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Proiectul IMONBIO este realizat de un consortiu academic-industrial format din :

. Institutul National CD pentru Stiinte Biologice Bucurest, coordonatorul proiectului, (CO)

. CPMED Laboratory SRL (P1)

. Institutul National De Cercetare Dezvoltare Pentru Fizica Laserilor, Plasmei Si Radiatiei — INFLRP
RA (P2)

. Institutul National De Cercetare Dezvoltare Pentru Metale Si Resurse Radioactive- I.C.P.M.R.R

.Bucuresti (P3)

Scopul acestui proiect este acela de a dezvolta un sistem complex, integrat, de monitorizare si bioremediere
a metalelor grele si radionuclizilor din areale contaminate.

Realizarea acestui sistem integrat este conditionata de utilizarea cu succes a caracteristicilor versatile ale
unor micro-organisme care pot functiona atat ca bio-catalizatori in transformarea/degradarea celor doua
clase de contaminanti, radionuclizii si, respectiv, metalele grele, cat si ca elemente de bio-recunoastere
moleculara a acestora, intrucat proiectul propune ca si instrument de monitorizare o retea de micro-electrozi
modificati/retea de micro-senzori (enzimatici si microbieni), selectiva si sensibila pentru detectia metalelor
grele si radionuclizilor. Metalele grele luate in studiu sunt: cupru, plumb, mercur, cadmiu, zinc iar
radionuclizii de inters sunt uraniu, radon si toriu.

Obiectivele proiectului IMONBIO conform contract 72/01.07.2014:

O1. Dezvoltarea unei strategii de bioremediere a metalelor grele si radionuclizilor pe baza de micro-
organisme la nivel de laborator.

02. Dezvoltarea si validarea unui nou instrument analitic: retea de micro-biosenzori pe baza de micro-
organisme si enzime imobilizate, pentru monitorizarea gradului de contaminare cu metale grele si
radionuclizi.

03. Realizarea unui model demonstrator care sa sustina fiabilitatea strategiei de bioremediere si a utilitatii
retelei de senzori dezvoltate.



Al.1. Selectarea micro-organismelor si enzimelor pentru determinare selectiva si sensibila a metalelor
grele si radionuclizilor

Obiectivele proiectului IMONBIO de realizare a unui sistem intergat de monitorizare si remediere a
arealelor contaminate implica si identificarea unora dintre zonele critice, contaminate cu metale grele si
radionuclizi, din Romania, ideea fiind ca determinarea gradului real de contaminare din respectivele zone sa
se faca utilizand instrumentele analitice dezvoltate in cadrul proiectului. Elaborarea unei strategii de
bioremediere va fi urmata de proiectarea unui demonstrator care sa poate fi utilizat in modelarea
implementarii unor strategii de bioremediere.

O atentie deosebita este acordata determinarilor din arealele din vecinatatea ariilor contaminate, care
pot fi considerate ‘puncte fierbinti’ din punct de vedere al toxicitatii asociate acestor poluanti.

Realizarea proiectului IMONBIO porneste de la utilizarea versatila a micro-organismelor atat ca si
biocatalizatori cat si ca elemente de biorecunoastere, ceea ce inseamna utilizarea lor atat in proiectarea unor
tehnologii de bioremediere cat si in constructia de biosenzori pentru monitorizarea gradului de poluare
pentru cele doua clase de contaminanti.

Poluarea solurilor si apelor reziduale cu compusi chimici, incluzand metale grele precum Cu, Zn, Cd,
Pb, Hg si radionuclizi (uraniu, radon si toriu), reprezinta la ora actuala, una dintre problemele majore cu
consecinte grave asupra biosferei.

Microorganismele sunt considerate ca si sisteme naturale de reciclare datorita capacitatii lor de a
transforma substantele chimice sintetice si naturale in surse de energie si materie organica, astfel reusindu-se
ca substantele chimice scumpe si remedierea fizica sa fie inlocuite de procese biologice care sunt mai ieftine
si afecteaza cat mai putin mediul inconjurator.

Cele mai utilizate microorganisme in detoxifierea metalelor grele sunt bacteriile si fungi.

La unele tipuri de Pseudomonas s-a demonstrat ca au capacitatea de a rezista si acumula diferite

metale precum crom, cupru, cadmiu si nichel. Bacteriile pot adsorbi diferit metalele grele in functie de
strucura peretelui celular si a membranei celulare. Pentru intelegerea mecanismului trebuie amintit ca in
structura celulei bacteriene Grampozitive sau Gramnegative se disting urmatoarele componente: peretele
bacterian, protoplastul, membrana citoplasmatica, citoplasma bacteriana cu ribozomi si materialul nuclear.
Peretele bacterian este o formatiune anatomica bine individualizata morfologic si chimic, relativ compacta,
rigida si foarte rezistenta ce protejeaza la exterior celula bacteriana, de organizarea si natura componentelor
parietale depinzand comportamentul bacteriilor fata de factorii fizico-chimici si biologici.
Metabolismul bacterian, adica totalitatea proceselor biochimice care au loc in celula vie, are ca si
particularitate faptul ca acest metabolism este necompartimentat, toate procesele metabolice se
desfasurandu-se intr-o singura celula. Metabolismul bacterian este foarte flexibil, realizandu-se pe diverse
cai, si foarte intens, bacteriile adaptandu-se rapid la conditiile de mediu. In metabolismul bacterian intervin
catalizatori proteici specifici si anume enzimele bacteriene. Necesitatile nutitionale elementare ale bacteriilor
sunt asigurate de C, H, O, N in cantitati importante; S, P, Fe, Ca, Mg, K in cantitati mici si urme de Co, Cu,
Zn, Mo. Cunoasterea acestor caracteristici metabolice specifice este importanta atat din punct de vedere al
elaborarii unor strategii de bioremediere bazate pe microorganisme cat si din punct de vedere al utilizarii
micro-organismelor ca si sisteme de biorecunoastere moleculara intrucat pot afecta acuratetea raspunsului
analitic datorita interferentelor electrochimice generate de micronutrientii aflati in concentratii de urme cat si
randamentul de transformare metabolica a metalelor grele in materie organica si energie.

Selectarea micro-organismelor adecvate pentru remedierea poluantilor tinta din cadrul acestui
proiect, ca si pentru constructia de biosenzori, implica cunoasterea mai multor caracteristici atat ale
proceselor de bioremediere cat si ale micro-organismelor, cum sunt: mecanismul de bioremediere prin care
micro-organismul elimina poluantii, cunoasterea metabolismului specific, a factorilor care inflenteaza
randamentul de eliminare, etc.



1.1.1. Mecanisme si procese bacteriene utilizabile in indepartarea metalelor grele.

Bacteriile si-au dezvoltat cateva mecanisme diferite si foarte eficiente pentu a tolera metalele grele
(Ron E.Z.,1992). Aceste mecanisme pot fi eficiente pana la nivelul la care metalele toxice nu au efecte
vizibile asupra cresterii celulare a speciilor rezistente.In multe microorganisme, genele ce controleaza
rezistenta la metale sunt purtate de plasmide care prezinta rezistenta la urmatoarele elemente: Cd, Pb, Cr,
Mo si U. Aceste plasmide inzestreaza bacteriile cu un avantaj competitiv asupra altor organisme, in prezenta
metalelor grele.

Rezistenta la metale grele se datoreaza unuia sau mai multor mecanisme (Zaboulis,A.l. 1998), care
includ I. Dezvoltarea unor sisteme efux conduse energetic ce mentin scazut nivelul elementelor toxice in
interiorul celulei; I1. Oxidare sau reducere enzimatica care transforma forma mai toxica a elementului ntr-
una mai putin toxica.

I11. Biosinteza polimerilor intracelulari care pot servi la complexarea si astfel indepartarea ionilor metalici
din solutie; 1V. Biometilare si transport prin membranele celulare prin procese controlate de difuzie; V.
Legarea ionilor metalici pe suprafata celulelor; VI. Precipitarea complecsilor metalici insolubili (sufluri
metalice, oxizi) pe suprafetele celulare.

In tabelul 1 sunte prezentate succint mecanismele de rezistenta in raport cu metalele grele specifice, pentru
cateva micro-organisme.

Tabel 1. Mecanisme de rezistenta la metale grele in bacterii definite genetic

Microorganism Metal Mecanism de rezistenta

Staphylococcus aureus Zn,Cd,Hg -eflux
-efux Cd?* , Zn?*, care intra in celula prin sistemul de
transport al Mn?*, mediat de ATP_aza
-legare Cd**,zn**

Escherichia coli Cu -efux
Bacillus subtilis Cd -permeabilitate
Pseudomonas aeruginosa Hg,Cd,Cr -reduce acumularea Cr®*
Pseudomonas putida Hg,Cd -efux
Pseudomonas cruciviae Cd -legare
Pseudomonas syringae Cu -sechestrare extracelulara
-legare
Klebsiella pneumonia Hg,Cd -efux
Klebsiella aerogenes Cd -legare
Alcaligenes eutrophus Cd,Co,Zn,Cr -eflux
Citrobacter Cd -precipitare CAHPO,
Proteus mirabilis Cd -legare
Arthrobacter viscosus Cd -legare
Rhodococcus facians As,Cd,Sb -legare

Prin toate aceste mecanisme de rezistenta, bacteriile pot realiza indepartarea metalelor grele din
mediile contaminate. La baza acestor procese stau fie interactii pur fizico-chimice, -adsorbtia pe peretii
celulari si/sau alti constituienti-, fie prin mecanisme dependente de metabolism cum sunt
ransportul,compartimentarea interna si precipitarea extracelulara de catre metabolitii de excretie.

Bio-remediere prin adsorbtie. Sistemele de biomasa inactive pot retine metale grele prin legarea
acestora, deci prin adsorbtie pe peretii celulari. Acest proces este denumit generic biosorbtie.

Proprietatea de legare a metalelor de catre bacteriile gram-pozitive se datoreaza in special polimerilor
anionici specifici cum sunt: peptidoglicanii si acizii teicoici din stuctura peretelui celular. Peretii celulari
prezinta, in general, caracter anionic, datorita grupelor COO-, HO-, H,PO, si altor centrii incarcati negativ
similar suprafetei externe a carbunelui activ. Ca urmare, cationii metalici se vor lega rapid la acesti centrii
prin reactii spontane.

Bio-sorbtia ionilor metalici pe suprafata bacteriana poate fi definita conceptual prin formarea unui
complex metal-suprafata, conform ecuatiei



S+M =SM, caracterizata printr-o constanta de echilibru, Ka(L/g) oferind o masura a intregii
afinitati exprimata astfel :  Ka= SM/M*S, unde:M specie metalica libera; S centru activ neocupat si SM
complexul de suprafata metal-centru activ.

Pornind de la ipoteza specificitatii metabolice in functie de micro-organism si de metalul greu care
trebuie_eliminat din_mediul contaminat, se poate formula ipoteza de lucru privind studiul selectivitatii

procesului de bioremediere cu micro-organisme.

Pentru a se obtine o remediere eficienta si reproductibila a metalelor grele trebuie identificate atat

microorganismele active cat si a componentele celulare responsabile de legarea metalelor.
In realizarea proiectului se porneste de la urmatoarele micro-organisme pentru bioremedierea metalelor
grele: Arthrobacter, Flavobacterium si Pseudomonas, selectarea unor categorii mai largi fiind necesara
intrucat se urmareste obtinerea, pe cat posibil, a unui raspuns selectiv al micro-organismului in raport cu
fiecare metal.

Tn cateva cazuri, adsorbtia metalelor grele este probabil asociata cu sinteza de exopolizaharide, de
exemplu la Arthrobacter viscosus acesta avand o capacitate de acumulare/bio-sorbtie de 2,3 ori mai mare
decét echivalentul in greutate al celulelor respectiv de 13,7 ori mai mare decét celulele de Arthrobacter
globiformis.

Trebuie mentionat totusi ca sinteza de exo-polimeri nu reprezinta totusi o garantie a eficientei de bio-
remediere, un exemplu ca randamentul de bioremediere nu este neparat direct proprotional cu eficienta de
biosobtie fiind cazul Pseudomonas putida care sintetizeaza exoplizaharide dar care imbunatateste
randamentul de absorbtie doar cu 20% mai mult decat Pseudomonas cruciviae, ceea ce inseamna ca in cazul
Pseudomonas eficienta de indepartare a metalelor grele nu tine exclusiv de bio-sobtie ci sunt implicate si alte
mecanisme celulare.

Biosorbtia este cea mai potrivita metoda de tratare a mediilor lichide contaminate cu concentratii
medii si mici de ioni metalici pentru ca legarea lor de peretele celular este mai rapida decat acumularea in
celula, iar indepartarea metalelor de pe suprafata celulara pentru a regenera biosorbentul este mai eficienta.
Biomasa moarta este adesea un biosorbent mai eficient deoarece se elimina efectul toxic al metalului, un
exemplu elocvent fiind capacitatea de biosorbtie microbiana pentru uraniu care variaza intre 45-615 mg/g
celule uscate.

Factori care afecteaza randamentul de adsorbtie a metalelor grele.

e pH-ul. Efectul pH-ului asupra adsorbtiei metalelor grele a fost mult studiat. VValoarea

optima de pH pentru biosorbtia uraniului este pH =4,00; pentru sorbtia cadmiului pH-ul este pH =8,00 iar
pentru Zn si Ni este pH = 7,50 si aproximativ 5,00 pentru Pb.
Aceste valori sunt extrem de importante in proiectarea demonstratorului intrucat furnizeaza informatiile
necesare pentru realizarea bioreactotului nu doar din punct de vedere al constructiei optime pentru
eficientizarea procesului cat si din punct de vedere al intrumentelor analitice care trebuie introduse pentru
controlul procesului ca atare.

e natura si mediul de cultura al biosorbentului. Biomasa microbiana reziduala este un bun
solvent pentru uranium. Studii desfasurate la nivel de pilot au aratat ca prezenta carbonatilor reduce
capacitatea biomasei de a reduce uraniul. Prezenta anionilor clorura reduc eficienta de biosrbtie a Pb si Cu.

e timpul de contact/timpul de reactie. Folosind o specie de Pseudomonas s-a reusit
Indepartarea Pb din solutie apoasa cu o eficienta mai buna cand timpul de contact a fost mai lung, iar
concentratia initiala de Pb a fost mai mica. Prezenta altor cationi si anioni au inhibat procesul in ordinea:
Zn?* >Cd**(pentru cationi)

1.1.2. Mecanisme de reactie ale microorganismelor in prezenta metalelor grele si radionuclizilor in
mediul lor de viata

Aceste mecanisme se bazeaza pe initierea reactiilor de oxidare sau de reducere a ionilor metalici care
trebuie eliminati din mediul contaminat.



De exemplu un sistem bacterian (ca apartindnd de Geobacter metallireducens) izolat din sedimentele

acvatice este capabil sa reduca enzimatic Fe(l1l) sub forma de oxizi fero-ferici (Fe;O3-0.5 H,O) la magnetit
(Fes04) sau vivianit ((Fe**) 4(PO4),#8H,0) oxidand acetatul la CO2 obtinand energia necesara cresterii.
Atunci cand acestea au fost puse in contact cu U(VI), l-au redus la o forma slab solubila de U(VI) fiind
capabile sa se dezvolte intr-un mediu adecvat pana la epuizarea U(V1) .
Un izolat bacterian din sedimente acvatice (4lteromonas putrefaciens tulpina MR1, desemnata ulterior ca
apartinand la Shewanella oneidensis MR1 (Venkateswaran et al., 1999)) este capabil sa creasca reducand
Mn(IV) si Fe(l11) precum si U(VI). O diversitate relativ mare de prokariote au demonstrat capacitatea de a
reduce enzimatic U(VI), un alt exemplu fiind reducerea prin dezasimilare a U(VI) de catre a bacteriile
sulfat-reducatoare la Desulfovibrio desulfuricans $i respectiv Desulfovibrio vulgaris, care genereaza
uraninitul in care acesta este imobilizat sub forma de U(IV) cu ajutorul activitatii citocromului C. Alte
genuri mentionate de literatura sunt Deinococcus, Desulfomicrobium, Desulfotomaculum, Pseudomonas,
Pyrobaculum, Salmonella, Veillonella, Thermoanaerobacter si Thermus

Mecanismul prin care celulele transfera electroni de la un donor la un acceptor ca U(VI) este
dezbatut si se crede ca exista diferite mecanisme pentru diferite specii. De exemplu exista 0 Shewanella sp.
nu are obligatoriu nevoie de un contact direct cu accpetorul de electroni in timp ce Geobacter sp. are.
Mecanismele de transfer de electroni la nivelul bacteriilor care au loc din centrul metabolic pana la
exteriorul membranei citoplasmatice, la periplasma, la membrana externa (al celulelor Gram-negative) si
eventual ajung la nivel extracelular includ utilizarea purtatorilor de electroni cum sunt citocromii sau
flavinele prin utilizarea suprafetei conductive a apendicelor celulare, cum sunt, de exemplu,
pilii. Argumentele implicarii transferului de electroni la nivelul transformarii metabolice a poluantilor de tip
metale grele si radionuclizi sustin ipoteza utilizarii in monitorizarea nivelului de poluare a unor senzori
electrochimici pe baza de micro-organisme imobilizate deoarece exista dovada transferului de sarcina intre
analit (metalul poluant) si sistemul de biorecunoastere (microorganism). Acest transfer de sarcina analit-
element de biorecunoastere poate fi masurat la nivelul suprafetei unui electrod de lucru.

1.1.3 Stabilirea parametrilor operationali pentru metoda de spectroscopie laser fotoacustica
utilizata in masurarea randamentului de metabolizare a metalelor grele si radionuclizilor prin
masurarea substantelor gazoase.

In aceasta prima etapa de realizare a proiectului partenerul P2, INFLRP a realizat calibrarea instalatiei de
spectroscopie laser fotoacustica care va fi utilizata in studiul determinarii eficientei microorganismelor
selectate.

Metoda de spectroscopie laser fotoacustica (LPAS) se aplica in monitorizarea compusilor gazosi si este o
metoda care da informatii in timp real.

Tn conformitate cu principiul spectroscopiei laser fotoacustice schema bloc generala a unei instalatii
automate de masura a concentratiei gazelor prin detectie fotoacustica este prezentata in fig. 1.1 si este
compusa din: o sursa de radiatie; un chopper mecanic; o celula PA rezonanta sau nerezonanta de masura;
microfoane; amplificator lock-in; lentila de focalizare;un radiometru sau doua; un modul electronic de
analiza a semnalului; interfata de achizitie a datelor experimentale; computerul personal.
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Fig. 1.1 Schema bloc generala pentru detectia fotoacustica.



Calibrarea s-a facut pentru parametrii specifici monitorizarii compusilor gazosi (CO>) in timp real.

S-a tinut seama de faptul ca exista doua categorii de pierderi de energie care trebuie considerate:

o pierderile la suprafata (disiparile termice si cele datorate véscozitatii pe suprafetele interne,
Tmprastierea undei pe suprafetele de obstructie, prezenta peretilor rezonatorului, disiparea pe diafragma
microfonului).

. pierderile volumetrice (disiparea termica si disiparea datorita vascozitatii in spatii libere, efectele de
difuzie, efectele de radiatie, efectele de relaxare).

Curba de rezonanta a celulei PA, care permite determinarea frecventei de rezonanta si factorul de calitate,
este prezentata in fig.1.2.

Masuratorile efectuate pe linia 10P(14) a laserului cu CO,, au permis determinarea frecventei de rezonanta,
fres = 564 Hz, a celulei PA si a factorului de calitate, @ = 16,11 calculat ca raportul dintre frecventa de

rezonanta si banda de frecventa, la 1/ V2, din amplitudinea maxima de semnal:

fVES
Qexp = A—
fl/fz

Pentru 0 anumita geometrie a celulei PA, constanta celulei, C, descrie sensibilitatea rezonatorului la o
frecventa de rezonanta data.
Pentru a obtine valoarea experimentala a constantei celulei C s-a utilizat un amestec calibrat de 1 ppm
etilena Tn azot la o presiune totala de 1 atm. Masuratorile s-au realizat pe linia 10P(14) a laserului cu CO; («
=30,4 atm™cm™).
Deoarece sensibilitatea microfoanelor, Sy, este constanta, pe domeniul de frecventa utilizat, semnalul PA
masurat () este proportional cu constanta, C, a celulei (Pa cm W™):

C=—b )

caPS,

Unde: V[V] - raspunsul in tensiune al amplificatorului lock-in; ¢ [atm] — concentratia gazului; a [cm™ atm’
11 - coeficientul de absorbtie al gazului, la lungimea de unda data si la presiune atmosferica; P, [W] -
puterea laser dupa chopper; Sy, [V Pa™] - sensibilitatea microfoanelor;

1)

V=2V2 Vo $i Pr =2 P (3)
concentratia gazului este:
c=2V2 V| Co2 PpasSu (4)
Stiind ca: R = CSu, unde R [V cm W™] este responsivitatea celulei, atunci:
R=2V2 V| ca2Ppss » R =2Vl co2P s (5)

Faptul ca chopperul are paletele egale cu distanta dintre ele (factor de umplere Y2), asigura un coeficient de
transmisie de 50%. Cu alte cuvinte, puterea masurata dupa chopper, este % din P, indiferent de frecventa la
care lucreaza chopperul.
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Fig. 1.2. Curba de rezonanta a celulei PA (FWHM- full width at half maximum- largimea totala la jumatate din maxim).



S-a folosit celula PA si urmatorul aranjament experimental: masuratorile se fac pe linia 10P(14) a
laserului cu CO,, unde se inregistreaza cea mai puternica absorbtie a etilenei, datorita suprapunerii
diverselor tranzitii de rotatie-vibratie ale etilenei cu aceasta linie laser; se curata celulele prin vidarea
sistemului si introducerea unui flux de Ny, la presiune atmosferica (1,013 bar), timp de 10 minute; calibrarea
propriu zisa se face pentru 0,96 ppm C,H; in N .

Folosind aranjamentul experimental optimizat am obtinut urmatorii parametri ai celulei PA (Tabel 2).

Tabel 2. Parametrii celulei PA

Parametrii Rezultate
Celula PA si laserul cu CO,

Frecventa de rezonanta** fo(Hz) 564
Factorul de calitate** 0 16,1
Responsivitatea celulei** R (V cm/W) 433
Sensibilitatea microfoanelor (4x) Sir 0 (MV/Pa) 4x20 =80
Constanta celulei** (R/Sis1or) C (Pa cm/W) 5410
Putere laser P (W) 3,92
Raspunsul in amplitudine a presiunii** (Ca+t) plP (Pa/W) 1,58x10™

Parametrii determinati de zgomotul de fond acustic (SNR =1)
Zgomotul fotoacustic* e@rms) (uv) 15
Limita de sensibilitate a celulei** (2¥21,*/IR) Seerr (W cm™) 9,8x10°
Limita de sensibilitate a sistemului** (S.../Py) Sys (cm™) 2,5x10°
Limita de concentratie de etilena masurabila ** (S,,./a) cim (PPLV) 82 (0,082ppbV)

Parametrii determinati de semnalul de fond acustic (SBR=1)
Zgomotul de fond* Vab(rms) (uV/W) 2,7
Semnalul minim detectabil Tn azot* (VybxPL) Viin (rms) (uVv) 10,6
Amplitudinea presiunii minim detectabila* (2¥27,,;,/S) Dumin (PQ) 3,9x10*

**

Concentratia minim detectabila (2*?V,,;,/ P, aR) i::i:**,frzggg\)/) 8826
Absorbtia minim detectabila** (c,i, ) Oin (€M™ 1,8x10®
Minimum detectable absorption cross-section per molecule ** Oin (€M) 7,2x10°

(@in INios , Nioe = 2.5x10™° cm™ la 1013 mbar si 20°C)
Sensibilitatea celulei pentru 1 ppbV de C,H,la 1 W putere laser**y, , (uV la 1 5,4
(aPLRcl2?) ppbV)
Cea mai buna valoare raportata anterior (Harren et al., 1990) Coin™* = 3,8 ppbV  Mai bun 6,5x
Linia laser 10P(14) in No* (o =0 cm™atm™), C,H** (2= 30,4 cm™atm™; o' =2,92x10°cm™ la p(C,Hy) = 0,96 ppm) si SFg*** (o = 686
cmtatm™)

1.1.4. Ipoteze de lucru IMONBIO privind micro-organismele si enzimele selectate

1.1.4.1. Micro-organismele selectate pentru elaborarea strategiei de bioremediere si pentru contructia
unor senzori microbieni

a. Pseudomonas aeruginosa. Mutanti ai P. aeruginosa NBRI 4014 au fost dezvoltati prin selectie de
Tmbogatire si mentinute in mediul lui King. Mediul lui King contine urmatoarele ingrediente (per litru):
glicerol, 8 mL; MgSOQy, 0.4 g; proteaza peptona, 20 g; K2ZHPO4, 1 g. pH-ul mediului a fost adus la 7+0.2 si
s-a adaugat agar (1.5%) pentru solidificarea mediului. Mutantii au fost crescuti Tn agar-ul lui King care
continea 420 uM Ni, 180 pM Cd si 370 uM Cr separat la 30°C timp de 48 h. Ni, Cd si Cr au fost furnizate
sub forma de NiCl,*6H,0, CdCl,*2H,0 si respectiv CrCl;*6H,0. Muntantii sunt crescuti pe un interval de
pH de 5-11.

b. Pseudomonas fluorescens (exista date pentru tulpina 4F39 ) care este crescuta pe agar Mueller—Hinton
(care contine 30.0% extract de vita, 1.75% hidrolizat de caseina, 0.15% drojdie, 1.7% agar, pH-ul se aduce
la neutru la 25 °C). Tulpinile se pastreaza in mediul de izolare. Pentru experimentele de acumulare, P.
fluorescens este crescuta intr-un mediu de : 20 g/L peptona proteaza; 1.5 g/L glicerol; 1.5 g /L K;SO4 si 1.5
g/L MgSQy ¢ 7H,0 la pH=7.00

C. Pseudomonas putida



d. Clostridium spp
Aceste optiuni au rezultat ca urmare a activitatilor efectuate de partenerii P2, P3 si P1 din consortiu
1.1.4.2. Enzime selectate pentru constructia de bio- senzori electrochimici pentru monitorizarea gradului
de contaminare cu metale grele.
Alegerea speciilor enzimatice s-a facut tinand seama de faptul ca in prezenta metalelor grele are loc un
proces de inhibitie al activitatii enzimatice, de cele mai multe ori ca rezultat al blocarii situsului activ al
enzimei.
Au fost selectate :

a. polifenol oxidaze: lacaza (din Trametes versicolor); tirozinaza (ciuperci)

b. fosfataza alcalina

c. colinesteraze: acetilcolinesteraza
Simplificat, principiul de masura este prezentat in schema de mai jos. Principiul de masura este unul de
masurare indirecta, si anume semnalul obtinut in urma unei reactii enzimatice se reduce ca si amplitudine
(intensitate) atunci cand in sistem este prezent un poluant care inhiba activitatea enzimei in raport cu
substratul specific.

enzima

Produs de reactie

Substrat specific \ensimatica)

Semnal
masurabil,

Semnal
masurabil, ]
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(microamps)
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Fig.1.3. Schema principiului de masura bazat pe inhibitia activitatii enzimatice in prezenta unui poluant
Aceste optiuni au rezultat ca urmare a activitatilor efectuate de partenerii CO, P1 si P3 din consortiu.

A1.2. Imobilizarea materialului biologic

Imobilizarea materialului biologic este extrem de importanta intrucat aceasta etapa este etapa critica
din punct de vedere experimental in realizarea fiecarei unitati componente a platformei de biosenzori care
trebuie realizata pentru monitorizarea gradului de poluare, respectiv a randamentului de bioremediere,
deoarece este fundamental ca, in urma imobilizarii materialului biologica sa nu existe detructurari ale
componentei de biorecunoastere care sa conduca la pierderea activitatii specifice.

Partenerul principal care executa si coordoneaza toate activitatile legate de imobilizare si dezvoltarea
de biosenzori este CO-INCDSB.

Unitatile care vor fi face parte din reteaua de biosenzori sunt de fapt dezvoltate initial ca si biosenzori
individuali (figura 1.2.1.A), care au imobilizat pe suprafata electrodului de lucru elementul de
biorecunoastere specific (enzima respectiv micro-organismul) care ulterior vor fi utilizate pentru constructia
retelei de biosenzori (figura 1.2.1B)
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Fig. 1.2.1.A Schema biosenzorului unitar, generic, care Fig. 1.2.1.B Imaginea de principiu a suportului
intra in alcatuirea retelei de biosenzori conductiv al retelei de biosenzori

In alcatuirea retelei de biosenzori vor intra doua tipuri de biosenzori generici, unitari, si anume:

a. Biosenzori enzimatici

b. Biosenzori microbieni (obtinuti prin imobilizarea celulelor intregi)

Imobilizarea elementelor de biorecunoastere — enzime, respectiv. micro-organisme-, implica
dezvoltarea de protocoale specifice, materialele de electrod suport, materialel conductive, trebuind sa fie
inerte din punct de vedere chimic/electrochimic. Aceasta inseamna stabiliea limitarilor pe care materialele
de electrod le induc, cum ar fi, de exemplu, imposibilitatea imobilizarii micro-organismelor direct pe
nanoparticule magnetice sau pe particule bimetalice intrucat exista posibilitatea fagocitarii nanoparticulelor
metalice de catre celulele microbiene.

Ca urmare studiile efectuate in aceasta etapa de realizare a proiectului au implicat materiale de
electrod metalice, respectiv nanoparticule metalice in cazul enzimelor si nanoparticule de oxid de indiu si
staniu (ITO) respectiv materiale de electrod pe baza de carbune (grafit/pasta de carbune, materiale de
electrod serigrafiate C-screen printed) pentru micro-organisme.

Au fost dezvoltate si testate mai multe protocoale de imobilizare a elementelor de biorecunoastere:

a. Imobilizarea enzimelor —au fost utilizate ca si model lacaza si tirozinaza-

al. Imobilizarea enzimelor pe suporturi conductive de Au : solid si screen-printat, Au-
SPE. modificat cu nanoparticule conductive (Au, nanoparticule bimetalice —exemplu Pt@Au, oxizi
metalici : TiO2, respectiv ITO)

Modificarea materialului conductiv suport este realizata in incercarea de a amplifica semnalul
electrochimic ca urmare a cresterii suprafetei electroactive si de a determina o stabilizare a elementului de
birecunoastere din punct de vedere al activitatii enzimatice.

Eficienta cresterii semnalului, respectiv eficienta imobilizarii este verificata electrochimic prin
experimente de voltametrie ciclica, utilizand solutii de compusi redox reversibile/cvasi-reversibile cum sunt
cuplurile fero-fericianura de potasiu respectiv sarurile de Ru (I1)/Ru(l1), determinandu-se suprafata activa,
respectiv constanta transferului de sarcina. In cazul modificarii cu NP de Au de exemplu, utilizand ecuatia
Randles-Sevcik a fost evaluata suprafata electroactiva a electrozilor Au-SPE/NPAuU in raport cu electrodul
bara Au-Screen printed (Au-SPE); s-a demonstrat ca, urmare a depunerii nanoparticulelor de Au, suprafata
activa creste cu aproximativ 25% fata de cea a electrodului simplu Au-SPE. Valorile obtinute pentru
constanta transferului de electroni au demonstrat ca transferul de sarcina este imbunatatit prin utilizarea
nanoparticulelor de Au, valoarea obtinuta fiind de 64.6 x10° cms™.

a2. Imobilizarea enzimelor pe suporturi conductive de carbon: pasta de carbune respectiv si screen-
printed, C-SPE, cu sau fara modificare cu nanoparticule conductive.

Pe electrodul de SPE-C a fost depus elementul de biorecunoastere: 3 pL solutie de lacaza (300
mU/electrod) au fost depusi pe suprafata electrodului modificat. Cantitatea de enzima (ca si unitati de
actvitate pe electrod) depusa a fost cea optimizata anterior de catre echipa CO-INCDSB. Stabilizarea



elementului de biorecunoastere, lacaza, a fost realizata prin depunerea a 3 pL solutie de nafion de 0,01%.
Stocarea s-a facut la o temperature de 4°C, in exicator, pentru a se evita degradarea stratului modificat depus
prin adsorbtie de umiditate.

Eficienta imobilizarii enzimelor a fost verificata din punct de vedere al mentinerii activitatii
enzimatice prin determinarea constantelor Michaelis-Menten aparente (Ky*") pentru enzimele imobilizate,
stiind ca daca enzima isi mentine afinitatea fata de un substrat specific/nespecific (adica valori mici ale
Km®P) atunci imobilizarea elementului de biorecunoastere este optima, enzima nefiind afectata semnificativ
structural ca urmare a imobilizarii.

In tabelul 3 sunt date valorile obtinute pentru constanta Ky*" pentru lacaza, in functie de metoda de
imobilizare si de materialul support

Tabel 3. Caracteristicile de afinitate fata de substrat ale lacazei imobilizate pe diverse suporturi
KMaPP
(mol L)

AuU-SPE/AUNP/Lacc  7.78 x 10
Catecol | C-SPE/Lacc/Nafion 4.73x10°
C-SPE/Lacc/Nafion  1.87x 10°

Substrat Imobilizare

Valorile obtinute pentru Ky*" pentru lacaza imobilizata demonstreaza ca aceasta isi pastreaza

afinitatea fata de substratul specific, ceea ce inseamna ca se mentine activitatea enzimatica la un nivel la care
masurarile bazate pe reactia de inhibitie in prezenta poluantilor sunt sensibile.
Imobilizarea tirozinazei: 5pL solutie de tirozinaza (200 U/electrod) au fost depusi pe electrodul modificat.
Ca si in cazul electrodului pe baza de lacaza, stabilizarea s-a realizat in membrana de nafion 0,01%. Valorile
Kn™ de ordinul 10 molL™ obtinute pentru tirozinaza demosntreaza ca si in acest caz se pastreaza afinitatea
fata de substrat ceea ce recomanda si utilizarea tirozinazei in realizarea de biosenzori pentru monitorizarea
prin reactii de inhibitie

b. Imobilizarea microorganismelor. Protocolul de imobilizare a celulelor intregi la
suprafata unui electrod de lucru modificat a constat intr-o abordare de tip strat cu strat (layer-by-layer): 5 mg
NP metalice au fost suspendate in 0,5 ml Nafion in tampon TAP (pentru a se asigura mediul de care sa
sustina viabilitatea celulelor) si sonicate un timp (20 min) iar 20 uL sunt depusi pe electrozi de lucru C-SPE
si uscati rapid. Celulele microbiene sunt suspendate in 1% aliginat de sodiu si din aceasta suspensie este
depus un volum de 5 puL pe electrodul de lucru, formand cel de al doilea strat ulterior gelificat in clorura de
calciu.

Protocoalele de imobilizare stabilite in aceasta etapa vor suporta optimizari dupa dezvoltarea si testarea
biosenzorilor, in functie de raspunsul unitatilor de biosenzori si de alte caracteristici de performanta ale
acestora (timp de viata, stabilitate operationala, sensibilitate, selectivitate)

1.3. Dezvoltarea de biosenzori-partea 1

Biosenzorii obtinuti utilizand protocoalele de imobilizare elaborate au fost testati in aceasta prima etapa de
lucru in raport cu raspunsul de inhibitie al activitatii enzimatice in prezenta contaminantilor de tip metale
grele, inhibitia determinandu-se in raport cu raspunsul biosenzorilor fata de un substrat specific.

Primii biosenzori testati au fost cei pe baza de lacaza, studiile efectuandu-se pentru doua concentratii de
substrat specific. Avand in vedere valoarea constantei Michaelis Menten pentru lacaza imobilizata in raport
cu substratul acid cafeic, ca si sensibilitatea biosenzorului pe baza de lacaza fata de acidul rosmarinic
(141,15 mA/molL™ vezi figura 1.3.1A) determinarile de inhibitie s-au facut in raport cu acest substrat,



utilizand doua concentratii de substrat, 5x10* molL™, respectiv 5x10° molL™. Ca urmare potentialul de
lucru pentru determinarile cronoamperometrice a fost cel specific pentru reactia catalizata enzimatic a
acidului cafeic, adica -150mV (vezi figura 1.3.1B)
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Fig.1.3.1A Raspunsul biosenzorului C-SPE/Lacc /Nafion fata de substratul Fig.1.3.1B. Voltamograma ciclica a  acidului
specific acid cafeic cafeicpe electrod C-SPE/Lacc?Nafion

Biosenzorii C-SPE/Lacc/Nafion au fost lasati la incubare 15 minute in prezenta contaminantilor: Cd (1), Zn

(11), Pb (11) de concentratii 5x10° molL™ apoi s-au realizat masurari de cronoamperometrie la -150mV dupa

ce s-au facut aditii de substrat.

S-a observat o scadere a semnalului specific al acidului cafeic in prezenta metalelor studiate (vezi tabelul 4)
Tabel 4. Raspunsul de inhibitie al biosenzorilor C-SPE/Lacc/Nafion in prezenta Zn (11), Cd(1l), Pb(I1)

I nA, -
Substrat I nA, -150mV Poluant 150mV
ACIq 315 + 0.05 Cd 42 +0.05
cafeic
Pb 57 £0.05

In figura 1.3.2 sunt prezentate raspunsurile cronoamperometrice in prezenta Cd si Pb in raport cu raspunsul
obtinut pentru acidul cafeic inainte de incubarea biosenzorilor cu contaminanti care determina inhibitia
activitattii enzimatice a lacazei
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Rezultatele obtinute au demonstrat veridicitatea ipotezei de lucru care vizeaza monitorizarea gradului de
contaminare cu metale grele utilizand biosenzori enzimatici pe baza de polifenol oxidaze (cum este lacaza).
In etapele urmatoare de realizare a proiectului vor fi determinate caracteristicile de performanta ale
biosenzorilor de inhibitie construiti, nu doar cei pe baza de lacaza ci si cei utilizand tirozinaza,
acetilcolinesteraza si fosfataza alcalina. De asemenea vor fi compelt caracterizati si biosenzorii microbieni.

1.4. Studiul nivelului de contaminare a habitatelor cu metale grele si radionuclizi-partea 1
1.4.1. Caracterizarea nivelului de contaminare cu metale grele si radionuclizi a habitatelordin Romdania—
loc prelevare, materiale, metode, tehnologii
1.4.1.1. Habitatul mina Baita Plai

Ca prim habitat studiat caracterizat prin nivelul de contaminare cu metale grele si radionuclizi a foast
aleasa mina Baita Plai.
1.4.1.2 Caracterizarea apelor uzate.

S-au prelevat in luna octombrie 2014 probe de apa, vegetatie si sol din zona miniera Baita Plai si
Nucet. Datele privind contaminarea cu metale grele a apelor din zona Baita plai si Nucet au fost comparate
cu datele istorice existente in arhiva INCDMRR ICPMRR, rezultand o prima imagine a evolutiei poluarii in
ultimii 2 ani in aceste areale miniere. Studierea poluarii zonei va continua in faza urmatoare cu analiza
vegetatiei si a solurilor din aceasta zona precum si din alte areale posibil contaminate cu metale grele si/sau
radionuclizi.




Concluzii

Ca urmare a activitatilor de CD realizate in aceasta etapa s-au stabilit ipotezele de
lucru IMONBIO privind micro-organismele si enzimele utilizabile. Au fost selectate micro-
organismele care vor fi folosite in elaborarea strategiei de bioremediere precum si enzimele
care, alaturi de micro-organismele selectate, vor fi utilizate in constructia unitatilor
individuale de biosenzori pentru monitorizarea gradului de contaminare cu metale grele si
radionuclizi. S-au indentificat factorii care influenteaza adsorbtia biologicd a metalelor grele
si radionuclizilor, si anume factori referitori la organismul utilizat: natura microorganismului
(componenta peretelui celular), metabolismul celular si mecanismul de reactie in prezenta
metalelor grele si/sau radionuclizi, varsta sa, pH optim, prezenta pililor, tipul de culturd
submersa (cu agitare sau fara agitare) sau imobilizata. Au fost stabiliti parametrii operationali
pentru caracterizarea eficientei metabolizarii metalelor grele prin spectroscopie fotoacistica.

Au fost elaborate 4 protocoale de imobilizare a materialului biologic, urmand ca acestea sa
suporte optimizari dupa dezvoltarea si testarea biosenzorilor, in functie de raspunsul unitatilor
de biosenzori si de alte caracteristici de performanta ale acestora (timp de viata, stabilitate
operationala, sensibilitate, selectivitate).

Au fost dezvoltati primii biosenzori de inhibitie pe baza de lacaza pentru determinarea Zn,
Cd, Pb, rezultatele obtinute demonstrand fezabilitatea monitorizarii gradului de contaminare
cu metale grele utilizand biosenzori enzimatici pe baza de polifenol oxidaze (cum este
lacaza). In etapele urmatoare de realizare a proiectului vor fi determinate caracteristicile de
performanta ale biosenzorilor de inhibitie construiti.

S-au prelevat in luna octombrie 2014 probe de apa, vegetatie si sol din zona miniera
Baita Plai si Nucet. Datele privind contaminarea cu metale grele a apelor din zona Baita plali
si Nucet au fost comparate cu datele istorice existente in arhiva INCDMRR ICPMRR,
rezultand o prima imagine a evolutiei poluarii in ultimii 2 ani in aceste areale miniere.
Studierea poluarii zonei va continua in faza urmatoare cu analiza vegetatiei si a solurilor din
aceasta zona precum si din alte areale posibil contaminate cu metale grele si/sau radionuclizi.

ACTIVITATI DE DISEMINARE:

Proiectul IMONBIO a fost prezentat public, la masa rotunda organizata de catre
CENTIREM, intitulata Valorificarea durabila a resurselor si mediul inconjurator, 16
Octombrie 2014, Bucuresti



