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Invenţia se referă la o metoda colorimetrică de determinare a activităţii agenţilor1

decuplanţi ai fosforilării oxidative bazat pe formarea alcoolului etilic în radiculele plantelor
superioare şi în drojdia de bere sub acţiunea dinitrofenolilor şi al altor compuşi chimici cu3

potenţială acţiune de decuplare. 

Este cunoscut din articol Lozinsky O. V., Lushchak O. V., Storey J. M., Storey K.5

B., Lushchak V., “The mitochondrial uncoupler 2,4-dinitrophenol attenuates sodium
nitroprusside-induced toxicity in Drosophila melanogaster: potenţial involvement of7

free radicals”, Comp. Biochem. Physiol. C. Toxicol. Pharmacol., 158(4), 244-252, 2013
faptul că utilizând apa distilată ca martor care nu are acţiune decuplantă şi 2,4-DNP, un9

agent de decuplare clasic, drept etalon se poate determina intensitatea acţiunii decuplante
a celorlalţi compuşi chimici, dacă aceştia sunt într-adevăr agenţi decuplanţi.11

Este cunoscut din articol Prebble J.N., Studies in History and Philosophy of

Science Part C; Studies in History and Philosophy of Biological and Biomedical13

Sciences,vol. 41(3), 253-262, 2010 faptul c originile fosforilarii oxidative, cunoscute iniţial
sub numele de fosforilare aerobă, au aparut din trei domenii de cercetare ale metabolismului15

muscular, fosforilarea creatinei, metabolismul aerob al acidului lactic în muşchi şi studii
despre natura şi rolul adenozin trifosfatului (ATP), un lanţ transportor de electroni adică un17

sistem de reacţii biochimice prin care compuşii bogaţi în atomi de hidrogen (H+) de tipul
NADH şi FADH2 reduc succesiv unele feroproteine, chinonele şi citocromii b, c, c;19

De asemenea este cunoscut din articol Wu Y.N., Munhall A.C., Johnson S.W.,

Mitochondrial uncoupling agents antagonize rotenone actions in rat substantia nigra21

dopamine neurons. Brain Res., 1395, 86-93, 2011 un studiu de a testa ipoteza ca agenţii
de decuplare a fosforilării oxidative ar antagoniza efectul rotenonei asupra curentului NMDA23

decuplarea uşoara a fosforilarii oxidative reduce generarea de specii reactive de oxigen
(ROS).25

Prin fosforilare oxidativă se înţelege formarea moleculelor de acid adenozin-trifosforic
(notat aici ATP), bogate în energie, în cadrul lanţului transportor de electroni existent în27

matricea mitocondrială a organismelor eucariote [Lehninger A., L, Biochimie, Ed. Tehnică,

2, 473-501, 547-572, 1987]. Acest proces este esenţial pentru toate aspectele vieţii celulare29

în organismele aerobe, deoarece ATP-ul constitute principala lor sursă de energie utilizabilă.
Prin lanţ transportor de electroni se înţelege sistemul de reacţii biochimice prin care compuşii31

bogaţi în atomi de hidrogen (H+) de tipul NADH şi FADH2 reduc succesiv unele feroproteine,
chinonele şi citocromii b, c, c; acesta din urmă, citocromul a, reduce oxigenul molecular ajuns33

în celule în decursul procesului de respiraţie cu formare de molecule de apă. Energia
rezultată din fiecare moleculă de NADH consumată şi, respectiv, fiecare moleculă de35

flavinadenindinucleotidă redusă (notată aici FADH2) este înmagazinată în câte 3 molecule
de ATP şi, respectiv, 2 molecule de ATP .37

Agenţii de decuplare sunt compuşi chimici de natură organică sau proteică ce inhibă
formarea moleculelor de ATP (acid adenozin-trifosforic) în procesul de respiraţie a39

organismelor eucariote. Energia rezultată în procesul respirator în reacţia globală a NADH
şi FADH2 cu oxigenul nu se acumulează sub forma moleculelor de ATP, ci se eliberează sub41

formă de căldură. Prin eucariote se înţeleg organismele celulare care posedă un nucleu bine
diferenţiat. Respiraţia şi formarea de ATP în procesul respirator are loc în astfel de celule,43

dar la nivelul unor corpuscului subcelulari ce poartă denumirea de mitocondrii. Acestea se
deosebesc de organismele anaerobe, numite şi organisme procariote, care folosesc o altă45

strategie de a obţine energie şi anume prin intermediul procesului de fermentaţie. De
asemenea, organismele procariote posedă un nucleu nediferenţiat în celule, iar oxigenul este47
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toxic pentru acestea. Procesul de fermentaţie reprezintă eliberarea energiei din moleculele 1

de glucoză şi alte zaharuri în absenţa oxigenului, sub acţiunea unor enzime specifice, cu

formare de alcool etilic [Klein D. W., Lansing M., Harley J., Microbiology, 6th ed., New 3

York: McGraw-Hill, 2006].
Sunt descrise În literatură procesele biochimice de procurare a energiei prin 5

respiraţie, adică prin arderea în celule a zaharurilor în prezenţa oxigenului molecular, iar
energia rezultată este înmagazinată sub forma moleculelor de ATP, în schimb, în lipsa 7

oxigenului, în celulele eucariotelor apar o serie de procese fermentative care conduc la
eliberarea unei cantităţi mai mici de energie, înmagazinată într-un număr relativ mai mic de 9

molecule de ATP, în decursul proceselor fermentative rezultă şi molecule de alcool etilic

[Cavalieri D., McGovern P. E., Hart D. L, Polsinelli M., Evidence for S. Cerevisiae 11

fermentation in ancientwine, J., Mol., Evol., 57, 226-232, 2003].
Deşi există numeroşi agenţi decuplanţi, nu este cunoscută o metodă eficientă şi 13

simplă de evidenţiere a acţiunii acestora şi, în consecinţă, de clasificare a substanţelor

chimice funcţie de gradul lor de decuplare [Barros M. H., Bandy, B., Tahara E. B., 15

Kowaltowski A. J., Higher respiratory activity decreases mitochondrial reactive

oxygen release and increases life spân in Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem., 17

279, 49883-49888, 2004].
Dinitrofenolii şi alţi agenţi decuplanţi ai fosforilării oxidative de respiraţie inhibă oxi- 19

darea glucozei cu oxigenul din atmosferă cu formare de dioxid de carbon şi apă şi eliberare
de ATP. Mai mult decât atât, aceşti agenţi stimulează procesele fermentative ale glucozei 21

cu formare de alcool etilic [Shavell V. I., Fletcher N. M., Jiang Z. L, Saed G. M., Diamond

M. P., Uncoupling oxidative phosphorylation with 2,4-dinitrophenol promotes 23

development of the adhesion phenotype. Fertility and Sterility,97(3), 729-733, 2012].
De aceea, măsurarea cantităţii de alcool formate sub acţiunea agenţilor de decuplare poate 25

fi o măsură a activităţii acestora. Trecerea de la respiraţie la fermentaţie sub acţiunea
decuplanţilor poate fi evidenţiată utilizând diverse organisme vii cum ar fi drojdia de bere, 27

plantele superioare sau chiar ţesuturi vegetale ce conţin încă celule intacte. Se pot folosi de
exemplu radicule de grâu sau porumb, tratate pentru scurt timp cu 2,4-dinitrofenol sau alţi 29

agenţi decuplanţi. Dacă ţesutul respectiv nu mai are celule intacte, atunci are loc numai
fermentaţia alcoolică indiferent dacă se introduce decuplantul sau nu, deoarece enzimele 31

caracteristice procesului de fermentaţie nu sunt afectate de distrugerea celulelor şi mito-
condriilor, în timp ce respiraţia se desfăşoară în celule, numai la nivelul mitocondriilor. 33

Problema tehnică pe care o rezolvă invenţia constă în optimizarea unor parametrii
de lucru cum ar fi durata tratamentului materialului vegetal cu compuşii chimici de analizat, 35

cantitatea de material luată în lucru, modalitatea de eliberare controlată a alcoolului etilic
format respectiv captarea sa după evaporare la 55/C, măsurarea acţiunii decuplante a unor 37

compuşi chimici prin determinarea cantităţii de alcool etilic produs de celulele vii, sub
acţiunea acestora. 39

Metoda conform invenţiei se bazează pe faptul că, sub acţiunea agenţilor decuplanţi,
este inhibată respiraţia celulelor organismelor eucariote şi se formează alcoolul etilic, ce 41

poate fi determinat colorimetric prin reducerea bicromatului de potasiu (K2Cr2O7), de culoare
portocalie, în mediu puternic acid (H2SO4) la săruri de crom (III) de culoare verde. Astfel, 43

utilizând apa distilată ca martor care nu are acţiune decuplantă şi 2,4-DNP, un agent de
decuplare clasic, drept etalon, se poate determina intensitatea acţiunii decuplante a celorlalţi 45

compuşi chimici, dacă aceştia sunt într-adevăr agenţi decuplanţi.
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În principiu, într-un vas de sticlă închis cu capac prevăzut intern cu un al doilea vas1

de dimensiuni mai mici ce conţine materialul vegetal tratat în prealabil cu soluţii de agenţi de
decuplare sau de alţi compuşi chimici analizaţi şi o soluţie de hidroxid de sodiu de3

concentraţie 0,1N (NaOH).
În vasul mare, exterior celui în care s-a plasat materialul vegetal, se introduce o5

soluţie de K2Cr2O7 şi H2SO4 (fig. 1). După închiderea ermetică a vasului exterior, întregul
dispozitiv se termostatează la o temperatură de aproximativ 55/C, cel puţin o oră, în scopul7

evaporării alcoolului etilic, rezultat în urma biosintezei, din vasul interior şi captarea sa în cel
exterior, în care are loc oxidarea alcoolului şi reducerea bicromatului de potasiu, reacţie care9

poate fi pusă în evidenţă pe baza virajului de culoare a soluţiei de la portocaliu la verde. Din
soluţia de culoare verde, rezultată, se prelevează un volum bine determinat sau întregul11

volum de soluţie şi se diluează cu apă distilată, astfel încât maximele de absorbţie ale
spectrelor rezultate, cu ajutorul unui spectrofotometru sau colorimetru, să nu depăşească13

valoarea 1. În paralel, se realizează o curbă de etalonare folosind alcool etilic (în domeniul
de concentraţie 0-5 mM), în vederea determinării exacte a concentraţiei alcoolului etilic15

format sub acţiunea agenţilor decuplanţi.
Metoda colorimetrică de determinare a activităţii agenţilor decuplanţi ai fosforilării17

oxidative conform invenţiei, prezintă o serie de avantaje:
- este singura metodă de evidenţiere a acţiunii decuplanţilor şi se bazează pe19

determinarea alcoolului etilic rezultat sub acţiunea acestora;
- deşi reacţia cu bicromatul de potasiu a alcoolului etilic format este cunoscută, însă21

eliberarea sa controlată, sub acţiunea hidroxidului de sodiu la 55/C, într-un vas închis şi
captarea sa în soluţia de bicromat, nu a fost descrisă până în prezent;23

- evidenţierea acţiunii decuplante este simplă şi uşor de realizat într-un laborator de
chimie sau biochimie cu dotări modeste;25

- prin definiţie agenţii decuplanţi produc trecerea de la respiraţie la fermentaţie, iar
avantajul metodei constă în aceea că determină cantitativ principalul produs de fermentaţie;27

- măsurătorile colorimetrice sunt precise şi exacte, permiţând diferenţierea netă între
capacitatea de decuplare a unor diferiţi agenţi decuplanţi;29

- curba de calibrare se poate realiza, utilizând alcool etilic de diferite concentraţii, la
diferite lungimi de undă, cea mai potrivită fiind măsurarea absorbantei în ultraviolet, la31

350 nm;
- poate constitui un test vizual rapid deoarece schimbarea culorii sub acţiunea33

decuplanţilor poate fi observată direct în vasul de reacţie.
 Măsurarea a acţiunii decuplante a unor compuşi chimici conform invenţiei se35

realizează prin determinarea cantităţii de alcool etilic produs de celulele vii, sub acţiunea
acestora. De asemenea, măsurătorile se efectuează printr-un procedeu nou bazat pe reacţia37

cunoscută a bicromatului de potasiu cu alcoolul etilic, pentru care au fost optimizaţi o serie
de parametri de lucru: durata tratamentului materialului vegetal cu compuşii chimici de39

analizat, cantitatea de material luată în lucru, modalitatea de eliberare controlată a alcoolului
etilic format respectiv captarea sa după evaporare la 55/C şi stabilirea parametrilor analitici41

ai reacţiei propriu zise. Procedeul descris nu necesită instalaţii şi dispozitive suplimentare,
în afara celor utilizate curent în laboratoarele de chimie şi biochimie.43

În continuare sunt prezentate 2 modalităţi de realizare a invenţiei.

Exemplul 145

Se taie cu o foarfecă radiculele proaspăt recoltate (rădăcini de plante tinere, numite
şi plantule) de grâu, porumb sau alte plante superioare. Din aceste radicule secţionate, se47

cântăresc în duplicat o cantitate de 1 g de material vegetal. Separat, în pahare de tip
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Berzelius sau echivalente, se pipetează câte 5 mL de soluţie proaspăt preparată de 2,4-DNP 1

sau dintr-o altă substanţă care ulterior va fi supusă analizei, având o concentraţie de 50 pM,
peste care se adaugă fragmentele de radicule şi se lasă în repaos timp de 15 min pentru 3

penetrarea compuşilor în materialul vegetal. După 15 min, rădăcinile se scot şi se tam-
ponează folosind hârtie de filtru pentru îndepărtarea lichidului rezidual, fiind incubate, la tem- 5

peratura camerei, timp de 30 min în vederea satisfacerii procesului biochimic/biologic de
fermentaţie alcoolică. Pentru determinarea indirectă a nivelului de alcool etilic produs, se 7

foloseşte dispozitivul din fig. 1. Acest dispozitiv constă dintr-un vas prevăzut cu două com-
partimente; unul central şi unul extern acestuia, în care se află primul. În compartimentul 9

central se adaugă rădăcinile tratate peste care se pipetează câte 2 mL de NaOH (0,1 N), cu
scopul eliminării produşilor secundari de reacţie cum ar fi aldehida acetică. În compartimentul 11

extern se pipetează succesiv câte 3 mL de K2Cr2O7 (10G2 M) şi 3 mL de H2SO4 (96%). După
adăugarea acestor componenţi, vasul se incubează pe o plită electrică, timp de 1 h, la 13

temperatura de 55/C.
În decursul procesului de incubare are loc evaporarea alcoolului etilic format şi 15

transformarea aldehidei acetice rezultate în urma procesului de fermentaţie în acetat de
sodiu şi alcool etilic. Alcoolul etilic rezultat în procesul de fermentaţie este captat în soluţia 17

acidă de bicromat de potasiu. Amestecul de reacţie rezultat ce conţine bicromat de potasiu
nereacţionat, acid sulfuric, alcool etilic şi vapori de apă captaţi se prelevează şi diluează la 19

un volum final de 10 mL cu apă distilată. Spectrul de absorbţie al soluţiei rezultate este
înregistrat în domeniul spectral A = 250-650 nm (fig. 2...4). Reacţia alcoolului etilic cu 21

K2Cr2O7 este redată prin următoarea ecuaţie chimică:
K2Cr2O7 + 4H2SO4 + 3CH3CH2OH 6 Cr2(SO4)3 + K2SO4 + 3CH3CHO + 7H2O 23

Aşadar, formarea alcoolului etilic este evidenţiată prin această reacţie de culoare,
deoarece soluţia se colorează în verde, ca urmare a reducerii cromului(VI) la crom(lll). 25

Concomitent, se formează şi aldehida acetică, ce poate fi decelată şi după miros. Cantitatea
de alcool format este însă dependentă de gradul de decuplare a fosforilării oxidative, de 27

către dinitroderivaţi sau de alţi compuşi care manifestă acţiune asemănătoare decuplantă,
precum şi de concentraţia şi de timpul de acţiune al acestora al acestora. 29

Din fig. 2, ce reprezintă etalonarea metodei de lucru, rezultă următoarele: soluţia de
K2Cr2O7 10G2 M prezintă un maxim de absorbţie maximă la 350 nm cu o intensitate de 0,450; 31

tratamentul cu apă distilată al radiculelor (control) a condus la o valoare a absorbantei de
0,269, caz în care nu s-a evidenţiat reducerea bicromatului de potasiu. Soluţia de ioni de Cr3+ 33

10G2 M, de culoare verde, utilizată pentru evidenţierea procesului de reducere a bicromatului
de potasiu, a prezentat mai multe benzi de absorbţie (la 296 nm, 403 nm respectiv 573 nm 35

cu intensităţile de 0,082, de 0,061 respectiv de 0,049). Soluţia rezultată prin tratarea
radiculelor cu o soluţie de 2,4-DNP de concentraţie 50 :M a prezentat un maxim de 37

absorbţie la 350 nm de intensitate 0,014, indicând formarea alcoolului etilic ce a redus
bicromatul de potasiu la săruri de crom trivalent, soluţia finală de culoare verde conţine astfel 39

Cr2(SO4)3.
În acest expemplu soluţia de Cr3+ 10G2 M a fost folosită pentru a evidenţia modificările 41

spectrale în cazul în care întreaga cantitate de bicromat de potasiu ar fi redusă. Totodată,
folosirea soluţiei de 2,4-DNP 50 :M drept etalon, pentru determinarea activităţii de decuplare 43

în cazul în care este estimată activitatea decuplantă a altor compuşi investigaţi.
Testele realizate cu diferiţi compuşi au condus la modificări spectrale ale soluţiei 45

acide de K2Cr2O7 datorită producerii unor cantităţi diferite de alcool etilic în funcţie de natura
compusului investigat. Surprinzător, acţiunea decuplantă cea mai intensă a fost observată 47

în cazul p-nitrobenzaldehidei care a depăşit-o pe aceea a etalonului folosit, 2,4-DNP. 2,4-
Dinitroclorbenzenul nu a prezentat acţiune decuplantă, iar toxicitatea acestuia ar putea să 49
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fie cauzată de alte proprietăţi ale acestuia, cum ar fi reacţia cu grupările aminice ale pro-1

teinelor şi acizilor nucleici. Dinitrofenil-S-glutationul, dimpotrivă, a prezentat o acţiune stimu-
latoare asupra respiraţiei, inhibând producţia de alcool prin fermentaţie. Celelalte substanţe3

testate au prezentate grade diferite de decuplare. Remarcabilă este şi acţiunea acidului
picric care a fost asemănătoare cu aceea a 2,4-DNP (fig. 3). Aceste rezultate sunt redate în5

fig. 4.
Exemplul 27

Se procedează ca în exemplul 1, însă materialul biologic utilizat îl constituie drojdia
de bere (Saccharomyces cerevisiae). Pentru aceasta se utilizează o suspensie de drojdie9

preparată într-o soluţie de glucoză (5 g de drojdie Saccharomyces cerevisiae şi 5 g de
glucoză sunt suspendate într-un volum final de 100 mL). Din suspensia proaspăt preparată,11

se relevează 1 mL şi se amestecă cu 1 mL de soluţie de 2,4-DNP de concentraţie 50 :M.
Dispozitivul utilizat, soluţiile de K2Cr2O7 10G2 M, NaOH (0,1 N), H2SO4 (96%) precum şi13

procedeul de lucru sunt identice cu cele descrise în exemplul 1. Singura diferenţă o constitue
adăugarea, a 1 mL de amestec de suspensie de drojdie cu un volum egal de soluţie de 2,4-15

DNP sau aceea unui alt compus chimic ce trebuie investigat.
Rezultatele obinute sunt prezentate în fig. 5 în prezenţa drojdiei de bere, spectrul de17

absorbţie al bicromatului de potasiu prezintă aceleaşi benzi în domeniul ultraviolet ca şi în
cazul soluţiei de K2Cr2O7 pur. 2,4-DNP induce trecerea drojdiei de la respiraţia aerobă la19

fermentaţia anaerobă şi formare de alcool etilic fapt care permite reducerea ionilor de Cr6+

la ioni Cr3+, respectiv apariţia coloraţiei verzi şi dispariţia, benzii caracteristice bicromatului21

de potasiu. De asemenea, pe baza acestor date experimentale putem afirma faptul că:
concentraţia sau cantitatea de alcool produs este proporţională cu intensitatea acţiunii23

decuplante a fosforilării oxidative. Această afirmaţie poate fi pusă în evidenţă pe baza
măsurătorilor spectrofotometrice atât în ultraviolet, la aproximativ 350 nm prin diminuarea25

intensităţii maximului de absorbţie, cât şi în vizibil, la aproximativ 600 nm, unde creşterea
intensităţii maximului de absorbţie este direct proporţională cu concentraţia ionilor de crom27

trivalent formaţi în prezenţă de alcool etilic.
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Revendicări 1

1. Metodă colorimetrică de determinare a activităţii agenţilor decuplanţi ai fosforilării 3

oxidative, caracterizată prin aceea că, se determină cantitatea de alcool etilic produsă sub
acţiunea unor substanţe chimice cum ar fi 2,4-dinitrofenol sau p-nitrobenzaldehidei cu 5

ajutorul unei soluţii acide de bicromat de potasiu într-un material biologic ce conţine celule
vii ale unor organisme eucariote. 7

2. Metodă conform revendicării 1, caracterizată prin aceea că, se foloseşte drept
probă câte 1 g de radicule secţionate sau o suspensie de drojdie preparată din drojdie 9

Saccharomyces cerevisiae şi glucoză, care sunt tratate, timp de 15 min, cu o soluţie
proaspăt preparată de 2,4- dinitrofenol, cu concentraţia 50 :M, proba se menţine în soluţia 11

de tratament timp de 15 min şi apoi menţinută la temperatura camerei timp de 30 min, peste
radiculele ce conţin etanol se adaugă NaOH 0,1 N, se introduc K2Cr2O7 10G2 M şi H2SO4 96%, 13

vasul se incubează timp de 1 h, la temperatura de 55/C, după captarea vaporilor de alcool
etilic şi apă în soluţia de bicromat de potasiu, întreg volumul de soluţie ce conţine bicromat 15

de potasiu nereacţionat, acid sulfuric, alcool etilic şi vapori de apă captaţi, se aduce la un
volum constant cu apă distilată, apoi se determină concentraţia sau cantitatea de alcool etilic 17

rezultată sub acţiunea sub acţiunea agenţilor decuplanţi prin spectrometrie la lungimi de
undă cuprinse în domeniul spectral A = 250-650 nm. 19
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