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Descrierea inventiei 

METODA SPECTROFOTOMETRICA DE DETERMINARE A ACTIVITATII 


AGENTILOR DECUPLANTI A FOSFORILARII OXIDATIVE . . 
Inventia se refera la un procedeu de determinare a agentilor decuplanti ai 

fosforilarii oxidative bazat pe formarea alcoolului etilic in radiculele plantelor 

superioare ~i in drojdia de bere sub actiunea dinitrofenolilor ~i al altor compu~i 

chimici cu potentiala aciiune de decuplare. Prin fosforilare oxidativa se inielege 

formarea moleculelor de acid adenozin-trifosforic (notat aiGi ATP), bogate in energie, 

in cadrul lantului transportor de electroni existent Tn matricea mitocondriala a 

organismelor eucariote [1]. Acest proces este eseniial pentru toate aspectele vietii 

celulare Tn organismele aerobe, deoarece ATP-ul constitute. principala lor sursa de 

energie utilizabila [2]. Prin lant transportor de electroni se Tntelege sistemul de reactii 

biochimice prin care compu~ii bogati in atomi de hidrogen (H+) de tipul NADH ~i 

FADH2 reduc succesiv unele feroproteine, chinonele ~i citocromii b, C, a; acesta din 

urma, citocromul a, reduce oxigenul molecular ajuns Tn celule in decursul procesului 

de respiratie cu formare de molecule de apa. Energia rezultata din fiecare molecula 

de NADH consumata ~i, respectiv, fiecare molecula de flavinadenindinucleotida 

redusa (notata aici FADH2) este inmagazinata in cate 3 molecule de ATP ~i, 

respectiv, 2 molecule de ATP [3]. 

Agentii de decuplare sunt compu~i chimici de natura organica sau proteica ce 

inhiba formarea moleculelor de ATP (acid adenozin-trifosforic) in procesul de 

respiratie a organismelor eucariote. Energia rezultata in procesul respirator in reactia 

globala a NADH ~i FADH2 cu oxigenul nu se acumuleaza sub forma moleculelor de 

ATP, ci se elibereaza sub forma de caldura. Prin eucariote se inieleg organismele 

celulare care posed a un nucleu bine diferentiat Respiratia ~i formarea de ATP in 

procesul respirator are loc Tn astfel de celule, dar la nivelul unor corpuscului 

subcelulari ce poarta denumirea de mitocondrii. Acestea se deosebesc de 

organismele anaerobe, numite ~i organisme procariote, care folosesc 0 alta strategie 

de a obtine energie ~i anume prin intermediul procesului de fermentaiie. De 

asemenea, organismele procariote posed a un nucleu nediferentiat in celule, iar 

oxigenul este toxic pentru acestea. Procesul de fermentaiie reprezinta eliberarea 

energiei din moleculele de glucoza ~i alte zaharuri Tn absenia oxigenului, sub 

aciiunea unor enzime specifice, cu formare de alcool etilic [4]. 
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In literatura sunt descrise procesele biochimice de procurare a energiei prin 
respiratie, adica prin arderea in celule a zaharurilor in prezenta oxigenului molecular, 
iar energia rezultata este inmagazinata sub forma moleculelor de ATP. Tn schimb, in 

lipsa oxigenului, in celulele eucariotelor apar 0 serie de procese fermentative care 
conduc la eliberarea unei cantita~i mai mici de energie, inmagazinata intr-un numar 
relativ mai mic de molecule de ATP. In decursul proceselor fermentative rezulta !?i 
molecule de alcool etilic [5]. 

De!?i exista numero!?i agenti decuplanti, nu este cunoscuta 0 metoda eficienta 

!?i simpla de evidentiere a actiunii acestora !?i, in consecinta, de clasificare a 
substantelor chimice functie de gradul lor de decuplare [6]. 

Dinitrofenolii ~i alli agenti decuplanti ai fosforilarii oxidative de respiralie inhiba 
oxidarea glucozei cu oxigenul din atmosfera cu formare de dioxid de carbon ~i apa !?i 

eliberare de ATP. Mai mult dedit atat, ace!?ti agenti stimuleaza procesele 
fermentative ale glucozei cu formare de alcool etilic [7]. De aceea, masurarea 
cantitalii de alcool formate sub actlunea agentilor de decuplare poate fi 0 masura a 
activitalii acestora. Trecerea de la respiratie la fermentatie sub actiunea decuplanlilor 
poate fi eVidentiata utilizand diverse organisme vii cum ar fi drojdia de bere, plantele 
superioare sau chiar tesuturi vegetale ce contin Inca celule intacte. Se pot folosi de 
exemplu radicule de grau sau porumb, tratate pentru scurt timp cu 2,4-dinitrofenol 
sau alli agenti decup1anti. Daca lesutul respectiv nu mai are celule intacte, atunci are 

loc numai fermentatia alcoolica indiferent daca se introduce decuplantul sau nu, 
deoarece enzimele caracteristice procesului de fermentalie nu sunt afectate de 
distrugerea celulelor ~i mitocondriilor, in timp ce respiratia se desfa~oara in celule, 
numai la nivelul mitocondriilor. 

Prezenta inventie se bazeaza pe faptul ca, sub actiunea agentilor decuplanti, 
este inhibata respiratia celulelor organismelor eucariote !?i se formeaza alcoolul etilic, 

ce poate fi determinat colorimetric prin reducerea bicromatului de potasiu (K2Cr207), 
de culoare portocalie, in mediu puternic acid (H2S04) la saruri de crom (III) de 
culoare verde. Astfel, utilizand apa distilata ca martor care nu are ac~iune decuplanta 
!?i 2,4-DNP, un agent de decuplare clasic, drept etalon [8], se poate determina 

intensitatea ac~iunii decuplante a celorlalti compu!?i chimici, daca ace!?tia sunt intr
adevar agenti decuplanti. 

In principiu, intr-un vas de sticla inchis cu capac prevazut intern cu un al 
doilea vas de dimensiuni mai mici ce contine materialul vegetal tratat In prealabil cu 

solutii de agenti de decuplare sau de alti compu!?i chimici analizati !?i 0 solu~ie de 
hidroxid de sodiu de concentratie 0,1 N (NaOH). 
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Tn vasul mare, exterior celui in care s-a plasat materialul vegetal, se introduce 

o solutie de K2Cr207 9i H2S04 (Figura 1). Dupa inchiderea ermetica a vasului 
exterior, intregul dispozitiv se termostateaza la 0 temperatura de aproximativ 55°C, 

cel pu\in 0 ora, in scopul evaporarii alcoolului etilic, rezultat Tn urma biosintezei, din 

vasul interior 9i captarea sa in cel exterior, Tn care are loc oxidarea alcoolului 9i 

reducerea bicromatului de potasiu, reactie care poate fi pusa Tn evidenta pe baza 
virajului de culoare a solutiei de la portocaliu la verde. Din solutia de culoare verde, 

rezultata, se preleveaza un volum bine determinat sau intregul volum de solutie 9i se 

dilueaza cu apa distilata, a stfe I incat maximele de absorbtie ale spectrelor rezultate, 

cu ajutorul unui spectrofotometru sau colorimetru, sa nu depageasca valoarea 1. Tn 

paralel, se realizeaza 0 curba de etalonare folosind alcool etilic (In domeniul de 

concentratie 0-5 mM), Tn vederea determinarii exacte a concentratiei alcoolului etilic 

format sub actiunea agentilor decuplanti. 

Metoda colorimetrica de determinare a activitatii agentilor decuplanti ai 

fosforilarii oxidative prezinta 0 serie de avantaje: 

- este singura metoda de evidenliere a actiunii decuplantilor 9i se bazeaza pe 
determinarea alcoolului etilic rezultat sub actiunea acestora; 

- de9i reactia cu bicromatul de potasiu a alcoolului etilic format este 

cunoscuta, insa eliberarea sa controlata, sub actiunea hidroxidului de sodiu la 55°C, 

intr-un vas inchis 9i captarea sa in solutia de bicromat, nu a fost descrisa pana in 
prezent; 

- eviden\ierea actiunii decuplante este simpla 9i u90r de realizat Tntr-un 

laborator de chimie sau biochimie cu dotari modeste; 

- prin definitie agentii decuplanti produc trecerea de la respira\ie la 
fermentatie, iar avantajul metodei consta in aceea ca determina cantitativ principalul 

produs de fermentatie; 

- masuratorile colorimetrice sunt precise 9i exacte, permitand diferentierea 

neta intre capacitatea de decuplare a unor diferiti agenti decuplanti; 
- curba de calibrare se poate realiza, utilizand alcool etilic de diferite 

concentratii, la diferite lungimi de unda, cea mai potrivita fiind masurarea absorbantei 
in ultraviolet, la 350 nm; 

- poate constitui un test vizual rapid deoarece schimbarea culorii sub actiunea 
decuplantilor poate fi observata direct Tn vasul de reactie; 
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Caracterul de noutate al metodei descrise consta in masurarea, pentru prima 

data, a actiunii decuplante a unor compu9i chimici prin determinarea cantitatii de 
alcool etilic produs de celulele vii, sub actiunea acestora. De asemenea, 
masuratorile se efectueaza printr-un procedeu nou bazat pe reactia cunoscuta a 

bicromatului de potasiu cu alcoolul etilic, pentru care au fost optimizati 0 serie de 
parametri de lucru: durata tratamentului materialului vegetal cu compu9ii chimici de 
analizat, cantitatea de material luata in lucru, modalitatea de eliberare controlata a 
alcoolului etilic format respectiv captarea sa dupa evaporare la 55°C 9i stabilirea 
parametrilor analitici ai reactiei propriu zise. Procedeul descris nu necesita instalatii 
!?i dispozitive suplimentare, Tn afara celor utilizate curent in laboratoarele de chimie 9i 
biochimie. 

in continuare sunt prezentate 2 modalita\i de realizare a inventiei. 

Exemplu 1. Se taie cu 0 foarfeca radiculele proaspat recoltate (radacini de 

plante tinere, numite 9i plantule) de grau, porumb sau alte plante superioare. Din 
aceste radicule sectionate, se cantaresc in duplicat 0 cantitate de 1 9 de material 
vegetal. Separat, in pahare de tip Berzelius sau echivalente, se pipeteaza cate 5 mL 

de solutie proaspat preparata de 2,4-DNP sau dintr-o alta substanta care ulterior va 
fi supusa analizei, avand 0 concentratie de 50 \-1M, peste care se adauga 
fragmentele de radicule !?i se lasa in repaos timp de 15 minute pentru penetrarea 
compu!?ilor in materialul vegetal. Dupa 15 minute, radacinile se scot !?i se 
tamponeaza folosind hartie de filtru pentru indepartarea lichidului rezidual, fiind 
incubate, la temperatura camerei, timp de 30 minute in vederea satisfacerii 

procesului biochimic/biologic de fermentatie alcoolica. Pentru determinarea indirecta 
a nivelului de alcool etilic produs, se folose9te dispozitivul din Figura 1, Acest 

dispozitiv consta dintr-un vas prevazut cu doua compartimente: unul central !?i unul 
extern acestuia, in care se a'fla primul. Tn compartimentul central se adauga 

radacinile tratate peste care se pipeteaza cate 2 mL de NaOH (0,1 N), cu scopul 
eliminarii produ!?ilor secundari de reactie cum ar fi aldehida acetica, in 
compartimentul extern se pipeteaza succesiv cate 3 mL de K2Cr207 (10-2 M) !?i 3 mL 

de H2S04 (96%). Dupa adaugarea acestor componenti, vasul se incubeaza pe 0 

plita electrica, timp de 1 ora, la temperatura de 55°C. 
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in decursul procesului de incubare are loc evaporarea alcoolului etilic format 9i 

transform area aldehidei acetice rezultate in urma procesului de fermentatie in acetat 

de sodiu 9i alcool etilic. Alcoolul etilic rezultat in procesul de fermentatie este captat 

In solutia acida de bicromat de potasiu. Amestecul de reactie rezultat ce contine 

bicromat de potasiu nereactionat, acid sulfuric, alcool etHic ~i vapori de apa captati 

se preleveaza 9i dilueaza la un volum final de 10 mL cu apa distilata. Spectrul de 

absorbtie al solutiei rezultate este Tnregistrat Tn domeniul spectral A =250-650 nm 

(Figurile 2-4). Reactia alcoolului etilic cu K2Cr207 este redata prin urmatoarea 

ecuatie chimica: 

A9adar, formarea alcoolului etilic este evidentiata prin aceasta reac\ie de 

culoare, deoarece solutia se coloreaza Tn verde, ca urmare a reducerii cromului{VI) 

la crom{III). Concomitent, se formeaza 9i aldehida acetica, ce poate fi decelata 9i 

dupa mir~s. Cantitatea de alcool format este insa dependenta de gradul de 

decuplare a fosforilarii oxidative, de catre dinitroderivati sau de alti compw;;i care 

manifesta ac\iune asemanatoare decuplanta, precum 9i de concentratia 9i de timpul 

de ac\iune al acestora al acestora. 

Din figura 2, ce reprezinta etalonarea metodei de lucru, rezulta urmatoarele: 

solutia de K2Cr207 10-2 M prezinta un maxim de absorbtie maxima la 350 nm cu 0 

intensitate de 0,450; tratamentul cu apa distilata al radiculelor (control) a condus la 0 

valoare a absorbantei de 0,269, caz in care nu s-a evidentiat reducerea bicromatului 
, I 

de potasiu. Solu\ia de ioni de Cr3 
+ 10-2 M, de culoare verde, utilizata pentru 

eviden\ierea procesului de reducere a bicromatului de potasiu, a prezentat mai multe 

benzi de absorbtie (Ia 296 rim, 403 nm respectiv 573 nm cu intensitatile de 0,082, de 

0,061 respectiv de 0,049). Solutia rezultata prin tratarea radiculelor cu 0 solutie de 

2,4-DNP de concentratie 50 IJM a prezentat un maxim de absorbtie la 350 nm de 

intensitate 0,014, indicand formarea alcoolului etilic ce a redus bicromatul de potasiu 

la saruri de crom trivalent, solutia finala de culoare verde contine astfel Cr2{S04h 

in acest expemplu solutia de Cr3 
+ 10-2 M a fost folosita pentru a evidentia 

modificarile spectra Ie in cazul Tn care intreaga cantitate de bicromat de potasiu ar fi 

redusa. Totodata, folosirea solu\iei de 2,4-DNP 50 IJM drept etalon, pentru 

determinarea activitatii de decuplare Tn cazul in care este estimata activitatea 

decuplanta a altor compu9i investigati. 

5 
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Testele realizate cu diferiti compu~i au condus la modificari spectrale ale 

solutiei acide de K2Cr207 datorita producerii unor cantitati diferite de alcool etilic Tn 

functie de natura compusului investigat. Surprinzator, actiunea decuplanta cea mai 

intensa a fost observata Tn cazul p-nitrobenzaldehidei care a depa~it-o pe aceea a 

etalonului folos;t, 2,4-DNP. 2,4-Dinitroclorbenzenul nu a prezentat actiune 

decuplanta, iar toxicitatea acestuia ar putea sa fie cauzata de alte proprietati ale 

acestuia, cum ar fi reactia cu gruparile aminice ale proteinelor ~i acizilor nucleici. 

Dinitrofenil-S-glutationul, dimpotriva, a prezentat 0 actiune stimulatoare asupra 

respiratiei, inhibfmd productia de alcool prin fermentatie. Celelalte substante testate 

au prezentate grade diferite de decuplare. Remarcabila este ~i actiunea acidului 

picric care a fost asemanatoare cu aceea a 2,4-DNP (Figura 3). Aceste rezultate 

sunt redate Tn figura 4. 

Exemplu 2. Se procedeaza ca Tn exemplul1, insa materialul biologic utilizat n 
constituie drojdia de bere (Saccharomyces cere visia e). Pentru aceasta se utilizeaza 

o suspensie de drojdie preparata Tntr-o solutie de glucoza (5 9 de drojdie 

Saccharomyces cerevisiae ~i 5 9 de glucoza sunt suspendate Tntr-un volum final de 

100 mL). Din suspensia proaspat preparata, se releveaza 1 mL ~i se amesteca cu 1 

mL de solutie de 2,4-DNP de concentratie 50 IJM. Dispozitivul utilizat, solutiile de 

K2Cr207 10-2 M, NaOH (0,1 N), H2S04 (96%) precum ~i procedeul de lucru sunt 

identice cu cele descrise Tn exemplul 1. Singura diferenta 0 constitue adaugarea , a 

unui mL de amestec de suspensie de drojdie cu un volum egal de solutie de 2,4

DNP sau aceea unui alt compus chimic ce trebuie investigat. 

Rezultatele obinute sunt prezentate Tn Figura 5. Tn prezenta drojdiei de bere, 

spectrul de absorbtie al bicromatului de potasiu prezinta acelea~i benzi in domeniul 

ultraviolet ca !?i in cazul solutiei de K2Cr207 pur. 2,4-DNP induce trecerea drojdiei de 

la respiratia aeroba la fermentatia anaeroba ~i formare de alcool etilic fapt care 

permite reducerea ionitor de Cr'+ la ion; Cr3+, respectiv aparitia coloratiei verzi ~i 

disparitia, benzii caracteristice bicromatului de potasiu. De asemenea, pe baza 

acestor date experimentale putem afirma faptul ca: concentratia sau cantitatea de 

alcool produs este proportionala cu intensitatea actiunii decuplante a fosforilarii 

oxidative. Aceasta afirmatie poate fi pusa Tn evidenta pe baza masuratorilor 

spectrofotometrice atat in ultraviolet, la aproximativ 350 nm prin diminuarea 

intensitatii maximului de absorbtie, cat ~i Tn vizibil, la aproximativ 600 nm, unde 

cre~terea intensitatii maximului de absorbtie este direct proportionala cu concentratia 

ionilor de crom trivalent formati in prezenta de alcool etilic. 
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Revendicari 

1. Metoda spectrofotometrica de determinare a activitatii agentilor decuplanti 
ai fosforilarii oxidative, caracterizata prin aceea ca se determina, cu ajutorul unei 
solutii acide de bicromat de potasiu, cantitatea de alcool etilic ce este produsa sub 

actiunea unor substante chimice intr-un material biologic ce contine celule vii ale 
unor organisme eucariote. 

2. Procedeu, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca se folose~te 
drept proba cate 1 9 de radicule sectionate, care sunt tratate, timp de 15 minute, cu 

cate 5 mL de solutie proaspat preparata de 2,4-DNP sau de alta substanta de 
analizat, cu concentratia 50 IJM. Proba se mentine in solutia de tratament timp de 15 
minute, pentru penetrarea compu~ilor in materialul vegetal, dupa care este 
tamponata ~i mentinuta la temperatura camerei timp de 30 minute. Tn instalatia 
utilizata, formata din doua compartimente, in compartimentul central, peste 
radiculele ce contin etanol se adauga 2 mL NaOH (0,1 N), iar in compartimentul 
extern se introduc cate 3 mL de K2Cr207 (10-2 M) ~i 3 mL de H2S04 (96%). Vasul se 
incubeaza pe 0 plita electrica timp de 1 ora, la temperatura de 55 ac. Dupa captarea 

vaporilor de alcool etilic ~i apa in solutia de bicromat de potasiu, intreg volumul de 
solutie ce contine bicromat de potasiu nereactionat, acid sulfuric, alcool etilic ~i 

vapori de apa captati, se aduce la un volum constant de 10 mL cu apa distilata. 
Spectrul de absorbtie optica al solutiei rezultate este inregistrat in domeniul spectral 
A. =250-650 nm. Determinarea concentratiei sau a cantitatii de alcool etilic produse 
sub actiunea agentilor decuplanti este realizata cu ajutorul unei curbe de etalonare 
utilizand alcool etilic pur, din care se prepara dilutiile corespunzatoare (Figura 6). 

3. Procedeu, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca se folose~te 
drept proba de masurat in locul unui gram de radicule sectionate, cate 1 mL 
suspensie de drojdie ~i 1 mL solutie de 2,4-DNP sau alta substanta de analizat ce se 
amesteca bine ~i din care se preleveaza 1 mL de proba. Suspensia de drojdie se 
realizeaza prin amestecarea a 5 9 de drojdie Saccharomyces cerevisiae cu 5 9 de 
glucoza ~i completare la 100 mL cu apa distilata. Tratamentul probei cu volumul de 1 
mL se realizeaza Tn acelea~i conditii ~i cu acela~i dispozitiv ca ~i cantitatea de 1 9 de 
proba din revendicarea 1. 
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Figura 1. Vas de reactie folosit Tn determinarea alcoolului etilic produs in materialul 

vegetal sub ac\iunea agen\ilor de decuplare 
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Figura 2. Spectrele UV-Viz ale solutiilor apoase acide folosite pentru etalonarea 
metodei de lucru. 
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Figura 3. Spectrele de absorbtie UV-Viz a unor poten\iali compu~i care pot 

manifesta acliune decuplanta. 

ONP-GSH: dinitrofenil-S-glutation, ONCB: 2,4-dinitroclorbenzen, 2,4-0NA: 

2,4-dinitroanisol, ONG: 2,4-dinitrofenilglicerina, ONFGA: 2-(2-fluoro-5 

nitrofenilamino)-acetamida, ONSA: acid 3,5-dinitrosalicilic, ONOC: 3,5

dinitro-o-crezol, TNF: acid picric, 2,4-0NP: 2,4-dinitrofenol. pNBA: p

nitrobenzaldehida 
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Figura 4. 	 Spectrele UV-Viz (300-400 nm) care indica gradul de conversie al Cr (VI) 

la Cr (III) respective actiunea decuplanta, a cornpu~ilor investigati, asupra 

procesului de fosforilare oxidativa 
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Figura 5. Spectrele UV-Viz ale dinitrofenolului, bicromatului de potasiu ~i ale ionilor 

de crom trivalent in prezenta drojdiei de bere, in conditii1e prezentei 
inventii., 
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Figura 6. Curba de etalonarea obtinuta pe baza unui set de concentratii de alcool 

etilic 
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