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Serul uman normal (;onţine trei globuline majore diferite cu acţiune 
antiproteinazică, care inhibă tripsina, respectiv chimotripsina: alfa-1-
antitripsina (alfa-l-AT). inhibiton.ll inte1·-alfa şi alfa-2-macroglobulina 
(1, 2, 3). Dintre acestea. în serul normal predomină, din punct de veder·e 
cantitativ alfa-l-AT. Dozarea directă a alfa-l-AT se efectuează prin imu
nodifuzie t·adială (4), eledi"'imunodifuzie (3) şi tehnici t-adioimunologice 
(5), metode labm"ioase şi costisitoare. Pe lîngă acestea se mai utilizează şi 
metode enzimatologice indirecte. Acestea se bazează pe dozarea capaci
tăţii de inhibare a tripsinei (CIT) a serului, 90% a acesteia datorîndu-se 
alfa-l-AT atit la sănătoşi cit şi in diverse stări patologice, in care dozarea 
CIT poate avea valoare diagnostică (3). Aceste tehnici impun şi ele uti
lizarea unot· substratui'i speciale (benzoil-arginin-para-nitranilidă, azoca
zeină). 

Ţinînd seama de dificultăţile legate de dozarea alfa-l-AT, respectiv 
a CIT, am elabot·at o tehnică relativ simplă, pPntl'll dozarea CIT. 

Descrierea metodei 

Principiu. O soluţie de cazeină este incubată cu tripsină în prezenţa, 
n~pectiv absenţa sel'lllui. Inhibitorii prezenţi în ser inhibă, parţial. tl"ip
sina. Diferenţa dintre activitatea tt·ipsinei in cele două probe este pi"'
porţională cu cantitatea alfa-l-AT din ser. 

Reactivi. 1. Tampon fosfat 0,1 M, pH 7,6. Conţine 7,84 g Na~HPO~ · 2 
HP sau 15,7 g Na~HP01 ·12 H20 şi 0,784 g KH1PO" in 500 ml soluţie 
apoasă. 2. NaOH N. Se prepară dizolvînd 8 g NaOH în apă distilată. la un 
volum final de 200 mL Se ţine in sticlă închisă cu dop de cauciuc. 3. Sub
strat: 4 g cazeină Hammarsten (de pt·eferinţă Merck) se pun intr-un Er
lenmeyer de 300 mL se adaugă 3,14 g Na~HP01 · 2 H~O (sau 6,28 g 
Na2HPO" ·12 H10), 0.314 g KH2PO", 80 ml apă distilată şi 5 ml NaOH N. 
Se încălzeşte la maximum 90 °C, agitînd continuu pină la dizolvare com
pletă, se răceşte, se adaugă 20 mg mertiolat. se determină pH-ul soluţiei 
care trebuie să fie in jur de 7,6 (la nevoie se corectează cu NaOH N), apoi 
se c'Ompletează cu apă distilată la 100 mL Se păstrează in sticlă bine în
chisă, la fl'igider. Se conservă timp de api"'ximativ o lună. 4. Acid triclor
acetic (ATA) 4,5%: 9 g ATA se completează cu apă la 200 mL 5. Soluţie 
HCl 0,001 N: se prepară din HCl 0.1 N, din care 1 ml se completează cu 
apă distilată la 100 mL 6. Soluţie de ti"ipsină: 10 mg tripsină cristalizată, 
cintărită la balanţa analitică. se dizolvă in 110 ml HCl 0,001 N. Se păs
ti·ează la frigidl:'r, in epi'UbPtă închisă cu dop de cauciuc, ma.rimum o săp
tămînă. Inaintea întrebuinţării, din această soluţie stoc se prepară soluţia 
dP lucru: la 2 mi soluţie stoc se adaugă 8 ml tampon fosfat şi se amestecă 
bine. 1 ml din această solutie conţine 200 micrograme tripsină. 
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Tehnica dozării. Inaintea dozării, serul se diluează de 25 ori: la 4,8 
ml tampon fosfat se adaugă 0,2 ml ser. Cantitatea de cazeină necesară, 
aşezată într-o eprubetă, se preîncălzeşte în baie de apă la 40° C. 

Ser diluat ml 
Apă dist. ml 

Tripsină diluată ml 

Proba 

0,5 

0,5 

Martor 

0,5 
0,5 

Se ţine 5 min. la temperatura camerei, apoi se adaugă: 
Cazeină 4 0:0 ml 1,0 1,0 

Se introduce imediat în baia de apă la 40° C, in care se ţine 
exact 10 minute, după care se adaugă imediat 

ATA 4,5 % ml 4,0 4,0 

Se agită şi se lasă la temperatura camerei 20 de minute, după care se fil
trează prin hîrtie de filtru dens (de ex. Ederol 4) cu diametru! de 5,5 cm. 
Se prepară şi o probă în alb, amestecînd, în ordinea indicată 0,5 ml apă 
distilată, 1,0 ml cazeină, 4,0 ml ATA şi 0,5 ml tripsină diluată. Se agită 
şi se păstrbaz.'i 20 de minute la temperatura camerei, după care se fil
trează. Filtratele trebuie să fie perfect clare. 

Se determină extincţia probelor şi a martorului la spectrofotometru, 
faţă de proba în alb, la 280 nm, în cuvă de cuarţ de 1 cm. 

Proba martor se va executa în duplicat, folosind pentru calcul media 
celor două valori. 

In caz de mai multe probe, adăugarea cazeinei şi aşezarea eprubete
lor în baia .de apă se va face la intervale de cîte un minut. In aceeaşi or
dine şi tot la intervale de un minut se va face şi precipitarea cu ATA, 
după cele 10 minute de incubare. 

Calcul. Cantitatea inhibitorilor se exprimă în unităţi (U), o unitate 
reprezentînd cantitatea inhibitorului cuprinsă în 1 ml ser, care este în 
stare să inhibe 1 mg tripsină cristalizată. Extincţia martorului = EM; 
extincţia probei = EP. 

EM-EP 
Inhibitor U/ml ser= EM X 5 

Factorul 5 provine din produsul 0,1X50, unde 0,1 reprezintă cantitatea 
de tripsină în mg conţinută în amestecul de reacţie, iar 50 rezultă din 
cantitatea serului utilizat: 0,5 ml ser diluat 1 :25 = 0,02 ser (se trans
formă la 1 ml înmulţind cu 50). 

Observaţii. Diluţia 1 :25 reprezintă diluţia standard pentru ser uman, 
care permite dozarea CIT în cantităţi cuprinse între 0-5 U/ml ser. In 
cazul unor valori mai mari (EP sub 0,1), se va repeta dozarea cu ser di
luat 1 :50, iar rezultatul calculat cu formula indicată se va înmulţi cu 2. 

Rezultate şi discuţii 

Cu metoda descrisă, am dozat CIT la 84 donatori de sînge practic să
nătoşi, de vîrstă şi sex diferit. Media cantităţii CIT obţinută pe acest ma
terial a fost de 1,85±0,05 (deviaţia standard 0,44), valorile fiind cuprinse 
între 1,5--2,5 U, pe care în consecinţă le considerăm limitele normale. 
Aceste cifre sînt în bună concordanţă cu datele din literatura de specia-
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litate (1, 6, 7). Dealtfel, s-a constatat că CIT practic nu variază în funcţie 
de sex şi vîrstă (5). 

In condiţii patologice (stări infecţioase, procese maligne), cantitatea 
CIT de obicei creşte (3, 8, 9, 10). Un deficit al CIT se observă în bronho
pneumopatiile obstructive (11, 12, 13, 14). 

Am dozat CIT a serului la 68 persoane suferind de diverse maladii, 
găsind în majoritatea cazurilor valori uşor crescute. Cele mai ridicate va
lori (peste 3) le-am întîlnit în pneumonii, pleurite exsudative şi procese 
maligne. In continuare, ne propunem efectuarea dozării CIT la un mai 
mare număr de bolnavi, in vederea precizării mai concrete a eventualei 
aplicabilităţi diagnootice a testului. 
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SIMPLE TECHNlQUE FOR THE ASSAY OF TRYPSlN-lNHIBlTORY 
CAPACJTY OF SERUM 

The technique descnbed is based upon the assay of casein hydrolysis produced 
by trypsln, in Lhe presence of serum. The degree of hydrolysis, in inverse ratio to 
Lhe amount of alpha-1-antitrypsin present in Lhe serum is determined spectrophoto
metrically, at 280 nm. Normal values were stated in 84 hea!Lhy blood donors. 
Increased values occurred mainly in pneumonias and mallgnant processes. 
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