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Inventia se refera la o metoda colorimetrica de determinare a activitatii agentilor
decuplanti ai fosforilarii oxidative bazat pe formarea alcoolului etilic in radiculele plantelor
superioare si in drojdia de bere sub actiunea dinitrofenolilor si al altor compusi chimici cu
potentiala actiune de decuplare.

Este cunoscut din articol Lozinsky O. V., Lushchak O. V., Storey J. M., Storey K.
B., Lushchak V., “The mitochondrial uncoupler 2,4-dinitrophenol attenuates sodium
nitroprusside-induced toxicity in Drosophila melanogaster: potential involvement of
free radicals”, Comp. Biochem. Physiol. C. Toxicol. Pharmacol., 158(4), 244-252, 2013
faptul ca utilizand apa distilata ca martor care nu are actiune decuplanta si 2,4-DNP, un
agent de decuplare clasic, drept etalon se poate determina intensitatea actiunii decuplante
a celorlalti compusi chimici, daca acestia sunt intr-adevar agenti decuplanti.

Este cunoscut din articol Prebble J.N., Studies in History and Philosophy of
Science Part C; Studies in History and Philosophy of Biological and Biomedical
Sciences,vol. 41(3), 253-262, 2010 faptul c originile fosforilarii oxidative, cunoscute initial
sub numele de fosforilare aeroba, au aparut din trei domenii de cercetare ale metabolismului
muscular, fosforilarea creatinei, metabolismul aerob al acidului lactic Tn muschi si studii
despre natura si rolul adenozin trifosfatului (ATP), un lant transportor de electroni adica un
sistem de reactii biochimice prin care compusii bogati in atomi de hidrogen (H*) de tipul
NADH si FADH, reduc succesiv unele feroproteine, chinonele si citocromii b, c, c;

De asemenea este cunoscut din articol Wu Y.N., Munhall A.C., Johnson S.W.,
Mitochondrial uncoupling agents antagonize rotenone actions in rat substantia nigra
dopamine neurons. Brain Res., 1395, 86-93, 2011 un studiu de a testa ipoteza ca agentii
de decuplare a fosforilarii oxidative ar antagoniza efectul rotenonei asupra curentului NMDA
decuplarea usoara a fosforilarii oxidative reduce generarea de specii reactive de oxigen
(ROS).

Prin fosforilare oxidativa se intelege formarea moleculelor de acid adenozin-trifosforic
(notat aici ATP), bogate in energie, in cadrul lantului transportor de electroni existent in
matricea mitocondriala a organismelor eucariote [Lehninger A., L, Biochimie, Ed. Tehnica,
2,473-501, 547-572, 1987]. Acest proces este esential pentru toate aspectele vietii celulare
in organismele aerobe, deoarece ATP-ul constitute principala lor sursa de energie utilizabila.
Prin lant transportor de electroni se intelege sistemul de reactii biochimice prin care compusii
bogati in atomi de hidrogen (H") de tipul NADH si FADH, reduc succesiv unele feroproteine,
chinonele si citocromiib, ¢, ¢; acesta din urma, citocromul a, reduce oxigenul molecular ajuns
in celule in decursul procesului de respiratie cu formare de molecule de apa. Energia
rezultatd din fiecare molecula de NADH consumata si, respectiv, fiecare molecula de
flavinadenindinucleotida redusa (notata aici FADH,) este inmagazinata in cate 3 molecule
de ATP si, respectiv, 2 molecule de ATP .

Agentii de decuplare sunt compusi 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
si FADH, cu oxigenul nu se acumuleaza sub forma moleculelor de ATP, ci se elibereaza sub
forma de caldura. Prin eucariote se inteleg organismele celulare care poseda un nucleu bine
diferentiat. Respiratia si formarea de ATP in procesul respirator are loc in astfel de celule,
dar la nivelul unor corpuscului subcelulari ce poarta denumirea de mitocondrii. Acestea se
deosebesc de organismele anaerobe, numite si organisme procariote, care folosesc o alta
strategie de a obtine energie si anume prin intermediul procesului de fermentatie. De
asemenea, organismele procariote poseda un nucleu nediferentiat in celule, iar oxigenul este
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toxic pentru acestea. Procesul de fermentatie reprezinta eliberarea energiei din moleculele
de glucoza si alte zaharuri in absenta oxigenului, sub actiunea unor enzime specifice, cu
formare de alcool etilic [Klein D. W., Lansing M., Harley J., Microbiology, 6th ed., New
York: McGraw-Hill, 2006].

Sunt descrise in literaturd 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, in schimb, in lipsa
oxigenului, in celulele eucariotelor apar o serie de procese fermentative care conduc la
eliberarea unei cantitati mai mici de energie, inmagazinata intr-un numar relativ mai mic de
molecule de ATP, in decursul proceselor fermentative rezulta si molecule de alcool etilic
[Cavalieri D., McGovern P. E., Hart D. L, Polsinelli M., Evidence for S. Cerevisiae
fermentation in ancientwine, J., Mol., Evol., 57, 226-232, 2003].

Desi exista numerosi agenti decuplanti, nu este cunoscuta o metoda eficienta si
simpla de evidentiere a actiunii acestora si, in consecinta, de clasificare a substantelor
chimice functie de gradul lor de decuplare [Barros M. H., Bandy, B., Tahara E. B,
Kowaltowski A. J., Higher respiratory activity decreases mitochondrial reactive
oxygen release and increases life span in Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem.,
279, 49883-49888, 2004].

Dinitrofenolii si alti agenti decuplanti ai fosforilarii oxidative de respiratie inhiba oxi-
darea glucozei cu oxigenul din atmosfera cu formare de dioxid de carbon si apa si eliberare
de ATP. Mai mult decét atat, acesti agenti stimuleaza procesele fermentative ale glucozei
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
development of the adhesion phenotype. Fertility and Sterility,97(3), 729-733, 2012].
De aceea, masurarea cantitatii de alcool formate sub actiunea agentilor de decuplare poate
fi 0 masura a activitatii acestora. Trecerea de la respiratie la fermentatie sub actiunea
decuplantilor 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 alti
agenti decuplanti. Daca tesutul respectiv nu mai are celule intacte, atunci are loc numai
fermentatia alcoolica indiferent daca se introduce decuplantul sau nu, deoarece enzimele
caracteristice procesului de fermentatie nu sunt afectate de distrugerea celulelor si mito-
condriilor, in timp ce respiratia se desfasoara in celule, numai la nivelul mitocondriilor.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in optimizarea unor parametrii
de lucru cum ar fi durata tratamentului materialului vegetal cu compusii 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, masurarea actiunii decuplante a unor
compusi chimici prin determinarea cantitatii de alcool etilic produs de celulele vii, sub
actiunea acestora.

Metoda conform inventiei se bazeaza pe faptul ca, sub actiunea agentilor decuplanti,
este inhibata respiratia celulelor organismelor eucariote si se formeaza alcoolul etilic, ce
poate fi determinat colorimetric prin reducerea bicromatului de potasiu (K,Cr,0O,), de culoare
portocalie, Tn mediu puternic acid (H,SO,) la saruri de crom (lll) de culoare verde. Astfel,
utilizand apa distilata ca martor care nu are actiune decuplanta si 2,4-DNP, un agent de
decuplare clasic, drept etalon, se poate determina intensitatea actiunii decuplante a celorlalti
compusi chimici, daca acestia sunt intr-adevar agenti decuplanti.
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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 solutji de agenti de
decuplare sau de alti compusi chimici analizati si o solutie de hidroxid de sodiu de
concentratie 0,1N (NaOH).

In vasul mare, exterior celui in care s-a plasat materialul vegetal, se introduce o
solutie de K,Cr,0, si H,SO, (fig. 1). Dupa inchiderea ermetica a vasului exterior, intregul
dispozitiv se termostateaza la o temperatura de aproximativ 55°C, cel putin o ora, in scopul
evaporarii alcoolului etilic, rezultat in urma biosintezei, din vasul interior si captarea sa in cel
exterior, in care are loc oxidarea alcoolului si reducerea bicromatului de potasiu, reactie care
poate fi pusa in 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 si se dilueaza cu apa distilata, astfel incat maximele de absorbfiie ale
spectrelor rezultate, cu ajutorul unui spectrofotometru sau colorimetru, sa nu depaseasca
valoarea 1. In paralel, se realizeaz& o curb& de etalonare folosind alcool etilic (in domeniul
de concentratie 0-5 mM), in vederea determinarii exacte a concentratiei alcoolului etilic
format sub actiunea agentilor decuplanti.

Metoda colorimetrica de determinare a activitatii agentilor decuplanti ai fosforilarii
oxidative conform inventiei, prezinta o serie de avantaje:

- este singura metoda de evidentiere a actiunii decuplantilor si se bazeaza pe
determinarea alcoolului etilic rezultat sub actiunea acestora;

- desi 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 si
captarea sa in solutia de bicromat, nu a fost descrisa pana in prezent;

- evidentierea actiunii decuplante este simpla si usor de realizat intr-un laborator de
chimie sau biochimie cu dotari modeste;

- prin definitie agentii decuplanti produc trecerea de la respiratie la fermentatie, iar
avantajul metodei consta in aceea ca determina cantitativ principalul produs de fermentatie;

- masuratorile colorimetrice sunt precise si exacte, permitand diferentierea neta intre
capacitatea de decuplare a unor diferifi agenti decuplanti;

- curba de calibrare se poate realiza, utilizadnd 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 in vasul de reacfie.

Masurarea a actiunii decuplante a unor compusi chimici conform inventiei se
realizeaza 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 o serie
de parametri de lucru: durata tratamentului materialului vegetal cu compusii 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 si stabilirea parametrilor analitici
ai reactiei propriu zise. Procedeul descris nu necesita instalatii si dispozitive suplimentare,
in afara celor utilizate curent in laboratoarele de chimie si biochimie.

In continuare sunt prezentate 2 modalitati de realizare a inventiei.

Exemplul 1

Se taie cu o foarfeca radiculele proaspat recoltate (radacini de plante tinere, numite
si plantule) de grau, porumb sau alte plante superioare. Din aceste radicule sectionate, se
cantaresc in duplicat o cantitate de 1 g de material vegetal. Separat, in pahare de tip

4
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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 o concentratie de 50 pM,
peste care se adauga fragmentele de radicule si se lasa in repaos timp de 15 min pentru
penetrarea compusilor in materialul vegetal. Dupa 15 min, radacinile se scot si se tam-
poneaza folosind hartie de filtru pentru indepartarea lichidului rezidual, fiind incubate, la tem-
peratura camerei, timp de 30 min in vederea satisfacerii procesului biochimic/biologic de
fermentatie alcoolica. Pentru determinarea indirecta a nivelului de alcool etilic produs, se
foloseste dispozitivul din fig. 1. Acest dispozitiv consta dintr-un vas prevazut cu doua com-
partimente; unul central si unul extern acestuia, in care se afla primul. Tn compartimentul
scopul eliminarii produsilor secundari de reactie cum ar fi aldehida acetica. in compartimentul
extern se pipeteaza succesiv cate 3 mL de K,Cr,0O, (102 M) si 3 mL de H,SO, (96%). Dupa
adaugarea acestor componenti, vasul se incubeaza pe o plita electrica, timp de 1 h, la
temperatura de 55°C.

In decursul procesului de incubare are loc evaporarea alcoolului etilic format si
transformarea aldehidei acetice rezultate Tn urma procesului de fermentatie in acetat de
sodiu si 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 etilic si vapori de apa captati se preleveaza si dilueaza la
un volum final de 10 mL cu apa distilata. Spectrul de absorbtie al solutiei rezultate este
inregistrat in domeniul spectral A = 250-650 nm (fig. 2...4). Reactia alcoolului etilic cu
K,Cr,0, este redata prin urmatoarea ecuatie chimica:

K,Cr,O, + 4H,SO, + 3CH,CH,OH - Cr,(SO,), + K,SO, + 3CH,CHO + 7H,0

Asadar, formarea alcoolului etilic este evidentiata prin aceasta reactie de culoare,
deoarece solutia se coloreaza in verde, ca urmare a reducerii cromului(VI) la crom(lll).
Concomitent, se formeaza si aldehida acetica, ce poate fi decelata si dupa miros. Cantitatea
de alcool format este insa dependenta de gradul de decuplare a fosforilarii oxidative, de
catre dinitroderivati sau de alti compusi care manifesta actiune asemanatoare decuplanta,
precum si de concentratia si de timpul de actiune al acestora al acestora.

Din fig. 2, ce reprezinta etalonarea metodei de lucru, rezulta urmatoarele: solutia de
K,Cr,O, 10 2 M prezinta un maxim de absorbtie maxima la 350 nm cu o intensitate de 0,450;
tratamentul cu apa distilata al radiculelor (control) a condus la o valoare a absorbantei de
0,269, caz in care nu s-a evidentiat reducerea bicromatului de potasiu. Solutia de ioni de Cr**
10 2M, de culoare verde, utilizatd pentru evidentierea procesului de reducere a bicromatului
de potasiu, a prezentat mai multe benzi de absorbtie (la 296 nm, 403 nm respectiv 573 nm
cu intensitatile de 0,082, de 0,061 respectiv de 0,049). Solufia rezultata prin tratarea
radiculelor cu o solutie de 2,4-DNP de concentratie 50 yM 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
Cry(SO,)s.

Tn acest expemplu solutia de Cr** 10 2 M a fost folosita pentru a evidentia modificarile
spectrale in cazul in care intreaga cantitate de bicromat de potasiu ar fi redusa. Totodata,
folosirea solutiei de 2,4-DNP 50 uM drept etalon, pentru determinarea activitatii de decuplare
in cazul in care este estimata activitatea decuplanta a altor compusi investigati.

Testele realizate cu diferiti compusi au condus la modificari spectrale ale solufiei
acide de K,Cr,0, datorita producerii unor cantitati diferite de alcool etilic in functie de natura
compusului investigat. Surprinzator, actiunea decuplanta cea mai intensa a fost observata
in cazul p-nitrobenzaldehidei care a depasit-o pe aceea a etalonului folosit, 2,4-DNP. 2,4-
Dinitroclorbenzenul nu a prezentat actiune decuplanta, iar toxicitatea acestuia ar putea sa
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fie cauzata de alte proprietafi ale acestuia, cum ar fi reactia cu gruparile aminice ale pro-
teinelor si acizilor nucleici. Dinitrofenil-S-glutationul, dimpotriva, a prezentat o actiune stimu-
latoare asupra respiratiei, inhiband productia de alcool prin fermentatie. Celelalte substante
testate au prezentate grade diferite de decuplare. Remarcabila este si actiunea acidului
picric care a fost asemanatoare cu aceea a 2,4-DNP (fig. 3). Aceste rezultate sunt redate in
fig. 4.

Exemplul 2

Se procedeaza ca in exemplul 1, insa materialul biologic utilizat il constituie drojdia
de bere (Saccharomyces cerevisiae). Pentru aceasta se utilizeaza o suspensie de drojdie
preparata intr-o solutie de glucoza (5 g de drojdie Saccharomyces cerevisiae si 5 g de
glucoza sunt suspendate intr-un volum final de 100 mL). Din suspensia proaspat preparata,
se releveaza 1 mL si se amesteca cu 1 mL de solutie de 2,4-DNP de concentratie 50 uM.
Dispozitivul utilizat, solutiile de K,Cr,0, 102 M, NaOH (0,1 N), H,SO, (96%) precum si
procedeul de lucru suntidentice cu cele descrise in exemplul 1. Singura diferenta o constitue
adaugarea, a 1 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 n fig. 5 in prezenta drojdiei de bere, spectrul de
absorbtie al bicromatului de potasiu prezinta aceleasi benzi in domeniul ultraviolet ca si in
cazul solutiei de K,Cr,O, pur. 2,4-DNP induce trecerea drojdiei de la respiratia aeroba la
fermentatia anaeroba si formare de alcool etilic fapt care permite reducerea ionilor de Cr®*
la ioni Cr**, respectiv aparitia coloratiei verzi si 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 in evidenta pe baza
masuratorilor spectrofotometrice atat in ultraviolet, la aproximativ 350 nm prin diminuarea
intensitatii maximului de absorbtie, cat si in vizibil, la aproximativ 600 nm, unde cresterea
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 colorimetrica de determinare a activitatii agentilor decuplanti ai fosforilarii
oxidative, caracterizata prin aceea ca, se determina cantitatea de alcool etilic produsa sub
actiunea unor substante chimice cum ar fi 2,4-dinitrofenol sau p-nitrobenzaldehidei cu
ajutorul unei solutji acide de bicromat de potasiu intr-un material biologic ce contine celule
vii ale unor organisme eucariote.

2. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca, se foloseste drept
proba cate 1 g de radicule sectionate sau o suspensie de drojdie preparata din drojdie
Saccharomyces cerevisiae si glucoza, care sunt tratate, timp de 15 min, cu o solutie
proaspat preparata de 2,4- dinitrofenol, cu concentratia 50 uM, proba se mentine in solutia
de tratament timp de 15 min si apoi mentinuta la temperatura camerei timp de 30 min, peste
radiculele ce contin etanol se adauga NaOH 0,1 N, se introduc K,Cr,O, 10 M si H,SO, 96%,
vasul se incubeaza timp de 1 h, la temperatura de 55°C, dupé captarea vaporilor de alcool
etilic si apa in solutia de bicromat de potasiu, intreg volumul de solutie ce contine bicromat
de potasiu nereactionat, acid sulfuric, alcool etilic si vapori de apa captati, se aduce la un
volum constant cu apa distilata, apoi se determina concentratia sau cantitatea de alcool etilic
rezultata sub actiunea sub actiunea agentilor decuplanti prin spectrometrie la lungimi de
unda cuprinse in domeniul spectral A = 250-650 nm.
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