigen ar 
fi făcut de oxidaze, :probabil sistemul de :f.iier a lui Warbu rg ; 
.activarea care •consistă în desechilibrc'lJrea electron.ilor din orbita 
;lo1· norm.aJă, a doua •de •perox-ida,ze .sau sistemul coloramt din 
sâ.nge e-tc. 

P.erox4dul care este llrezent .pe lâlngă perox•idază (în sen­
. .sul lui Bach oxigenaza în sensul wa;rhurgi·an fier), a11·e ·inf·luentă 

asupl"<'l. .puterei de cr:ea•ct.iume ,5i schimbare.:1. mică de concentra­
tiune de pe.rox·id i.n.trelminţ.ează rea>c~iunoo.. Cauza nu se şt.ie , 

da:r •a.ceastă 'sensiljj'litaite e-ste mai a·ccsntua.tă fu.·tă de hemo­
.globină (ooncentraţia optimă eete de 30 milig.rame de peroxid 
la· 2 }itri mediu). \CoiDJcentratiurnea substl"<'lluluâ. de 5 gr. la 

:2 Jri:t~r~. 
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Bach studi:.ind Lirozinaza, observă că iuteala de reacţiune-­
este proporOonală cu .cancenlr'ICl~iunea fermentului şi invers pro-­
porţ.ional cu oant:itatea de subslra·t. Euler .cu Bohr observă că 
produ-sul reac~iu:nH este ,proporj.ional cu rădăcina pătrată a can­
t-ităţii de ferment. După Willstiitter produsul react·iunii este pro­
por.tâona·l ·cu conc&n<lraţia de ferment. Deci reese din a.ceste con­
statăl'i .că .produsu·l re-a,cti·unii eset pr·oporti·on-al nu cu ca.nt:itatea 

de fenncnt, ci cu cm1centraţit1J1ea. 

k = c.K 

k = vrod·us·ul de reactiume, c = f·a:ctor proportional, K = conc .. 
de femnent, m · co•nsta.ntă cara:eteristică pentru u-n ferment, în 
a.eest caz m = 1, deci 

k = c. K. 

Această fol'llltllă •Corespu:nde cu pirogalol şi la metoda c:u ga.iacDl 
între 1 <K>4. U\J:ărirea •Dan:htălţii de &ubştra-t a.re {'><1. urma•re o mă­
rire a ca•ntiltătii produsului, însă numai pâmă 1la o l~mi1tă. J\ceaiSta 
e.~te Î!Il legătură cu rolul subslr1atului şi a produşilor de oxidalfe a­
:mp:ra Ph-lui. După Wohrtropcttr.ba Ph-luicorespundeeu •curba de'· 
disociatiune .a suhsLI"<'l.•t-ului, deoi Ph-ulmu este o proprieta·le a fer­
mentu.lui, ci de,pi11<le de react.iuuea enzimatkă. Astfel Ph optim 
pentru pirogalol este 7 Kresol 3-3,5 -ele. (Legea ma-sselor despre· 
eaTe am VOrbit Î'llCă llU este da.rifi.ea.t ~i ·ail11 a:mi.ntj.ţ ·Î'll Ce fel 
aplcica;rea legii masselo.r m· fi ·po.sihjl). 

Am ajliii<> .Ia cGncluziune-a că prod'llctul ele oxida·ti:une for- ­
in>at :în fiecare timp e8te propor.ţional cu concentra.(iunea de fer­
ment, fă;ră ca h1 regulă C<lJltitatea ·produsului in nnita.te de timp· 

să fie a:e€1aş. In primele 10-15' putem pr~r,i ca consta.ntă can­
tit·a·tea de enzi!lnă. Di11 ceJ-eetă.ri]e lui Ba.nsi, Ucko reese că rea.c"' 
ti·une::t în primele 10' decurge li·nea·r, deoi ,produsul în acest caz. 
este direct proporţionail cu timpul 

----
p=k.t (k=C!Jnsl) 1 .' . .. ·. , . . . . 11). 

1) Dacrt diferenţiem aceastrt ecva(.ie ·după timp avem 

~1 =le . . - .. 
dl . . . • . . ' . . . . . . 2. 

beci viteia reactiunii . ~:> este as trei o cohstanUl (Curbele pro­
.. ~ ·. 

i : 
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Deci reese (vezi 6) că ·rii.llăcinn putmtă a cantităţii ele produs de oxi­
dftre este dre]Jt p-roporţional cu accelerafia reactiunii (legea lui 
Schutz). UH.ima eoug_,ţiune (6) contine .două constante : a, k. Fac:to­
rul-a a-t'lc'l·tă ·că la schjmbarea oa.utitlliţii de enzimă şi ·a substratului 
(î-n anumi·te Iim~ te) vari~area ·ca.nti.tăţii de H202 pentru un anumit 
prepa.ra.L este const.an-tă. Aces-t factor va fi influentat .prin Ph 
şi schimbarea condiţiunilo:r de •temperatură; creşte oo ddic~rea. 
temperaturei şi a concentraţiei ·i·orulor de Hi-dron (la un Ph mai 
acicl con..sk'l•nk'L va fi mai mare ca 2). Cflnd avem concentraţ.ii 

mici de H202 00-20 mgr. H2·o. 0,5 g.r.' substrat Ioa 1.1:00 ce. de 
apă), factorul a rămâne constan.tă. Dacă creşte cantitatea de 
H20z asupra unei limi,te, atunci unghiul de odepăortare va fi mai 
mic. Dec.i .prin .concentratia puternică de H.O. obţinem o puter­
nică i1nhi·bare a reacj.iunii (a de obicei e 1, 7-1, 2). Factorul k 
a produsulu-i de oxida;re es·te propor.ţional cu :C<'l:ntitatea de fer-

duetului ele oxidare sunt parabolice .]a met. cu gaia-col). Forma para­
llol·ki\ a curbclor oblinut..e cu diferite cantiti'i(.i ele substrat trebuie să. 

fie in legă turi\ cu o functiune exponentioală, deci 

1 . 
lg . p=-log .:t+ log .- k . 

a 
. 3. 

1-a = tangenta unghiului ·înclinat, log. k = cantităţile de pe ordi­
nată, astfel 

1 
r=k.t­

a 

k ~a produs peontru timp e egal cu 1 
<.lupă timp diferenţiat 

dj) k" 
P•-. a ~au Tt=a · "' 

clp k" 1 
dl=n. r'-". 

o 4. 

i 

5. 

• o ·6. 



~ue1~t .şi s~ schimbă -cu v·aoria~ia oa•ntităţii de H20~ '~i de substrat, 
A V l 0 1) $e m~·eş-te pa.n~ a un max•JJ[ll•Um . • V 

AThenius :a da.rifica-t regula lui Schutze m felu-l ca accele-
raţia reacţiuni·i nu. depinde nUilllai de ,~,ntitatea .molecul~lor de 
~ubshra.t tne ·oxidate, ci ·în a•cela.ş timp este p.roporţi:onad ·Şi •cu ·can­
tita.tea. de pr~dus oxidaL 1\rhenius a gă.sH a.cceleraţia ·de sa:po­
nifiO<:He a esterului a.cetic în exces prin mioi :cantităţi de NI-Ia 
ecua1ia: 

dp = k. A-p 
dt ' p· 

Ace<l.stă a.c:.t.hme se deosebeşte ·de reacţiu.nile monomoleoulare nu­
mai '}Jr:i:n' 'llum~torul ·P este idenbi.că cu 

dp k2 1 
dt=2·p 

legea lui Schutze, după diferentierea de ·timp. Deci ·regula lui 
.Schutze _se -poate defini mai bine că inhibm·ea rapidităţii reac-
1iunioi ese proporţional ou cantita•tea produ-su-lui de oxidCIJre. De­
curgerea reacti'llni.i •perox~dazice este caraiCledmt prm aceea •că 
in.hihaJrea Teacţiun·ii în acelaş soos este proportional cu Oc'lnti­
ta·t6?- prod'Uctului nefo:rma•ţ. Dacă a = l 

dp =k . _!_=k 
dt p 

.Aceasta. •este i·dentică cu ecua.ţia funcţiu·nii ,liLnea.re :dintre timp şi 
]Jrodu&ul de rea.cţiune 

dp = k 
dt 

Dacă a = 2 avem cazul regulei .Jui .Schutze :la can·e inhibarea 
poa:te fi in m.Port cu '() reacţiun~ monomolecula:ră. . -· 

1 
Dacă a = 1- 2 cele mai fr~ente cazwr::i, atunci exponentul 

--a- a ecuatiei ca.re exprirrnă raportUl între tirmp .şi ·pTodusw~ de 

1) Legea lui Schilt~ P=·k Y~ dupli.' t diferenţiat dp = ~ . __!_ 
dt 2 Yt 

însA Vt ~ ~ ~~ = ~ • ; · C~nd a .~~·te egal cu 2, 'atunci av'em ca şi Ia 6. 
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re<uctiune va fi ca şi exponentul .la isoterma de ad:;orbţiune a -lui 
}'reud. 

Deoseb1rea od~:ntre -reaeţiu•nile enzima,tice şl l(';a;l:aLHice zace în 
următoarele ;puncte : · 

1.) La acti-vitatea enzima.tică tot oxigenul dLsponsibil va fi 
tra.nspus asupra sub&tra:Lulu-i pe câ:nd ,la acţiunile ca.talitice de 
ex. a combi:na-tiuruilor de fer, o .pa .. Tte di:n <>xigen Ya fi numai 
.tra:nspus asupra suh.-;ra.tului şi o :pa.T.te va fi .reNnut de combi­
na t.ie însuşi. 

2.) f..a a~ctiunea ~nzima•tică Ph o'pthnuan ·nunctul isoelectr.ic 
.activita•te optimă se .coi:nc1d pe câ:nd la oxi·hemoglobină de ex. la 
punctul isoeleotr:ic a substantei ooJorate, Ph 6,8 •numa.i 50 % d.in 
puterea maximală a substanţei este prezent. · '. 

Wi.llslătter ş;i Pollinger constată eă oa:ntita•tea ·Şi -product de 
re-acti·ww est·e proportional cu .calllti·talea de hemoglobină şi curba 
ele aotivi•ta·te esle a'nalog cu ·ourba isote:runei de a.dBorbţ'iu·ne, cum 
se obserră în a:cţunea enzimei când a = 1,2-1,7. Ka.tahl.za hemo­
_globi-nei se ·pare jndependent de ·tensiwnea. superfida:lă şi ceeaee 
.este f{)a.rle h1t-eresa.nt, după Lilpscj1ietz cu m&t~oa,'de ' ·bidtroxHa.i'· 

mină că formarea de NHa este i;ndependent oda.că avem {) soluţie 
de oxihe.moglobină 10-40-100 la. s-ută. 

Kuhn şi 'B:r~c:'llun in cer.cetările asupr.a activi<tăţ~i 02Hb şi 

·co2Hb cu a'cestor KJ a.jnng la concluzii :conrf.r.a:re -cu· Lipgchitz, 
anume estB J.H'oporţiona1'ita.te între ca.nti.tatea de hemoglobină şi 

produsnl dB ox•ida.re, ccmc. ele veroxi.d este -cleterrnin-ant î:n acţiu­
nea peroxi-cl•azi,că a hemoglobi,nei, î-nsă .concluziounea cmioasă, la 
.Ca.re aj·ung ruceşti oa'ULm·i, este 'că a.ctivJ.tatea ar fi j.ndepen.cleJi.tă de 
..conce:nh-atia subslr"<'l,tului ceeace la en21imă e.Ste -chia.r contr·aruL 
To·t după aeeşti au•tor .act.hm-ea •C02Hb iim a.r fi diferj.tă ·de a 

·O"Hbinei şj a1mme că în GOohlJi:nă s'.ar fa,ce un loc -pentru H~O, 

r·rin. d.are la o pa.rte a C02-Iui. Toate aees-te concluziruni sunt a 
:;o Tevedea tpenlrucă du·pă ·loa·te presupunerile :nu este mare dife­
renţă . in activtatea. <mzi:mei şi .'a ·hemoglohinei, ddferenta es-te· nu­
mai can·ti:ta-bivă. Este ,~tiu ·! -dela .Bohr că în s'ânge a.,·em de tl ·face 
cu ma.i. un:ulte hemoglobine, a, {3 şi · y, ca-ri m Jii caracterimte prin 
di-fer-iotă ac1sorhtium·e -clife.ri.t convi:n'llt de fer Şi diferită -pute~e de 
absorbtie ' fată de ox-igen: Du:pă 'Kiister în sânge două feluri de 
hemoglobină: Aa şi: Bb ~ ·car.i' s'a11· -deosebi •prin a-ceea că· grupul 
carhQx-il în Aa· es-te.·· lega-t pu:ternic; i·a:r în Bb e -l_ega·t mai ..sia h; 
-d'a,că ·.aceasta . este · adedlira'•t, · a!tunci putem explica :obsenatia·' lui 
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Kuhn că C0
2
Hb a.re aceeaşi a'ctiune l)eroxid·azicăea şi O~Hb, CO:~: 

din forma Bb este sla b ·.legat şi de fa:P't prin indepă.rta.rea u-şoară.. 
:-;e face •loc 02-dui. Se şt.ie ma:i depa:rte că înt.re Hbina '1J.dultului 
şi a copilului este o diferenţă ca.re constă în aceea că Hbina.. 
copilului este mai re zis tentă fată Na.OH .ca cea a adul'tulu-i, -acea.­
st:a da.torit fa·pLului d în ..sânge1e copilului am aYea două Hbini:. 
una mai ·reziste.n.tă şi aHa mai -puţ;illl ·rezistentă, la adult forma. 
rezislentă ar lLl)si, actilllnea ·peroxidazică a sângelui capi'lului faţă. 
de acea ta -a·dultului ar fi iuteresan·t de stud-iwt. 

tAm expus diferi-tele procese e111zimative şi oo.tiliti.ce, in cruri 
am •Consta.trut că ·torute reacţ~UJ);ile se pot rea"duce Ja -acţi.u·nea. ioni­
lor, accele.Nl:t.ia Jwctiwni:i. es1e p·ropo,rtion-al oo concenbra tia. 
unei anlllmi·te cantităţi de ioni. Forma în care enzime1e octi-onează.. 
- -d-upă :1\'1-ichaeli..s - va fi det.emune.t pri•n ooncentra.ţia ionilor· 
de hidrogen deOJ}arte la pun-ctul isoelectric de aHă pa.rte la actiu-· 
nea optică. 

Importanţa determinaţiunii activităţii; 
peroxidozice. 

In cer'cetaTea fermenf.illor unui mgan avem de a fa~e Cl.L 

două feluri de emzi.me: 
a) enzimele ca•ri acti·o.nează asu1)ra me-ta-bolismului orga-

uismului şi mri se găsesc în ·toa'te org.anele~ . 
b) enzimele cari sunt .qpecifice ţesutului . 
.Sângele :nu contine fermenţi specifici, el con.ti.ne fermenţii. 

ca.ri obvin acciden:trul i'll curentul sanghi111, !iar ,prezenta de ox-idaze­
nu este o parli-culari.tate a sângelui, ca fi~nd u111. ca•racler al o-ri­
cărui tesut. 

. Inc~nte.9l:ahH că eleme.Illtele albe oonţi:n pro-teoză lipază •pe­
rox;~daza etc. aceasta este în legătură cu originea lm·. Imvărti 1·ea. 
enzm1elor intre ser şi corpusculi e foarte ·v-a•ri:a.tică, cele mai 
1~ulte sun·~ lega·te de elernen·te albe şi celu1e -organice. H emoglo­
bi~ lega.ta .d~ el:men:tele roşii a.re fUincţi.unea peroxoidazică cea 
mat ·boga:tă dm sam,ge, funcţiune ]eo~ată de m-.J~b l' l r 
1 

. . . . · ." · ~::«> o 1smu genel'a ,. 
,11ll.f~- c~n.ţione ,puţine enzime. In liohidul cefalo-oochidian fer­
menţn hp.sesc compleot şi da:că se găsesc sumt în legăură c:u ele­
I~entele fJgura.te şi Marfa•n aiJl;icâ:nd technica lui Bo-urquelot· 
(pentr-u -peroxidaze) demon:; trează indi-rect prezenta ·polinudea-
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:relor. ln f.i.cat muşrhi l~1ple se găseşte <ai<IIaza .$i oxidaze. In 
,piele să găseşte oxidaz.a ca:re ac~ionează numai ~l.'>lll!H-a d;ifenoli­
lor (a.dTenali~l). Tumoeile malano~arcomatoase contirn oxi.daze în 
l'<lport .cu forma.rea de pigment. După Zla'l<l:rmv (HJ30) mărirea 
zi·ncului este o a~păra.re a O:l'g•anismului contra. chimh<>mului anor­
mal ~~i exalla·t a :celulei eam·eroase şi cnnstă: 

1.) modific-ă influenţa. exaltată a enzimei proteoli:tice; 

:2.) se opune J.a cat.alază; 

3.) stimulează a~ctiunea măr.ită a peroxi.dazelo.r; 

t~.) se opune la mărirea actidtăţi·i coloidale .a tesutului can­
ttet·os inlinerit După And·riew.itscb sărurile ode zinc ~:nfluentează 
foarte mult perox·idoazele, •la fel ma·nga;nesul după Delbet. Cer­
.cetarea ferment,ilor în mod ~10rma'l sau ·patologic a.c:;upra o.rga­
~1ismului huma~ este în cuTs ·de 1Ul mare ·număr de autori. Sco­
pul determinănii valoare.i •peroxidazice a sângelui - •peniru care 
am pus la pull1ot metoda cu g.a~acol :____ este .de a urmării :sâ.n­
gele î·n sk'lll'e norma1ă sa.u pa-tologică, du1Jă valoaTea lui fwlc­
tio·nală şi nu d'U}Jă indcat.iunii morfologice s.au chimice ca-Thti:t:a­
.tive, :ca.ri nu &unt suficienie. Sâmgele ·poate !Pfezenta cara.ctere 

anorfologice normale !Şi poate fi vioiu<a~t Î'll funcţiunea sa O<ne 
nu este totdeaiU!lla Î'll legătură camti•ta.U.vă .cu elementele chimice 
.cari se gă;sesc în mod normaL De ex. un sâ·nge anemiÎc di·n 
pw1ct de veclr~re nwrfologic poa,te fi 'llOr:mal.sau puţin a.•J:tera•t pe când 
mate:ria •colora~l·lă poate să fie ma.i putină, după v"llm cu ma'l€•ria 
colorantă. 'Î'll ca.ntit'ate corespunză~oaTe norunalu1ui .poate avea{) 
a;ct.iune peroXlid.azică mari slăbită de ex. prin măr.iTea puterei 
.cak'lllazke. Deci n-ici mî aJCeste noriw1i nu vom putea an~.a no.ţiuni 

importa.nle 'll'umai din deterlm-ima1·e unei a.cţiuni, oi ·du-pă Vlc'l.loarea 
ŞI rapor·lul diferitelor putinţe de rea:etiu:ne enzima:lică, vom putea 
să sl:a~)ilim un tablou f•idel asupTa a.clevă.ratei a:CLivitătii a elemen­
telo·r sângelui_. 

Lucrarea l'le va închei•a ou pal'lea ex'Pel·im~mta'lă asupra de­
terminării valoarei peroxidazice ·a sângelui cu a.ccepto·r de ~aia­
.col Uifmând să l}U'll l.a pu~ct afa·ră de aoeasţă ~el.oclă. aHa con­
ve~w!l:..:lă pentru .. urrnă~·Lrea .r.czu'}.k'l.·lelor ;Şi ·oompara.rea lor, iar 
lie .11rmă.a studia f.ermt-nt.ul ca.re este în legă_t.u.ră •tot cu substanta 
~O!L'-riltă .sa:n).{l).ină, : acliră p;uterea ~~Lalizică din .·a ?ii~or rapot·t 
·;!red că voi putea ay~a. un i·ndi-cip fn·!J-~t.im;ml ~SUJ?~a ~aterU co-
lora,n1e a .sâ.I~~~]uj, . . _ . • .. 



Partea experimentală. 

Pentru ~copul ce l-am propus, determi.narea v·aloarei perox.i­
dazke. mă .'enesc de metoda -cu acceptor de ga•iacol, care pre­
zintă din ma~ multe puncte de Yedere avant:agii a,'mpra celo•rlalt.~ 
metode. 

DeterminarBa cu ·pirago.Jul ?JU se poate face precis, numa.i 
gra·Yimei·rî-c ceeace este ·~ificil •prin .tim·pu•l cal].'e se consumă la 
dete11111 ina.re. 

Pirogalolul se •ox;idează lesne la aer i,n produşi cari se asea­
mănă cu "}JUI~puroga1ina. Colorime~ri.c metoda cu pir.a.golul este 
nesigu.ră d•in cauza eYapo·rării .so1ut.iei de •l)Urpur-ogalină în eter. 

Acceptorul krezol dă un amestec m.riabil de proc1uşi de oxi­
da-re cari iiJlcurcă oolorimetrarea. :Met.oda cu &eceptor de verde 
de m.aJ.achit este .inconvenien:tă cu .ca.ntiti},ţile mici de •sânge cu 
caro ,J,ueră!ln oxidâ.ndu-se •CU greu, obţinem o nu•anţă .prea ;,;labă 

pen l:ru com}Ja'lia:re. 

Metoda ou gaia.col în delermi~narea wl.!oarei peroxidaz.ce 
mi-a da:t rezulta·te foar,te com·enabile compa.Jrâ.nd gai•ftcolul oxi­
da.t ( lelra ga.i:acol) cu testul pre<I>a-I'a,t de Engelha•l'dot in propo L'­

tiJle m;mătoare: 
f-0 c. c. nitrat de cobalt 10%, 

1,2 c. c. bicroma;t de ·potasiu 5%. 
1n oazul câ'!ld ouloa,rea ob~i.u:ută nu e.ste analoagă cu cen a 

gaioacol,ului oxida·t adăugăm ·dia1 una sau cea!Jahă solutie până la. 
ohtjne:rea IMla logiei. 

P1·incipiul este bamt pe creare de curbe empirice corespu.n­
z~\.nd la JPI'odusele de oxidare a ca!Ilti-tăţilor va:riabile de ga.iacol.. 

Pentru ox·idarea ga.iaoo!.ului a·vem nevoe de un pre1}a:rat de 
!)eroxi<lază eaTe nu este nevoe să fie ·prea Im'l· ·Şi care se poate­
obt:illle •pri•n metoda lu·i Ba10h-Chod8Jt salU Stoeckli·n.. Această pe­
roxid·ază ·pregă-tită o ·î,ntrebu.im,ţăm în soluţie de ,apă nu preill 

ti!,Jua:tă. Peroxidul de Hidrogen se procură în concentt·atie de· 
0,5% , i~11' ga,iacolul in solut.ie de 1% 0 . 

I.n a-cela.~ timi> facem 3 diluti din soluţia de test Engel­
ba·r-dt: 

a) .1 : 10 == lP~<;I 2; 
h) 1 : f.· = fpA<;t. 1; 
<;) 1 :2,;) =lest'/~. 
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C.:a.re da.torită diferitelor iontensităţi de culoare, ne vor servi 
ia com1><1 ra·rea Dulorei obţinută :prin oxida['ea -de ga.iacol oare se 
potriveşte mai hine. 

· Luăm oa:ntităti de g.aiacol 0,1 mlgr.-3 mlgr. şi cari le yom 
complecta în fel'Ul următor: 

1. 0,1 r,, c. ·gJa;iacol 1%, 
0,4 •C. c. sol. de perox·idază, · 
0,1 c. c. H202 0,5%, 

29,4 c. c. a:pă bklisLilată. 

2. 0,15 c. c. ga.ia•col 1 %, 
0,4 c. c. pm;ox·idază, 
0,1 c. c. }L02, 

29,35 :c. c. a:pă J.JidislH.a•lă. 

etc ..... . 

., , 

... 'f 

.. , 

In •aces-te •praporţiuni VOdll fa.ce ·diluţii de jumătate in juma 
tate mlgr. de g1aiacol .ca întreaga cant.i:la·te ·de mediu să f.ie 30 c. c. 
(este foarte important ca .Erlenmayer-ile să fie spooi:al curăţite 
şi <J..in sticlă de Jerua, spă!>a.te cu a·pă hidisti.la·tă). Oxidwrea gaia­
calului se fa.ce .J.a -ternpera:bura .cansla!lltă de 25 g.rade şi culoa·rea 
obţinută cl•upă 10 m-inute, se compa•ră în colorimetrul Duhr-sq 
cu u.na -d~n·Lre soluti·i·le test •CU {_"aJ"e cu 'Care se poh'iYeste mai 
hine. Ou1orurea. ·obtinută clepinde de ca'll:ti'tatec:'l. -de gaiacol îJl'tre- · 
Jm-i:n~a·tă şi fata de •C'<l'l'e e în functirme linoo:ră; a că·rei fa·ctorr 
e ana•i mic ca 1. De ex. culoo·rea obţinută cu oan.tităţile de-la 
0,1-0,8 mlgr. gaiaco.l se vor pu·tea oompai'a cu testul 1 : 10, iar 
oam:tLtătile între 0,8 mlgr.-1,8 mlgr. la te-stul 1,5, în oriCB caz 
.<;e •prefm·ă .dioferenteie de înălţ.ime di,ntre test şi soluţ.iiile de a.na­
Jizat înrt·re 4 şi 10, de ex. OO!ntitatea ·de 0,8 mlgr. d€ :gariacol în 
·oazul când ptmerrn •testul J.a diviziunea 10 este 4, iaJr cu tesl'Ul 
1 : r5 es-te 8,4, a•Ceastra di~l mmă este ma-i uşor colo.rimetrabil. Colo­
rimetra-rea se face ma.i hine la lumina zilei (.nod atlbi), decât la 
cea electrică, şi este mai fină ·CU oglinda d-ecât cu sticla lăptoasă. 
Culoarea; obţinută oo can.tităţile mici de g.ada:col se intensifică ·cu 
mu•lt mai în-cet decâ·t -c.ant1tăţile mari de gaiacdl C.cantittătile mai 
mioi se ox.irdează mai Îlllcet), de ex.: Cu 0,1 mlgr. de gaiacol după 
5 ml.nu:te ob.ti.nem o culowre oatre nu es.te com·parahil ·cu testul 
1:10 .a·şe~J.t ·h ·divizhmea 10, după 10' soltuiria de analizat m fi ana­
log ~ia divi7..iunea It-O. La -fei cu :eeleialrte CatU·tităti, chia:r dacă oxi-
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dm·ea se face mai rapid, î·nsă {)Xidarea maximă nu se ajunge 
în medu decât după 10'. Da a:ta,re în loc de 5' ·precum şi ht 
sânge am fixa-t tim,pul de ·oxi-dare la 10 'lll·inute. După 30' î.n 
medi·u sol .de ~a.4a•col oxida-t trece într'o culoare Toşie!Jcă. 

InăHimile (le cu-lori ·obt.i-nute •CU lichidul ele an·aliza.t le vom 
inscrie pe o-rdi~1'wtă, ia:r canti-tă!He de ga.iacol pe abci~să ~aslf<:>L 
vom obţine o curbă ·parabohcă ea.re de.notă funct.!un·ca exlJOnen-
1ială a a·ctivilăţii ·perox·idazice. :Mai depll!I'te · ştim ·Că •produsul 
de oxida:re în H:mp relwt·iv scurt, în ·conce11Lra:ti:i mi.ci de fet·­
ment de substrat este proport.iolliâl cu coJl•centt·aţie de fet'ment 
ca. a ta,re ca·n ti-La lea ·de produs de oxidare i·n tr'tlll preparat \'.a fi 
cantita.tea .ca:re măsoa.ră cc.ncentra.f:ia ele fermeriL Ace-astă con-

. centratie va fi exprimat •prin "Gai·acol Z.a.hl" ~i diferitele lH'epa­
rate se vor asemăna între ele du-pă V<'lloa.:r~a- de ga.i,acol. 

t 

··, 
ti 
!-fi 
l-
I 

- L 

_,1_,.,.?...,;.'4_,_ .!5 Jti?.~r . ~~ 1?: -
...j__j_ w. .LI. _j_ .1. . l. 1 • 

Test 1 : 2,5 
Test fix la div. 10. 

. ;.. 

.. ~Li 
L U 

_BineîJI!eies că aceste curpe vor varia foa.rle mult cu pro­
porţta -~e c~mp~ş -di·n test, ca atare pentru dife.ri·lele proportii 
v~m _'a\·ea dtfente curbe. După a.ceste .curhe este foa.rte uşor a 
ex•pnma valoarea de g · 1 . < - maco a unul prepaa·at nu a.ve.m d ~ t ~ 
punem o ·parte el. . . . ~ eca sa 
-
1 

w m enzima de alll-ahzat la probă în condi,ţi'unile· 
( e su.s dupa zece minute - f . · ' · · \om ace compara.ţra ,cu un test con-



... 
Test 1 : 5. Test fix la div, 1 O. 
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Test l: 10. T, st fix la div . 10. 



nma:bil şi ·vom ·găsi că 'Oele .două culori YOr fi egale ·la o anumită 
dhizi.une 'lle uităm în ·tabelă la înălţimea de culoa:re core."'punză­
toare şi cetim depe ahcisă .cwntiba:tea de gai:acol OX'idat care dă 
atceastă culoa.re, -ca;re este va1oarr•ea de gaiacol a prepa.rabului. 

Aceas-tă metodă cu a.cceptor de ga.iacol, care a fost î.ntrebuin- · 
tat de Bwch ş Zoukikowa pentru determinarea valoalf-ei peroxi­
tlazi-ce a sânge-lu·i .5i de Ucko . şi Bansi pen~ru studiul ·pe-roxidaze­
lor vegeta:le, prin a:ce.st fel se poa.te foa;rle uşor a-pli·ca la deter:rni­
naTea vra•loa.rei peroxidazLce a sângelui. 

In ceea.ce ·priveşte determi•narea Yaloa.rei perox.idazice a sân­
gelui -primul i'llco:n Ye.nien-t es-te culoarea prop1·ie a sângelui crure­
e::;te însă U\501' de îndepărlra t ş.i arnume: dacă ~uăm d'Jl.tr'o soluţie 
hruno]izată 1 : 20 0,2 .sau 0,1 rCC. ·de sânge În CMJ.titatea totală a 
mecliu1ui de detenniriwre, Yom obţine o -slabă culoa·re în galben 
pal"iod a medi·ului fără •oa rea,cţ.iunea .colora"tă, C<ure se va ·proc1uce­
să fie .sla.bă. Deci Y·Om uWva sâaugel-e ·în dluţie de 1 : 20 -c.Lis.o. care 
rua;:1 0,1 sau 0,2 ce. Gan-ti,tăţile .de sânge trebuesc măsura;te cu 
ma:re ex:a:clitudine pentru·că ·prodmsu1 de rea:cţiune este strict ·pro­
port.i·ona.l cu {.>oanti•k1:tea de .sânge. 

Sfmgele •pEmbru delermina.rea Ya fi ·i:nco.:'tgulat ce se obţi•ne 

cu a:ll'bicoagulante, .cum este citra:tul-oxala·hll-tlorura de Nra.triu 
sau priill defibrirrHH'ea pr.irn perle şi "'g1taxe. Rea.cţiunea peroxi­
dazkă nu este deosebi·tă după anticoagul•antul în-trebuirnţat. Ln 
ca·vul •cârnd luorăm cu mici .oanti1tăţi pen•tru o singu·ră detei'mi­
Jlare se poate rua. sâ·ngele pl'in î:ntep.:'lrea unui deget şi imediat 
hemoli·wt la dilu(.ia >Cle 1 : 20. 

HeRcţiunea peroxj.dazică a sângelui ruu se Î1ncepe fără adă·o­
gare de o a;numită .ca~ntik1.' te de ac. aceHc 1 % lll'~n caii'e ochim­
băm P.h-ul mediului în raşa fel ca să f.i"e radd ;Care condiţ.iune 
este indispenzabi'lă pentru reacţiu•nea ·perox~dazică ou acceptor de 
gaiacol. 

Dacă fa.cem o set\Îe de concen.tratiuni de a:c. acetic 1% dela 
0,15 ce. pâ:nă la 1,Î ce. in mediu to-tal de 5 ce. ga.iacol 1 %, 0,1 ce. 
de !Sâ:nge 1 : 20 C()l.lnplectat ou a•pă hidil.9tila-tă până la. 30 ce., Yom 

con,:;tata că ~rea:cţiunea peroxidazică este ·o·ptimă ·în acele diluţii 

u·n-de .a,<?. a·ceti;c 1 % es·te in .ca-ntita~tea de 0,35~0,7 ce. Dacă de-­
terminăm Ph-ul acesţor arill.es-te-curr.i, la cromoionometrul lui Dr. 
Abt, gă.sim Ph--'lll corespunzător ia aceste con.cent·aţiuni 4,1-4,5, 
un Ph ma•i ·acid decât Ph-ul optim dela plamte, drupă Ucko-Bansi. 
Acest exeanplu serYeşte ·ca dovadă că Ph-ul ·unei enzime sau· 
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bi<>CaJtoaliza:lo.r ·nu dephHle ele enz.imă, d ele reac~iunea enzimali'că. 
In delermă'l·ne noastre luăm 0,5 ce. <le acelic 1 96 pentru polL'i-

virea Ph-'lllui. 
"conceTI~tra~iunea de peroxid .de h~clrogen fată de {;ereetările 

făcute asupm sângel-ui to~a~l :nu au ·aceea·şi imporbantă ca şi cu 
· oxihmnoglohi'lla crisLaliza.tă, d11pă Willstiitter. Eu gă.sesc ·că e.n­
ZÎin!i este mult ma•i senzibilă fa.ţă de concemlt'\<l:ţiuni <le peroxid 
Ca. sângele, hineîntele.S sâ!ngele este ·un complex de elemente C.:'lil.~i 
toate intervin in echilihrar~a de .concentrati·une de hidrogeni ioni. 
Dacă ·Îillcercăm acţi:unea peroxiclazică a unei ·ea.ntit.ăt.i de 0,1 ce. 
sânge 1 : 20 cu ·diferite can.ti•tăt.i de lLO~ vom Yedoa •Că produsul 
deoxida~e este pTOlJOTţional numai pâlllă la o linrittă cu •con-

· centraţia de pero:\.id, după ~ne •proport:Uune const:a.tăm excesul 
de perox~d şi reClJctiunea mai jnt.ensă, ia;r deJa concentra.ţia 40 
mgr. de H202 consf:atăm •Că concent.ratiunea de H"O" în exces 

·devine nociv· fată de Tea·c~i·une. 

Iată canlita.tea produsu.lui de ox:;id•are cu diferite cant1tăţi 
-de H202 (..sânge 0,1 ce. -etil. 1 : 20) : 

R202 ·în rugr. ·GaJI!it:alea ·de gaiacol oxi<lat 
200 - - - - - - - 0,45 

·, 150 - - - - - - - 0,5 
100------- 0,55 

80 - - - - - - - 0,6i5 
60 - - - - - - - O,G5 
40-------
30 -------
20-------

0,7 
0,95 (optim) 
0,9 

10 - - - - - - - o 0,85. 

Deci pentru ~Jl'Oportiunile optime de determilllM'e a valoarei 
: perox.idazice a sângelui cu acceptor de gt.:'liacol sunt următoarele: 

a) O) ce. de sâ:nge 1 : 20; 
b) 0,5 ce. ac. acetic 1 %; 
c) 6,0 ce. H20~ 0,5 9E 
d) 5,0 ce. Gai<tcol 1 % ; 
e) 18,4 ce. Apă bicHs-tilată. 

30,0 ce. 
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După 10 miJlllrte J.a temperatura de 25 grade comparăm cu­
loan~a ·obţinută pri·n oxidarea g'aiacolului cu una din tesuturile 
Ue ma;i SUS CU Cclll'e Se potr-i•veşte :cel ma.i ·bine, deobicei test 1 : 5. 
lnăl!•imea lichidu1ui ele analiza.t la ega,U.ta.te de :nuanţe se va citi 
în ·tabelele ·dina•in-te construi·te şi YOm avea valoarea de ga:ia.col 
~Ga.iacolzahl) a sângelui. Această va!Qare este ·direct proporţio­
nală cu .canloita !ea şi concen tra;iii de ferment, adică 

tu cantiba-tea :şi .concentra tia de oxihemQglohffiă, oa a•ta­
re după oum au găsit mai multi a·utori, deterrrrinarea 
Yaloa,rei peroxi·dazice a sâmgelui este det<wmiiHl!re>a canti­
tăţii de oxihemoglobină fără ca în Tealitate să Ne acelaş. N·u 
-am determina.t î:ncă ·o serie de cer.cetăr.i ca.ri le-a.m făcut determi- ­
nând cantHa.tea de ox.ihemoglobi,nă şi valoarea ·peroxidazică a 
HH.'ngelu·i, însă pfmă acum am găsit că ,nu totdeaurna cantita•tea de· 
oxihemoglobi·nă este proporţi-onal cu valoarea peroxidazică a ace- -
lei·a.~i probe de :;<1nge, deci presupun că este o deosebire funcţonală . 
a diferitelor -probe de sânge. 

Această metodă va servi cer-cetăl;'ile mele asupra valorii 
peL"ox-idazice a sâ.ngelui în diferite cazuri. 



Concluzii. 

1.) Prin metoda cu acceptor de gnia.col se poate detennina. 
~~aloa:rea. peroxidazică a sâ:ngelui. 

2.) Prin această metodă pri111ele deteJ'Jninafiu,ni inclicc'i cd, 
0,05 ce. de sânge nornwl oxidea.ză .(t•proximat-iv 0,95 'lllgr. de 
.!Jaiacol. 
· 3.) Metod<t po(l.te seru'i p!lntru studierea 1Juterei oxidative a 
sângelui în diferite stăi·i .JWJww.le sa.u patologice. 

4.) V aloa:rea peroxiâazică a sângelui este proporţi01wlă cu 
cantit.atea de oxihemoglo~in.ă; dacă această proportionalitnte per­
sistă atunci se poate utiliz<t. în loc de determinarea oxihemogl.o­
binei pentr·u interesul clinic. 

5.) CercetărUe confirmă opiniunea deja emisă cc'i Hemo{flo­
bina este a.naloa.gă ctt peroxidaza.. 

G.) Concenlrafiile de H~O, crs·ttpm cu:Hvită{ii peroxi<l<lzice a 
sângelui nu au aceea-~i influenţă ca şi asupra a.ctivităfii pero;ri­
dazice a oxihem.oglobinei cristalizate cu acceplor de 1lirogalol 
studiat de Willstiitter. 

Văzu-t şi bun fie imprimat. 

Cluj, 18 Oct. 1930. 

Preşedilllte: DecaJ.l: 
PlERRE THOMAS. VICTOR PAP!LlA.V 
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