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Inventia se refera la medicina si biochimie si poate fi utilizatd pentru selectarea compusilor biologici activi, care
influenteazd asupra producerii hidrogenului sulfurat endogen, aprecierea activitatii remediilor noi in prevenirea
complicatiilor bolilor cardiovasculare si neurodegenerative, diabetului zaharat si altor boli.

Hidrogenul sulfurat (H2S) este o importantd molecula de semnalizare care participa in numeroase procese fiziologice
si biochimice, iar dereglarile biosintezei acestei molecule sunt legate de complicatiile diferitor boli.

Astfel, nivelurile de H,S sunt scdzute intr-0 serie de patologii (de exemplu, diabet zaharat, afectiuni cardiovasculare,
ischemie si imbatranire) si sunt crescute in alte stari patologice (de exemplu, inflamatie, boli severe si cancer) (Xiao
Q., Ying J., Xiang L., Zhang C. The biologic effect of hydrogen sulfide and its function in various diseases.
Medicine (Baltimore), 2018 Nov., vol. 97(44), e13065. doi: 10.1097/MD.0000000000013065).

H,S este un gaz, produs in celule si tesuturi prin diferite procese enzimatice, in care sunt implicate cel putin 3
enzime - cistationine gama-liaze sau cistationaze (CSE, EC 4.4.1.1), cistationine-f-sintaze (EC 4.2.1.22) si 3-
mercaptopiruvat sulfurtransferaze (3MST, EC.2.8.1.2) (Christopher Hine and James R. Mitchell. Endpoint or
Kinetic Measurement of Hydrogen Sulfide Production Capacity in Tissue Extracts. Bio Protoc., 2017 July 5, vol.
7(13), doi: 10.21769/BioProtoc.2382).

In ultimele decenii s-au identificat abordari multiple pentru utilizarea terapeuticd a H,S, fie pe baza donirii si
intensificarii sintezei de H,S, fie prin inhibarea biosintezei H,S (Csaba Szabo, Andreas Papapetropoulos.
International Union of Basic and Clinical Pharmacology. Cll: Pharmacological Modulation of H.S Levels: H,S
Donors and H;S Biosynthesis Inhibitors. Pharmacol Rev., 2017 Oct; vol. 69(4), p. 497-564; Antonia
Asimakopoulou,1,* Panagiotis Panopoulos,1, * Christos T Chasapis. Selectivity of commonly used pharmacological
inhibitors for cystathionine B synthase (CBS) and cystathionine y lyase (CSE) Br J. Pharmacol., 2013 Jun; 169(4), p.
922-932).

Prin urmare, activarea sau inhibarea terapeutica a producerii acestui gaz sau mentinerea la un nivel fiziologic
optimal a biosintezei de H,S este o contributie noud, deoarece substatele bioactive, care influenteaza asupra
capacitatii de producere a H,S endogen pot fi folosite in calitate de remedii pentru prevenirea si medicatia diferitor
boli.

Pentru a examina noi substante cu efecte de stimulare, inhibare sau mentinere la un nivel fiziologic optimal a
capacitatii de producere a H,S endogen sunt necesare metode disponibile pentru selectarea compusilor bioactive,
care ar influenta asupra biosintezei de H,S endogen, fapt ce poate aduce beneficii importante sanatatii umane.

Sunt cunoscute metodele colorimetrice, electrochimice, fluorimetrice, cromatografice, cum ar fi cromatografia
lichida de inalta performanta si cromatografia in faza gazoasa, spectrometria de masa pentru masurarea cantitativa
a hidrogenului sulfurat [1].

Dezavantajele metodelor cunoscute constau in faptul ca ele sunt costisitoare, economic dezavantajoase, deoarece
prevad utilizarea echipamentelor costisitoare, cum ar fi tehnica specifica pentru fluorimetrie, cromatografie lichida
de inalta performantd, cromatografie in faza gazoasa, spectrometrie de masa. Un alt neajuns al acestor metode
consta in faptul cd multe din ele necesita un pretratament chimic cu acizi sau baze tari ale probelor de cercetat, ceea
(fals marite sau scazute de H»S).

Cea mai apropiata dupd esenta tehnica si rezultatul obtinut este metoda, care se bazeazd pe incubarea probei de
cercetat cu un producdtor de hidrogen sulfurat (culturi celulare, omogenat tisular (ficat, rinichi) la care se adaugd un
mediu de reactie, care contine solutie de tampon fosfat, L-cisteina si piridoxal 5'-fosfat, iar vaporii de H.S, care se
elimind deasupra probei biologice, sunt captati de catre un suport (de exemplu, gel de agaroza), care contine un
compus al metalului bivalent - acetatul de plumb cu formarea unui precipitat de sulfura de plumb, cantitatea caruia
se masoard prin spectrofotometrie [2].

Un dezavantaj al metodei mentionate consta in utilizarea substantelor extrem de toxice, cum ar fi acetatul de plumb,
care manifesta proprietiti mutagenice, genotoxice, carcinogenice, teratogenice, etc., fapt ce necesitd masuri speciale
de precautie si securitate (REGULAMENTUL (CE) NR. 1272/2008 AL PARLAMENTULUI EUROPEAN SI AL
CONSILIULUI din 16 decembrie 2008 privind clasificarea, etichetarea si ambalarea substantelor si a amestecurilor,
de modificare si de abrogare a Directivelor 67/548/CEE si 1999/45/CE, precum si de modificare a Regulamentului
(CE) nr. 1907/2006).

Un alt dezavantaj consta in aceea ca ea nu prevede Selectarea conditiilor optime de efectuare a reactiei enzimatice,
fapt ce influenteaza negativ asupra reproductibilitatii si preciziei metodei, productivitatii muncii si eficientei
economice.

Problema pe care o rezolva inventia consta in eliminarea dezavantajelor mentionate, si anume excluderea utilizarii
substantelor extrem de toxice, cum ar fi acetatul de plumb prin substituirea acestuia cu hidroxidul de cupru (II)
complexat cu tartrat de sodiu si potasiu.

Hidroxidul de cupru este o substantd putin toxica, fiind aprobata in diferite tari pentru utilizare larga in agricultura,
impotriva bolilor fungice si bacteriene (REGULAMENTUL (CE) NR. 1272/2008 AL PARLAMENTULUI
EUROPEAN SI AL CONSILIULUI din 16 decembrie 2008 privind clasificarea, etichetarea si ambalarea
substantelor si a amestecurilor, de modificare si de abrogare a Directivelor 67/548/CEE si 1999/45/CE, precum si de
modificare a Regulamentului (CE) nr. 1907/2006), si totodata care da posibilitatea de a elabora conditii optime de
efectuare a reactiilor chimice, fapt ce permite de a mari precizia si reproductibilitatea metodei, productivitatea
muncii si eficienta economica.
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Esenta inventiei constd in aceea ca se pregitesc substantele pentru testare in diferite concentratii, care se amesteca
cu o solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4, dupa care se pregateste omogenizatul tisular, in care se
utilizeaza tesutul hepatic, care se omogenizeaza timp de 30...60 s cu o solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul
7,4, care contine o solutie de 1% de 3-[(3-cholamidopropil)dimetilamonio]-1-propanesulfonat hidrat, dupa care
probele se ingheatd si se dezgheata la temperatura camerei, timp de 5...10 min, iar procedura de inghetare si
dezghetare se repeta de 2 ori, apoi omogenizatul tisular se centrifugheaza timp de 10 min la temperatura de 4°C si se
determina concentratia de proteina in omogenizat; se pregatesc probele de cercetat, de control si probele blank cu
utilizarea placii fotometrice cu godeuri, in probele de cercetat se pipeteaza substanta de cercetat in diverse dilutii,
iar in probele de control se pipeteazd o solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4 si quercetina in calitate de
substanta de referinta, apoi in ambele probe se adaugd omogenizat tisular pregitit cu o solutie de 0,05 M de tampon
fosfat cu pH-ul 7,4, in concentratie de 1,0...3,0 mg proteind/mL, probele blank se monteaza la fel ca si probele de
control, iar omogenizatul tisular se inlocuieste cu solutia de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4, care contine o
solutie de 1% de 3-[(3-cholamidopropil)dimetilamonio]-1-propanesulfonat hidrat; placa cu probele pregatite se
incubeazd la temperatura de 37°C, timp de 5...10 min, dupd care in toate godeurile se adaugd un amestec, care
contine o solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4, 0,2...0,4 uM/L de L-cisteind (concentratia finald de
0,8...1,6 mM/L) si 0,02...0,04 pM/L de piridoxal 5'-fosfat (concentratia finala de 0,08...0,16 mM/L), apoi probele
se acoperd cu un capac, care contine in partea interioard un strat de gel de agaroza de 3...5 mm, obtinut prin
amestecarea unei solutii de 1% de agaroza cu temperatura de 50...55°C cu o solutie, care contine 0,18 M de
tartrat de sodiu si potasiu si 0,08 M de hidroxid de cupru (II), in raport de 4:1, cu pH-ul 9,0...9,7. Probele se
incubeazd la temperatura de 37°C, timp de 2 ore, dupa care capacul cu gelul de agaroza se introduce in cititorul de
placi si se masoara absorbanta la lungimea de unda de 320 nm, apoi se calculeaza capacitatea de producere a
hidrogenului sulfurat sub influenta substantelor cercetate dupa formula:

CP (%) = 100 -[1-(Apr-Ab)/(Ak-Ab)]*100, unde:

CP(%) - capacitatea de producere a hidrogenului sulfurat;

Apr - absorbanta probei de cercetat;

Ak - absorbanta probei de control;

Ab - absorbanta probei blank;

in cazul in care capacitatea de producere a hidrogenului sulfurat este mai mare de 100%, substanta cercetata
activeaza capacitatea de producere a hidrogenului sulfurat, iar dacd este mai micad de 100%, substanta cercetata
inhiba capacitatea de producere a hidrogenului sulfurat.

Rezultatul tehnic al inventiei consta in elaborarea unei metode netoxice, prietenoase mediului ambiant, in marirea
substantelor biologic active asupra capacitatii de producere a hidrogenului sulfurat, datoritd folosirii in calitate de
captator al hidrogenului sulfurat a gelului de agaroza, care contine hidroxid de cupru complexat cu tartrat de sodiu
si potasiu si excluderii folosirii reactivilor toxici, cum ar fi acetatul de plumb.

Metoda se efectueaza in modul urmator.

in placa fotometrica cu 96 de godeuri se toarna cate 15 uL de dilutii de lucru ale substantelor biologic active, care
se amesteca cu o solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4, dupa care se pregiteste omogenizatul tisular, in
care se utilizeaza tesutul hepatic, care se omogenizeaza timp de 30...60 s cu o solugie de 0,05 M de tampon fosfat
cu pH-ul 7,4, care contine o solutie de 1% de 3-[(3-cholamidopropil)dimetilamonio]-1-propanesulfonat hidrat, dupa
care probele se ingheata si se dezgheatd la temperatura camerei, timp de 5...10 min, iar procedura de inghetare si
dezghetare se repeta de 2 ori, apoi omogenizatul tisular se centrifugheaza timp de 10 min la temperatura de 4°C si se
determina concentratia de proteina in omogenizat; se pregatesc probele de cercetat, de control si probele blank cu
utilizarea placii fotometrice cu godeuri, in probele de cercetat se pipeteaza substanta de cercetat in diverse dilutii,
iar in probele de control se pipeteazd 0 solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4 si quercetina in calitate de
substanta de referintd, apoi in ambele probe se adauga omogenizat tisular pregatit cu 0 solutie de 0,05 M de tampon
fosfat cu pH-ul 7.4, in concentratie de 1,0...3,0 mg proteina/mL, probele blank se monteaza la fel ca si probele de
control, iar omogenizatul tisular este inlocuit cu solutia de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4, care contine o
solutie de 1% de 3-[(3-cholamidopropil)dimetilamonio]-1-propanesulfonat hidrat; placa cu probele pregitite se
incubeazd la temperatura de la 37°C, timp de 5...10 min, dupa care in toate godeurile se adauga un amestec, care
contine o solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4, 0,2...0,4 uM/L de L-cisteina (concentratia finald de
0,8..1,6 mM/L) si 0,02...0,04 uM/L de piridoxal 5'-fosfat (concentratia finala de 0,08....0,16 mM/L), apoi
probele se acoperd cu un capac, care contine in partea interioara un strat de gel de agaroza de 3...5 mm, obtinut prin
amestecarea unei solutii de 1% de agarozd cu temperatura de 50...55°C cu o solutie, care contine 0,18 M de
tartrat de sodiu si potasiu si 0,08 M de hidroxid de cupru (II), in raport de 4:1, cu pH-ul 9,0...9,7. Probele se
incubeaza la temperatura de 37°C, timp de 2 ore, dupa care capacul cu gelul de agaroza se introduce in cititorul de
placi si se masoara absorbanta la lungimea de unda de 320 nm, apoi se calculeaza capacitatea de producere a
hidrogenului sulfurat sub influenta substantelor cercetate dupa formula:

CP (%) = 100 -[1-(Apr-Ab)/(Ak-Ab)]*100, unde:

CP (%) - capacitatea de producere a hidrogenului sulfurat;

Apr - absorbanta probei de cercetat;

Ak - absorbanta probei de control;
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Ab - absorbanta probei blank;

in cazul in care capacitatea de producere a hidrogenului sulfurat este mai mare de 100%, substanta cercetata
activeaza capacitatea de producere a hidrogenului sulfurat, iar dacd este mai micd de 100%, substanta cercetatd
inhiba capacitatea de producere a hidrogenului sulfurat.

Hidroxidul de cupru (1) folosit pentru captarea H,S este o substanta care in conformitate cu Directiva 67/548 / CEE
- Consiliul Comunitatii Economice Europene este o substanta putin toxica, care nu este clasificata ca periculoasa si
este aprobatd 1in diferite tari pentru utilizare in agriculturda impotriva bolilor fungice si bacteriene
(REGULAMENTUL (CE) NR. 1272/2008 AL PARLAMENTULUI EUROPEAN SI AL CONSILIULUI din 16
decembrie 2008 privind clasificarea, etichetarea si ambalarea substantelor si a amestecurilor, de modificare si de
abrogare a Directivelor 67/548/CEE si 1999/45/CE, precum si de modificare a Regulamentului (CE) nr. 1907/2006).
Quercetina este un flavonoid natural important (Alexander Victor Anand David, Radhakrishnan Arulmoli,
Subramani Parasuraman. Overviews of Biological Importance of Quercetin: A Bioactive Flavonoid.Pharmacogn
Rev., 2016 Jul-Dec., vol. 10(20), p. 84-89), cu formula:

OH

Exemple de realizare a inveniei

Exemplul 1

Se pregatesc dilutiile de lucru ale substantei de cercetat PV-1 in solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4.
Apoi se pregateste omogenizatul tisular, si anume din tesutul hepatic: 0,5 g de tesut hepatic se omogenizeaza timp
de 30...60 s cu 4,5 mL de solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4, care contine o solugie de 1% de 3-[(3-
cholamidopropil)dimetilamonio]-1-propanesulfonat hidrat (CHAPS), ricit pe gheata, dupa care probele se ingheats,
apoi se dezgheata la temperatura camerei, timp de 5...10 min. Iinghetarea si dezghetarea omogenizatului se repeti de
2 ori. Omogenizatul se centrifugheaza timp de 10 min la temperatura de 4°C, la 500,0 x g, apoi se determina
concentratia de proteina in omogenizat. Supernatantul poate fi pastrat intr-un congelator la temperatura de - 40°C,
sau folosit imediat la montarea probelor de cercetat. inainte de utilizare, omogenizatul tisular se dilueaza cu solutie
de 0,05 de tampon fosfat pana la concentratia de 10 mg proteina/mL.

in godeurile B2 si B4, D2 si D4, F2 si F4 (probe paralele de cercetat) ale plicii fotometrice cu 96 godeuri se
pipeteaza cate 15 uL de dilutie a substantei de cercetat (respectiv 7,81; 31,25; 50,0 uM/L), iar in godeurile B6 si B8
(probe de control) se pipeteaza cite 15 pL de solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4. Apoi in godeurile
B2 si B4, D2 si D4, F2 si F4 (probe paralele de cercetat), B6 si B8 (probe de control) se adauga cate 100 pL solutie
de 0,05 de tampon fosfat cu pH-ul 7,4, care contine omogenizat tisular cu concentratia de 1,0 mg proteind/mL,
obtinut in urma omogenizarii tesutului hepatic cu o solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4, care contine
solutie de 1% de 3-[(3-cholamidopropil)dimetilamonio]-1-propanesulfonat hidrat (CHAPS).

In calitate de substanta de referinta se foloseste quercetina in concentratie de 50,0 uM/L, pentru care in godeurile
D6 si D8 se pipeteaza cate 15 pL de solutie de 50,0 uM/L de quercetina. Apoi se pregatesc probele blank: in
godeurile B10 si D10 se pipeteaza aceleasi ingrediente ca si in probele de control, insd omogenizatul tisular se
inlocuieste cu 100 pL de solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4, care contine o solutie de 1% de 3-[(3-
cholamidopropil)dimetilamonio]-1-propanesulfonat hidrat (CHAPS).

Placa se incubeaza la temperatura de 37°C, timp de 5...10 min, dupa care in toate godeurile se adauga cate 50 pL
de amestec, care contine o solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4, 0,2 uM de L-cisteina (concentratia
finala de 0,8) si 0,02 uM/L de piridoxal 5'-fosfat (concentratia finala de 0,08 mMM/L). Apoi, placa se acopera cu un
capac, care contine in partea interioara un strat de gel de agaroza de 3 mm, obtinut prin amestecarea solutiei de 1%
de agaroza cu temperatura de 50...55°C cu o solutie, care contine 0,18 M de tartrat de sodiu si potasiu si 0,08 M de
hidroxid de cupru (I1), in raport de 4:1 (v/v), cu pH-ul 9,0. Placa se introduce imediat in termostat si se incubeazi la
temperatura de 37°C, timp de 2 ore, dupa care capacul cu gelul de agaroza se scoate de pe placa, se introduce in
cititorul de placi si se masoard absorbanta la lungimea de undd de 320 nm. Apoi se calculeaza capacitatea de
producere a hidrogenului sulfurat sub influenta substantei cercetate dupa formula:

CP (%) = 100 -[1-(Apr-Ab)/(Ak-Ab)]*100, unde:

CP(%) - capacitatea de producere a hidrogenului sulfurat;

Apr —absorbanta probei de cercetat;

Ak - absorbanta probei de control;

Ab - absorbanta probei blank;

in cazul in care capacitatea de producere a hidrogenului sulfurat este mai mare de 100%, substanta cercetatad
activeaza capacitatea de producere a hidrogenului sulfurat, iar dacd este mai mica de 100%, substanta cercetata
inhiba capacitatea de producere a hidrogenului sulfurat.



s 2021 0017 4 0of5

La masurarea absorbantei s-a obtinut:
Absorbanta probei de cercetat (Apr) la testarea substantei PV-1:

pentru concentratia de 7,81 uM/L - 0,285
pentru concentratia de 31,25 uM/L - 0,292
pentru concentratia de 50,0 uM/L - 0,316

Absorbanta probei de control (Ak) - 0,254.

Absorbanta probei de referinta - quercetina (Aquer) - pentru concentratia de 50,0 uM/L - 0,323.

Absorbanta probei blank (Ab) - 0,076.

Noti: - sunt prezentate valorile medii ale absorbantei a 2 determinari paralele.

Astfel, capacitatea de producere de H.S (%) (pentru concentratia de 7,81 pM/L) = [(0,285-0,076)/(0,254-
0,076)]*100 = [(0,209)/(0,178)]*100 = 117 4.

Capacitatea de producere de HS (in procente) (pentru concentratia de 31,25 pM/L)
0,076)]*100 = [(0,216)/(0,178)]*100 = 121,3.

Capacitatea de producere de H>S (in procente) (pentru concentratia de 50,0 pM/L)
0,076)]*100 = [(0,240)/(0,178)]*100 = 134,8.

Capacitatea de producere de H,S (in procente) - quercetina (pentru concentratia de 50 uM/L) = [(0,323-
0,076)/(0,254-0,076]*100 = [(0,247)/(0,178)]*100 = 139,0.

La testarea substantei PV-1 s-a stabilit ca aceasta poseda o capacitate de producere a H,S, care se deosebeste putin
de cea exercitata de quercetind. Capacitatea de producere procentuald a HoS maxima la concentratia de 50 pM/L
pentru substanta PV-1 constituie 134,8%, pe cand quercetina a prezentat o capacitate maximd de 139,0% la
concentratia de 50 uM/L.

[(0,292-0,076)/(0,254-

[(0,316-0,076)/(0,254-

Exemplul 2

Se pregatesc dilutiile de lucru ale substantei de cercetat BV-2 in solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4.
Apoi se pregiteste omogenizatul tisular, si anume din tesutul hepatic: 0,5 g de ficat se omogenizeaza, timp de
30...60 s cu 4,5 mL de solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4, care contine o solutie de 1% de 3-[(3-
cholamidopropil)dimetilamonio]-1-propanesulfonat hidrat (CHAPS) racit pe gheatd, dupa care probele se ingheats,
apoi se dezgheata la temperatura camerei, timp de 5...10 min. Iinghetarea si dezghetarea omogenizatului se repeti de
2 ori. Omogenizatul se centrifugheaza timp de 10 min la temperatura de la 4°C, la 500,0 X g. Apoi se determina
concentratia de proteind in omogenizat. Supernatantul poate fi pastrat intr-un congelator la temperatura de -40°C sau
folosit imediat la montarea probelor de cercetat. Inainte de utilizare omogenizatul tisular se dilueaza cu o solutie de
0,05M de tampon fosfat, cu pH 7,4 pana la concentratia de 30 mg proteina/mL.

in godeurile B2 si B4, D2 si D4, F2 si F4 (probe paralele de cercetat) ale plicii fotometrice cu 96 godeuri se
pipeteaza cate 15 uL de dilutie a substantei de cercetat (respectiv 50,0; 31,25; 7,81 uM/L), iar in godeurile B6 si B8
(probe de control) se pipeteaza cate 15 pL de o solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4. Apoi in godeurile
B2 si B4, D2 si D4, F2 si F4 (probe paralele de cercetat), godeurile B6 si B8 (probe de control) se adauga cate 100
pL de solutie, care contine omogenizat tisular cu concentratia de 3,0 mg proteina/mL, obtinut in urma omogenizarii
tisulare cu o solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4, care contine o solutie de 1% de 3-[(3-
cholamidopropil)dimetilamonio]-1-propanesulfonat hidrat (CHAPS).

In calitate de substanta de referinta se foloseste quercetina in concentratie de 50,0 uM/L, pentru care in godeurile D6
si D8 se pipeteaza cate 15 pL de solutie de 50,0 uM/L de quercetind. Apoi se pregateste probele blank: in godeurile
B10 si D10 se pipeteaza aceleasi ingrediente ca si in probele de control, insa omogenizatul tisular se inlocuieste cu
100 pL de solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4, care contine o solutie de 1% de 3-[(3-
cholamidopropil)dimetilamonio]-1-propanesulfonat hidrat (CHAPS).

Placa se incubeazi la temperatura de 37°C, timp de 5...10 min, dupa care in toate godeurile se adauga céate 50 pL
de amestec, care contine o solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4, 0,4 uM de L-cisteina (concentratia
finala de 1,6 mM/L) si 0,04 uM/L de piridoxal 5'-fosfat (concentratia finala de 0,16 mM/L). Apoi placa se acopera
CU Un capac, care contine in partea interioara un strat de gel de agaroza de 5 mm, obtinut prin amestecarea solutiei
de 1% de agaroza cu temperatura de 50...55°C cu o solutie, care contine 0,18 M de tartrat de sodiu si potasiu si
0,08 M de hidroxid de cupru (Il) cu pH-ul 9,7. Placa se introduce imediat in termostat si se incubeaza la
temperatura de 37°C, timp de 2 ore. Apoi capacul cu gelul de agaroza se scoate de pe placd, se introduce in cititorul
de pléci si se masoara absorbanta la lungimea de undd de 320 nm, apoi se calculeaza capacitatea de producere a
hidrogenului sulfurat sub influenta substantelor cercetate dupa formula:

CP (%) = 100 -[1-(Apr-Ab)/(Ak-Ab)]*100, unde:

CP (%) - capacitatea de producere a hidrogenului sulfurat;

Apr -absorbanta probei de cercetat;

Ak - absorbanta probei de control;

Ab - absorbanta probei blank;

in cazul in care capacitatea de producere a hidrogenului sulfurat este mai mare de 100%, substanta cercetata
activeaza capacitatea de producere a hidrogenului sulfurat, iar dacd este mai micd de 100%, substanta cercetata
inhiba capacitatea de producere a hidrogenului sulfurat.
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La masurarea absorbantei s-a obtinut:

Absorbanta probei de cercetat (Apr) la testarea substantei BV-2:
pentru concentratia de 7,81 uM/L 0,464

pentru concentratia de 31,25 uM/L 0,387

pentru concentratia de 50,0 uM/L 0,310

Absorbanta probei de control (Ak) - 0,551.
Absorbanta probei de referinta - quercetina (Aquer) - pentru concentratia de 50,0 uM/L - 0,730.
Absorbanta probei blank (Ab) - 0,103.
Noti: - sunt prezentate valorile medii ale absorbantei a 2 determinari paralele.
Astfel, CP (%) (pentru concentratia de 7,81 uM/L) = [(0,464-0,103)/(0,551-0,103]*100 =

[0,361/0,448]*100 =80,6.
CP (%) (pentru concentratia de 31,25 pM/L) = [(0,387-0,103)/(0,551-0,103)]*100 =

[ 0,281/0,448]*100 =63,4.
CP (%) (pentru concentratia de 50 uM/L) = [(0,310-0,103)/(0,551-0,103)]*100 =

[ 0,185/0,448]*100= 76,2.
CP (%) quercetina (pentru concentratia de 50,0 uM/L) = [(0,730- 0,103)/(0,551-0,103)]*100 = [0,627/0,448]*100
=140,0.
Deci, substanta BV-2 are proprietatea de a inhiba producerea de hidrogen sulfurat (H,S), ceea ce se manifestd prin
reducerea capacitatii procentuale de producere a H,S la diferite concentratii. Producerea procentuald de hidrogen
sulfurat (H.S) la concentratia de 50,0 pM/L pentru substanta PV-2 s-a redus pana la 76,2%, pe cand pentru
quercetind capacitatea procentuald de producere a HS la concentratia de 50 uM/L constituie 140,0 %.
Analogic exemplelor de mai sus au fost cercetate si alte concentratii ale omogenizatului tisular (0,05...5,0 mg/mL),
ale concentratiei solutiei de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4, L-cisteina - 2,0...8,0 mM (concentratia finala de
8,0...32,0 mM/L) si piridoxal 5'-fosfat - 0,2...0,8 mM/L (concentratia finala de 0,8...3,2 mM/L), ale raportului
dintre solutia de 1% de agaroza si solutia, care contine 0,18 M de tartrat de sodiu si potasiu si 0,08 M de hidroxid
de cupru (I): 3:1; 4:1; 5:1 ale pH-ului solutiei 7,5...10,0, iar absorbanta probelor a fost masurata in intervalul
lungimilor de unda de 310...450 nm.
Experientele au permis de a stabili limitele optimale ale solutiei de omogenizat tisular -1,0...3,0 mg proteind/ml in
solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4, ale amestecului, care contine solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu
pH-ul 7,4, 0,2...0,4 uM de L-cisteind (concentratia finald de 0,8...1,6 mM/L) si 0,02...0,04 uM/L de piridoxal 5'-
fosfat (concentratia finald de 0,08...0,16 mM/L); ale gelului de agaroza de 3...5 mm, obtinut prin amestecarea
solutiei de 1% de agaroza cu temperatura de 50...55 °C cu solutia, care contine 0,18 M de tartrat de sodiu si de
potasiu si 0,08 M de hidroxid de cupru (I1) in raportul 4:1 (v/v), cu pH-ul 9,0...9,7; ale absorbantei la lungimea de
unda de 320 nm pentru obtinerea efectului pozitiv.
Analizele au fost efectuate in Laboratorul de Biochimie al USMF (in volum de 300 analize), iar rezultatele obtinute
au permis de a argumenta efectul pozitiv si avantajul metodei propuse fata de cea mai apropiata solutie. La folosirea
metodei descrise se mareste precizia si reproductibilitatea metodei in comparatie cu cea mai apropiata solutie, se
exclude folosirea reactivelor extrem de toxici. Aceasta permite de a depista mai precis efectele diferitor concentratii
ale substantelor testate asupra productiei de H,S, se micsoreaza cheltuielile de reagenti, se exclude folosirea
substantelor extrem de toxice, creste productivitatea muncii cu un efect economic apreciabil.



