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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.

Rezumatul etapei a 111 a de implementare a proiectului

Activitatile specifice etapei a I11-a de raportare pentru proiectul IMONBIO au fost:

A3.1 Optimizarea biosenzorilor (partea 2-a); validarea raspunsului biosenzorilor

A3.2 Studiul nivelului de contaminare a habitatelor cu metale grele si radionuclizi -partea a 3°

A3.3. Elaborare documentatie brevet pentru biosenzori microbieni

A3.4. Alegerea tulpinilor microbiene pentru decontaminarea eficienta a metalelor grele si
radionuclizilor-partea 2 a

A3.5.Studiul randamentelor de absorbtie/desorbtie a metalelor grele si radionuclizilor la nivelul
biomasei microbiene

A3.6 Proiectarea tehnologiei de bioremediere-partea 1

A3.7 Proiectare bioreactor

A3.8 Integrarea biosenzorilor enzimatici si microbieni intr-o retea-partea 1



Realizarea proiectului IMONBIO porneste de la ideea utilizarii versatile a micro-organismelor si
enzimelor atat ca biocatalizatori cat si ca elemente de biorecunoastere. In termenii proiectului aceasta inseamna
utilizarea micro-organismelor, respectiv enzimelor pe de o parte in proiectarea unor tehnologii de bioremediere
si, pe de alta parte, in constructia de biosenzori pentru monitorizarea gradului de poluare pentru cele doua clase
de contaminanti. Obiectivele proiectului IMONBIO este 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, incercandu-se introducerea unor noi instrumente analitice de monitorizare,
dezvoltate in cadrul proiectului.

Ca urmare a activitatilor de CD realizate in aceasta au fost optimizate doua unitati de monitorizare de
tip biosenzor si, din punct de vedere al integrarii intr-o retea de biosenzori exista compatibiltate atat ca
domeniu aplicabil de potentiale, cat si ca domeniu al valorilor de curent masurate; aceste unitati rezolva analiza
a trei dintre metalele grele, respectiv radionuclizii, tinta ai proiectului si anume Pb (1), Hg (1) si (UO,)*":
unitatea 1 — C-SPE_Grafit_Lacc; analiza Pb (I1) pe domeniul util de concentratii 6.6 ppb — 240 ppb; nivel de
curent masurat zeci/sute nA; unitatea 2 — Au-SPE/polyMB_ALP; analiza Hg(l1) si/sau (UO,)**; domeniul util
de concentratii 30 ppb — 160 ppb; nivel de curent masurat zeci/sute nA.

S-a elaborat documentatia de brevet si a fost depusa cererea de brevet privind ”Procedeu de obtinere a
unui biosenzor amperometric pentru determinarea mercurului (I1)”.

Utilizand tulpinile microbiene selecsionate a fost dezvoltat primul model de bioreactor, de volum 1L,
inoculul microbian fiind P aeruginosa NTCC fiind fixat pe material ceramic de tip frita cornier de granulatie
mare, 5g material la 200 mL suspensie inocul bacterian, modelul fiind testat pentru stabilirea conditiilor
optime, in aceasta prima faza, doar pentru pentru bioremedierea cuprului. Rezultatul modelarii a condus la
umatoarea concluzie: sistemul de bioremediere dezvoltat pentru bioremedierea cuprului utilizand P aeruginosa
fixata pe material ceramic este functional la randament maxim in urmatoarele conditii: pH=7.00, timp de
adsorbtie 24h, eficienta maxima fiind atinsa chiar pentru concentratii mari, de 100 ppm Cu in sistem.

S-au propus doua scheme de flux tehnologic pentru sistemul de bioremediere.

S-a demonstrat potentialul spectroscopiei laser fotoacustice in evaluarea randamentului de
metabolizare a metalelor grele prin monitorizarea etilenei si a amoniacului din semintele de grau comun, grau
Spelta, mazare, lucerna si porumb germinate ca raspuns in timp. Rezultatele experimentale demonstreaza ca
semintele /boabele germinate cu metale grele, determina 0 crestere a vaporilor de amoniac in respiratia
plantelor (in timp), precum si o scadere a vaporilor de etilend Tn respiratia vegetatiei. Experimentele au
demonstrat ca se pot utiliza culturile de grau, lucerna, mazare, porumb pentru concentrarea/metabolizarea
metalelor grele existand, intr-o oarecare masura un raspuns specific al plantelor pentru anumite metale.

A3.1 Optimizarea biosenzorilor (partea 2-a); validarea raspunsului biosenzorilor
Rezultatele obtinute in etapa anterioara de executie a proiectului au condus la urmatoarele
concluzii privind avantajele si dezavantajele fiecareia dintre variantele constructive pentru realizarea
biosenzorilor, unitati independente care sa fie ulterior integrate in reteaua de biosenzori:
> Utilizarea polifenol-oxidazelor imobilizate pe C-SPE este fezabila pentru determinarea
metalelor grele de tipul Pb (11) si Cd (1), raspunsuri mai putin sensibile au fost determinate pentru Cu
(1), iar pentru Zn (1) neexistand raspuns. Dintre polifenol-oxidaze cele mai sensibile raspunsuri s-au
obtinut pentru lacaza. In cazul utilizarii acestei enzime in constructia biosenzorului, dezavantajul
major este ca toate cele 4 metale grele dau raspuns la acelasi potential aplicat de - 0,025 V vs pseudo-
electrodul de referinta Ag/AgCI. Testele facute pentru studiile de inhibitie cu radionuclizi (acetat de
uranil) au fost negative, biosenzorii neraspunzand la prezenta radionuclizilor. Se poate concluziona ca
polifenol-oxidazele discrimineaza astfel intre cele doua tipuri de contaminanti care fac obiectul



proiectului IMONBIO, metalele grele si radionuclizii. Varianta constructiva initiala, utilizand lacaza
ca si biomediator, bazata pe urmatorul protocol de imobilizare: 3 pL solutie de lacaza (300
mU/electrod) au fost depusi pe suprafata electrodului SPE-C si stabilizata 3 pL solutie de nafion de
0,01 %, a condus la sensibilitati ale biosenzorului fata de substrat specific de 141,15 mA/molL™ si la
valori de inhibitie semnificativa pentru concentratii relativ ridicate de Pb (Il), respectiv Cd (II), si
anume 5x10° molL™. Aceste rezultate au condus la concluzia ca este necesara optimizarea variantei
constructive astfel incat sa se asigure o amplificare a semnalului masurat care sa conduca in final la
sensibilitati mai mari ale biosenzorilor.

> Utilizarea fosfatazei, atat alcaline cat si acide, este fezabila pentru determinarea Hg (1)
si (UO,) > . Sensibilitatile obtinute pentru biosenzorii pe baza de fosfataza sunt in domeniul 4,16 - 15
mA/ molL™, iar procentele de inhibitie pentru Hg (II) si uranil sunt mari, ceea ce recomanda
dezvoltarea unor astfel de senzori pentru detectia radionuclizilor si a mercurului. Principalul
dezavantaj vine din faptul ca, in determinarile de cronoamperometrie, valoarea potentialului aplicat la
care se face masurarea este de 0,500 V — 0,410V vs pseudo-electrodul de referinta Ag/AgClI pentru un
electrod de lucru screen-printat de Au modificat cu fosfataza alcalina. Aceasta valoare de potential
este destul de ridicata, astfel incat pot aparea interferente electrochimice si astfel se poate reduce
specificitatea raspunsului biosenzorului. Rezultatele obtinute conduc la concluzia ca, prin optimizarea
design-ului biosenzorilor pe baza de fosfataze alcaline, precum si a conditiilor de lucru cu acestia, se
pot imbunatati caracteristicile de performanta ale acestor biosenzori crescand astfel potentialul lor de
aplicabilitate.

3.1.1. Optimizarea biosenzorilor pe baza de lacaza.

Asa cum a fost mentionat anterior, optimzarea biosenzorilor pe baza de lacaza s-a realizat in
sensul modificarii variantelor constuctive pentru a realiza, cat mai simplu posibil, o amplificare a
semnalului inregistrat care sa conduca, in final, la o imbunatatire a sensibilitatii de masurare.

Cea mai simpla abordare a constat in cresterea suprafetei active (conductive) a biosenzorilor
pe baza de lacaza, ceea ce a implicat, in cazul nostru, utilizarea de nanoparticule conductive, cele mai
simple fiind cele de pulbere conductiva de grafit, care sunt ieftine, usor de manipulat, cu impact redus
asupra mediului. Protocolul de imobilizare a elementului de biorecunoastere, lacaza, a fost modificat
dupa cum urmeaza: 3mg lacaza (25 Ul/mg pulbere) sunt vortexate intr-o suspensie de 500 pL grafit
pirolitic in tampont acetat. Suspensia a rezultat prin sonicarea a 2 mg pulbere de grafit conductiv in 1
mL solutie tampon acetat 0,1 molL™, pH=5,00, timp de 30 minute la 26°C. Din amestecul compozit
lacaza-grafit pirolitic se depun cate 5 pL pe electrozii de lucru C-SPE; electrozii se stabilizeaza timp
de 2 ore la 16-18 °C si apoi sunt stocati la 4 °C. Potentialul optim de lucru in cazul biosenzorilor pe
baza de lacaza obtinuti prin modificarea suprafetei cu C pirolitic a fost de -0,025 V vs pseudo-
electrodul de referinta Ag/AgCI (stabilit in urma inregistrarii voltamogramelor ciclice ale substratului
specific lacazei, acidul clorogenic, si optimizat ulterior pentru a se asigura raportul optim S/Z).

Biosenzorii astfel modificati au fost apoi aplicati in determinarea Pb?*. Testele efectuate
pentru determinarea Cd** au condus la concluzia ca raspunsul nu este sensibil la variatiile de
concentratie.



Caracteristicile de raspuns ale biosenzorilor sunt date in tabelul de mai jos

Parametru Caracteristica
Raspuns fata de substrat specific: Ec. curbei de raspuns
= acid clorogenic | (nA) = 79,14 x C (umolL™) + 117,81;
R=0,9977

Domeniul dinamic de raspuns
7,4 x 107 molL™ — 3,14 x 10®° molL™

Afinitate fata de substrat K®P\,= 4,25 x 10 molL*
Constanta de inhibitie:
Pb?* Kinn "2*= 0,12 x 10 molL™
Domeniul de concentratii pe care biosenzorul este
aplicabil in determinari de inhibitie 3,1 x 10% molL™* - 1,16 x 10° molL™
Timp de viata

= Stabilitate la stocare 120 zile; activitate remanenta 95%

= Stabilitate operationala 4 masurari consecutive Pb(ll)

Din datele de mai sus se poate concluziona ca biosenzorii C-SPE_Grafit_Lacc optimizati sunt
aplicabili pentru determinarea Pb (Il) (vezi figura 1) din arealele contaminate, domeniul de
concentratii pe care acestia raspund asigurandu-le compatibilitatea pentru aplicatii de monitorizare in
toate regimurile: supraveghere, operational, de interventie.
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Figura 1.Inhibitia raspunsului cronoamperometric al biosenzorului C-SPE_Grafit_Lacc in prezenta Pb (1), aditii
repetate pe domeniul de concentratii 3,1 x 10® molL™ — 1,16 x 10°® molL™ (potential aplicat -0,025 V vs pseudo-
Ag/AgCI)

3.1.2. Variante constructive ale biosenzorilor pe baza de Pseudomonas aeruginosa.

Avand in vedere caracteristicile specifice micro-organismelor de tip Pseudomonas aeruginusa,
testele efectuate pentru variantele constructive au vizat nu doar mentinerea viabilitatii celulelor ci si
evitarea contaminarii reciproce atat a culturilor cat si a operatorului. Au fost testate mai multe
variante de imobilizare, pornind de la datele de literatura care mentioneaza imobilizarea cu succes a
P.aeruginosa prin incapsulare in gel. Protocolul de imobilizare a Pseudomonas aeruginosa a constat
in doua etape, prima fiind incapsularea Pseudomonas aeruginosa in particule de alginat de sodiu
(3.5% in 1% NacCl) si gelifiere cu clorura de calciu, cea de a doua etapa constand in imobilizarea



particulelor continand microorganismul la suprafata capetelor de fibra optica EOS-77745-15 de la
Ocean Optics Inc, respectiv la surpafete conductive de ITO.
Imobilizarea particulelor continand Pseudomonas aeruginosa a fost realizata utilizand diferite

protocoale:

- stabilizare cu film de Nafion 1% in KCI 0.1 molL™. S-a depus initial un strat de particule cu
P.aeruginosa prin pipetarea a 15 uL suspensie alginat, uscare rapida si apoi pipetarea a 5 uL Nafion
1%, uscare timp de 2 ore. Stocarea capetelor astfel modificate s-a facut la intruneric, imersate in
solutie de mediu de cultura.

- stabilizare cu 3-aminopropiltrietoxisilan, APTES, prin chemosorbtia agentului de silanizare
pipetat simultan cu suspensia de particule gelificate cu continut de P.aeruginosa, pe suprafata solida
(fibra optica, respectiv ITO). Volumele pipetate au fost de 10 uL din fiecare componenta. Amestecul
astfel rezultat a fost lasat sa se reticuleze timp de 4 -10 ore.

Experimentele de fluorescenta au fost efectuate utilizand o lungime de unda de excitare a P
aeruginosa de 410 nm, emisia fiind inregistrata la 470 nm. Pentru toate variantele de imobilizare
incercate experimentele au condus la rezultate negative, neobtinandu-se emisii de fluorescenta
specifice, desi micro-organismul liber a prezentat emisie de fluorescenta.

Unul dintre obiectivele majore ale IMONBIO este realizarea unei retele de biosenzori pentru
monitorizarea gradului de contaminare cu metale grele si radionuclizi. In conditiile in care nu au fost
obtinute rezultate bune utilizand micro-organismele ca si elemente de bio-recunoastere, pentru
indeplinirea obiectivelor proiectului, tinand seama si de faptul ca enzima specifica ce participa in
mecanismele de metabolizare a metalelor grele de catre Pseudomonas aeruginosa este fosfataza
alcalina produsa de microroganism (vezi raport stiintific —etapa 1), s-a luat decizia ca, in continuare,
biosenzorii microbieni sa fie inlocuiti de biosenzorii pe baza de fosfataza alcalina. Aceasta decizie
este sustinuta si de analiza cost-beneficiu, avand in vedere ca, din punct de vedere al realizarii
demonstratorului pentru reteaua de senzori, utilizarea unei singure tehnici analitice de monitorizare
conduce la rezultate mai fezabile si la instrumente de masura mai simple.

3.1.3. Optimizarea biosenzorilor pe baza de fosfataza alcalina

In aceasta etapa de realizare a proiectului optimizarea biosenzorilor pe baza de fosfataza
alcalina a implicat, in primul rand, optimizarea design-ului instrumentelor analitice astfel incat sa se
reduca eventualele interferente electrochimice, prin modificarea potentialului de lucru catre valori cat
mai apropiate de zero.

Utilizarea mediatorilor redox este una dintre variantele de modificare a suprafetei conductive
care sa faciliteze transferul de electroni catre situsul activ al enzimei imobilizate, determinand astfel
modificarea potentialului de lucru catre valori mai mici, prin scaderea valorii de incarcare a campului
determinat de stratul dublu electric.

Pe baza experientei grupului de cercetare al coordonatorului s-a utilizat ca si mediator redox
pentru realizarea biosenzorilor Meldola Blue, un colorant sintetic care are capacitatea de a imbunatati
transferul de electroni. Monomerul Meldola Blue este, din punct de vedere electrochimic, cvasi-
reversibil, cu un potential formal in jurul valorilor de 0,051 pana la -0,175 V, in functie de valoarea
pH-ului mediului, iar polimerul Meldola Blue, obtinut prin electro-polimerizare, are un potential
formal de -0,095 V la pH-ul de 7,00 la care s-a facut electro-polimerizarea, in tampon fosfat.

Protocolul de imobilizare a fost urmatorul: electrozii screen-printati de Au-SPE DRP 220AT a
fost initial pretratati cu H,SO4 0,1 molL™ prin stocarea in solutie de acid timp de 2 ore, spalati, apoi

5



lasati la uscat. Imobilizarea enzimei la suprafata electrozilor de lucru (Au-SPE) s-a realizat prin co-
depunere in timpul procesului de electro-polimerizare al Meldola Blue. Conditiile de electro-
polimerizare au fost: 85 pL Meldola Blue de concentratie 5 mmolL™ (solutie in tampon fosfat 0,1
molL™ pH 7,00) au fost pipetati pe electrodul de lucru. Electro-polimerizarea s-a realizat in
voltametrie ciclica, pe un domeniu de potential cuprins intre -0,6 si +1 V vs. Pseudo Ag/AgCl,
utilizand o viteza de scanare de 0,5 V/s si 100 de cicluri. In timpul procesului de polimerizare, la cel
de-al 45-lea ciclu se adauga 15uL ALP (1mg la 500 pL H,0O). Acest volum de 15 pL de solutie
fosfataza alcalina pe electrozii de lucru asigura 210 mU enzima per electrod. Electrozii astfel
modificati au fost lasati la uscat timp de 6 ore la 20°C - 24°C, dupa care au fost stocati la frigider
pana la utilizare. Biosenzorii realizati prin acest protocol de imobilizare sunt Au-SPE/MB/ALP,
respectiv Pt-SPE/MB/ALP.
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Figura 2. Voltamogramele ciclice pentru MB 5 mmolL™ monomer, in tampon fosfat 0,1 molL™, pH=7,00 (1),
respectiv pentru polyMB cu ALP (2), ciclul 100 (codepunere prin electropolimerizare, ciclurile 45-100) (v=500mV s)

In aceste noi conditii de realizare a biosenzorului s-a stabilit potentialul de lucru optim.
Studiile de voltametrie ciclica efectuate in prezenta substratului specific de acid ascorbic fosfat (AAP)
9,09 x 10 molL™?, in tampon Tris 0,05 molL™ (pH = 8,00) au condus la concluzia ca potentialul de
oxidare al produsului de reactie enzimatica a AAP se modifica de la +0,430 V vs pseudo Ag/AgCI -
valoarea obtinuta pentru imobilizarea directa pe substratul conductiv metalic -, la -0,193 V pentru
inregistrarile efectuate utilizand biosenzorul Au-SPE/polyMB_ALP. Avand in vedere ca |A(Epaap —
Epoiyms)| = 140 mV, iar diferenta intre portentialele picurilor de oxidare pentru produsul reactiei
enzimatice si monomerul MB este de 340 mV, se poate concluziona ca in determinarile ulterioare nu
exista artefacte datorate supra-oxidarii polimerului MB si/sau a monomerului MB adsorbit nespecific.

Pornind de la aceasta valoare specifica a potentialului de oxidare a produsului reactiei
enzimatice a AAP, -0,193V, intrucat procesul de oxidare este complet la o valoare de potential cu cca
50 mV mai mare decat potentialul formal redox, optimizarea potentialului de lucru aplicat in tehnica
cronoamperometrica s-a facut pe domeniul +0,04 VV - +0,250 V vs. Ag/AgCI (vezi figura3). Cea mai
mare valoare a intensitatii curentului de pic a fost obtinuta pentru un potential aplicat de +0,200 V, in
experimentele urmatoare utilizandu-se aceasta valoare ca optima.
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Figura 3. Variatia intensitatii curentului picului de oxidare cu valoarea potentialului de lucru aplicat pe electrodul
de lucru Au-SPE/polyMB_ALP

Caracteristicile de performanta ale biosenzorului Au-SPE/polyMB_ALP au fost stabilite in
urmatoarele conditii de lucru: tampon TRIS pH=8,00 (50 mmolL™), potential aplicat +0,200 V (vs.
Ag/AgCI), volumul de lucru maxim 120 ulL (stabilizarea biosenzorului s-a facut in 80 pL electrolit
suport peste care se pipeteaza volumele corespunzatoare de substrat, AAP, respectiv de inhibitor).
Biosenzorii realizati au fost aplicati pentru determinarea contaminantilor Hg (Il) si uranil,
raspunsurile la prezenta inhibitorilor fiind sensibile pe domenii de concentratii de parti per milion
(figura 4).
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Figura 4. Inhibitia raspunsului cronoamperometric al biosenzorului Au-SPE/polyMB_ALP in prezenta Hg (I1), aditii
repetate pe domeniul de concentratii 0.03 ppm — 0.16 ppm (potential aplicat +0.200 V vs pseudo-Ag/AgCl)



Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul de mai jos

Parametru Caracteristica
Raspuns fata de substrat specific: Ec. curbei de raspuns
o fosfatul acidului ascorbic | (NA) = 134,7 xC (mmolL™) + 19,47; R=0,9820

Domeniul dinamic de raspuns
5,88 x 10° molL™* — 2 x 10 molL™

Afinitate fata de substrat K®P\,= 7.22x10™ molL™
Constanta de inhibitie
= Hg* » KinH9%=7,31 x 10° molL™
= (UO,)* " Kin Y922=3,93 x 10° molL?

Domeniul de concentratii pe care biosenzorul
este aplicabil in determinari de inhibitie

= Hg* = 0,03 ppm - 0,16 ppm
= (UOy)* = 0,03 ppm - 0,13 ppm
Timp de viata
= Stabilitate la stocare 7 zile; activitate remanenta 90%
= Stabilitate operationala 6 masurari consecutive Hg(11) sau (UO,)**

In varianta constructiva optimizata se observa ca, pe domeniul de concentratii in care
raspunsul la inhibitor este deschis de o ecuatia liniara, se evita si competitivitatea inhibitiei, raportul
Kin/ K®P\ fiind subunitar. Ca urmare, pentru realizarea retelei de biosenzori este recomandabila
utilizarea acestei variante pentru unitatile dedicate analizei Hg (1) si radionuclizilor. Daca necesitatile
de analiza specifica, de teren, o cer, trebuie optimizata reteaua de senzori din punct de vedere al
conditiilor de selectivitate (determinarea constantei de selectivitate si modulare a valorii pH-ului si a
tariei ionice) pentru analiza in prezenta a mercurului si uraniului (V1).

A3.3. Elaborare documentatie brevet pentru biosenzori microbieni- tinand seama de
actiunea corectiva introdusa, prin care biosenzorii microbieni sunt partial inlocuiti cu
biosenzori enzimatici, s-a elaborat o documentatie de brevet si a fost depusa o cerere de brevet
pentru Procedeu de obtinere a unui biosenzor amperometric pentru determinarea mercurului (1),
dosar numarul A00715 /10.10.2016.

A3.4. Alegerea tulpinilor microbiene pentru decontaminarea eficienta a metalelor grele
si radionuclizilor-partea 2 a.

A3.5.Studiul randamentelor de absorbtie/desorbtie a metalelor grele si radionuclizilor la
nivelul biomasei microbiene

In aceasti etapa s-au continuat experimentele pentru studiile de absorbtie-desorbtie a metalelor
grele utilizand tulpini de Pseudomonas aeruginosa. S-a utilizat mediul de culturd King B lichid (LB),
stiut fiind faptul ca acest mediu stimuleaza sinteza de siderofori. Compozitia mediului King B la
1000mL: 20g peptona din carne, 0.4g MgSO4, 1g K;HPO,4, 8mL glicerol, pH 7.0. In vederea testarii
capacitatilor microbiene de a fixa ioni metalici, a fost utilizata tulpina de Pseudomonas aeruginosa
ATCC (American Type Culture Collection) 27853. Tulpina este mentinuta in Colectia Centrului de
Cercetare, Formare si Consulting in Genetica, Microbiologie si Biotehnologie (Microgen) in condifii
standardizate international, in mediu LB cu 40% glicerol, la -70°C (freezer Revco).



Inoculul microbian. Tn vederea insdamantarii tulpinii bacteriene de P.aeruginosa ATCC 27853,
aceasta a fost scoasd de la -70°C si a fost cultivatd in mediu Luria-Bertani lichid (10g peptond din
carne, 5g extract de drojdie, 10g NaCl, pH 7.0, la 1000mL apa distilatd) la 28°C cu 250 rpm agitare
orbitald in shaker Certomat 3300. Pentru activarea tulpinii bacteriene au fost realizate 3 pasaje
succesive, in aceleasi conditii, cate 24h.

Pentru prepararea inoculului bacterian, ultimul pasaj a fost centrifugat 10min la 10.000rpm in
centrifugd Sigma cu ricire 4°C. Dupa doud spaldri in apa distilatd sterild, densitatea celulard a fost
cititd la spectrofotometru (600nm) si ajustata la 1 x 10° celule/ml. Acest inocul a fost insimantat in
proportie de 1% in flacoanele cu mediu King B si respectiv, cu mediu King B suplimentat cu ioni
metalici:

Acest inocul a fost insdmantat in proportie de 1% in flacoane ce contineau 200 ml mediu King
B suplimentat cu ioni metalici (ZnCu, ZnNi, ZnCo)

Au fost folositi si martori, care au fost mentinuti in aceleasi conditii, dar fara inocul bacterian,
acestea avand codurile din tabelul urmator.

Codurile experimentale folosite sunt urmatoarele:

Cod proba
Volum Cod proba P
Cod .. s . . experimental
Compozitie  mediu king Inocul bacterian 1%  experimental set 1
martor . Set 2
B mi experimente

experimente

MO Mediu King B 200 - -

Mediu King B M1 + P.aeruginosa

M1 + 7nCu 200 ATCC 27853 P1 (ZnCu) RP1(RZnCu)
Mediu King B M2 + P.aeruginosa . .

M2 + 7nNi 200 ATCC 27853 P2 (ZnNi) RP2(RZnNi)
Mediu King B M3 + P.aeruginosa

M3 +7nCo 200 ATCC 27853 P3 (ZnCo) RP3(RZnCo)

Studiul de adsorbtie/desorbtie. S-a realizat un singur ciclu adsorbtie / desorbtie, fiind
prelevate probe de 20 ml la intevale timp regulate de 24 h timp de 3 zile, acestea fiind supuse analizei
pentru determinarea cantitatii adsorbite cat si desorbite.
> Adsorbtie. Ambele seturi experimentale au fost supuse studiului adsorbtiei timp de 72 ore,
prelevandu-se cate 20 mL de solutie mediu king B la interval de 24 h si au fost centrifugate, metalul
ramas in solutie din supernatant fiind supus analizei prin SAA pentru determinarea concentratiei de
metal.
> Desorbtie. Depozitul centrifugat de biomasa bacteriana din al doilea set experimental a fost
supus elutiei cu un volum de 10 ml solutie HCI 10% pentru digestia masei vegetale si recuperarea
metalului adsorbit.

Determinarea metalelor s-a facut utilizind o metoda spectrometrica de absorbtie atomica in
flacara pentru determinarea continutului de Zn, Cu, Co, Ni cu limita de detectie; 0.001mg/L



Se observa ca prin desorbtie la zinc se obtin concentratii mai mici decat celei initiale de metal
la 24 de h, dar cantitatea desorbita creste in timp.

Masa microbiana se dezvolta cel mai bine in varianta Zn Ni si Zn Cu eficienta de adsorbtie si
viabilitatea biomasei fiind foarte bune, ceea ce recomanda P. aeruginosa pentru a fi utilizat in
bioremediere. Dintre toate metalele grele supuse studiului de adsortic desorbtic pe biomasa
P.aeruginosa ATCC 27853 se observa ca ionul zinc in varianta Zn Cu se adsorsoarbe si se desoarbe
cu randamente satisfacatoare.

A3.6 Proiectarea tehnologiei de bioremediere-partea 1

A3.7 Proiectare bioreactor

Pe baza rezultatelor obtinute de partenerul P3, INCDMRR, la alegerea tulpinilor microbiene
corelat cu randamentul acestora de adsorbtie/desorbtie a metalelor grele, s-a ajuns la concluzia ca se
pot propune urmatoarele variante de flux tehnologic pentru pentru proiectarea instalatiei de
bioremediere

Apdpoluatd )
fpa metale grele—— Solutie HCI
& SolutieHC 10%
poluats .
metale 10%
grele
Bionjasa
uzata
Bioreactor 1
cu
amesctecae
mecanica Metale
grele
Biomasé recup er_at?
recuperaté - -
Biomasa
bacteriana fpd
depollatd Separare prin
centrifugare 2 ok
depoluata
Separare prin
centrifugare 1 Metale grele

recuperate

Figura 6. Schemele variantelor de flux tehnologic pentru instalatia de bioremediere.

Partenerul P1, CPMED Laboratory, pe baza rezultatelor obtinute a realizat primul model de
tehnologie si bioreactor pentru bioremedierea metalelor grele.Prima problema care a trebuit
solutionata a fost fixarea materialului microbian pe un suport, atat pentru varianta de flux cu coloana
de adsorbtie cat si pentru varianta de lucru cu amestecare mecanicd, prevazuta cu pat/frita cu sistem
de barbotare in contracurent gazului (aer in cazul P. aeruginosa).

Pentru fixare s-a folosit un material ceramic cu granulatii > 0,5 mm, > 1 mm, < 2 mm,
impreuna cu doua alte materiale (tuf vulcanic macinat 0,2 microni si Frita cordierit cu granulatie
mare) acestea fiind utilizate mai intéi la nivel de laborator si apoi in bioreactor, studiile fiind realizate
pentru a stabili care dintre 5 materiale are cel mai bun randament.

Pregatirea materialului ceramic. Materialul ceramic a fost sterilizat la cald (la temperatura de
180°C, timp de 3 ore) folosind etuva marca Raypa. Studiile s-au efectuat utilizand aceleasi conditii
de lucru ca si pentru stabilirea randamentelor de adsorbtie - desorbtie a tulpinilor bacteriene, numai ca
mediul de cultura King B a fost suplimentat cu cate 5 g de materiale ceramice. Concluziile
experimentale de laborator au condus la utilizarea in modelarea bioreactorului a materialului ceramic
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de tip frita-cordierit cu granulatie < 2mm. Aceast material a dovedit, ulterior, ca care are cel mai bun
randament in bioreactorul proiectat.

Modelarea bioreactorului. Modelarea s-a facut n aceasta etapa utilizand un singur metal, si
anume cuprul, urmand ca, dupa validarea tuturor elementelor modelului sa se realizeze prototipul
final al bioreactorului.

Este cunoscut faptul ca organismele biologice sunt capabile sa acumuleze si sa transforme
metalele printr-un numar de mecanisme incluzand legarea extracelulara, acumularea intracelulara,
pompe de drenaj si biotransformare. Celulele moarte pot fi utilizate ca acumulari de suprafata, in timp
ce organismele vii pot canaliza metalele prin oricare din mecanismele cunoscute. Pseudomonas
aeruginosa este o bacterie comuna din sol care prezinta potential excelent de adsorbtie a metalelor.
Izotermele de adsorbtie pot furniza informatii valoroase referitoare la natura interactiilor fizico-
chimice implicate in imobilizarea la suprafata a metalelor toxice. Reprezentarea grafica a sorbtiei
prezinta o forma de tip L, putand fi descrisa de expresia izotermei Langmuir de forma:

_ Qmax*b*Ce

Qe = 14 b*Ce O

unde ge reprezinta absorbtia specifica de metal, Qmax reprezinta capacitatea specifica maxima
de absorbtie de metal, C, este concentratia la echilibru a metalului iar b este o constanta referitoare la
energia de adsorbitie. lzoterma Langmuir a echilibrului de adsorbtie este reprezentata grafic din
variatia C¢/ge versus Ce. Pentru studiul cinetic, Tn vase de reactie ce contin 100 ml de solutie Cu (I1)
50 mg/L se adauga bioabsorbant (P. aeruginosa in mediu King B, fixata Tn suspensie pe Frita
cordierit). Acest amestec este agitat cu viteza de 30 rpm si in intervalul 0-24 ore se preleveaza probe
in vederea analizei spectrofotometrice a concentratiei de cupru rezidual din solutie. Valoarea Qmax
obtinuta a fost de 50 mg/g de bioabsorbant.

Studiul de biosorbtie a relevat existenta a doua etape distincte: o adsorbsie initial rapida
urmata de o adsorbtie graduala, cu echilibrul realizat in 24 ore. Adsorbtiaa extracelulara este, in
general, un proces de tip schimb ionic, avand loc la peretele celular. A doua faza este un proces
mediat biologic al ionilor metalici in citoplasma. Acest tip de proces este important doar daca se

aplica pentru un reactor Tn regim continuu.
509 §5 w

Cu {II} initial 50 ppm

I
o

Biomasa 750mg/L

=

w
o

20

Cu rezidual, ppm

timp, h

Figura 7. Cinetica absorbtiei cuprului de catre P. aeruginosa
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In tabelul de mai jos sunt prezentate valori ale absorbtiei ionului de Cu(ll) in prezenta
diferitelor tulpini de Pseudomonas.

Organism Adsorbtie cupru (mmol/g)

P. aeruginosa 0,32+0,02 0,63 0,02
P. aeruginosa NCTC (10229) 0,33+0,05 0,65 £0,04
P. cepacia 0,36 £ 0,03 0,69 +0,03
P. cepacia NCTC (10661) 0,35+0,04 0,66 £0,01
P. fluorescens 0,36 £0,01 0,66 +0,02
P. fluorescens NCTC (10038) 0,35+0,02 0,62 £0,01
P. testosteroni 0,40+£0,03 0,76 +0,04
P testosteroni NCTC 0,37+0,03 0,72 £0,04
(10698)

Izoterma lui Langmuir este utilizata pentru a descrie adsorbtia monostratului pe o suprafata cu
un numar finit de sit-uri active:

— Tmaxbe
Ge = Kg+6, )
unde
Omax €Ste capacitatea maxima de adsorbtie (umol mg-1) iar Ky este constanta de disociere
relative la complecsii metal — biosorbent (uM).
Caracteristicile esentiale ale izotermei Langmuir pot fi exprimate utilizand un factor

adimensional de separare RL descris de ecuatia (3):
1

R, =
L7 1tgk, 3)

unde Co (mmol / ) este cea mai mare concentratie initiala de sorbat si K, (I / mmol) este
constanta Langmuir. Parametrul RL indica natura formei izoterma sa fie nefavorabil (RL> 1), liniar
(RL = 1), favorabila (0 <RL <1), sau ireversibila (RL = 0).

Modelul empiric Freundlich care se bazeaza pe adsorbtia pe o suprafata heterogena si intr-o
maniera de adsorbtie multistrat (Freundlich 1926) este descries prin ecuatia:

_ 1/n
qe = K C; (4)

unde n este constanta Freundlich referitoare la energia de adsorbtie si K; este o constanta
referitoare la capacitatea de adsorbtie (I mg™).

Cresterea cantitatii de biomasa, insotita de cresterea concentratiei de metal biosorbit poate fi
atribuitd cu probabilitate mai mare interactiunii dintre ionii metalici si biosorbant. Mai mult decét
atat, concentratia de metal initial mai mare asigura o fortd motoare crescuta pentru a depasi orice
rezistenta la transferul de masa al metalelor intre faza apoase si solide, accelerand ciocnirile probabile
dintre ionul metalic si sorbenti care are ca rezultat adsorbtia mai mare de metal.

Modelarea procesului. Definirea scopului realizarii unui model calibrat pentru tratarea
apelor uzate, consta in parcurgerea unor pasi importanti in cadrul procedurii si anume:

» definirea scopului pentru care este destinat modelul,
> selectia modelului, colectare date, armonizarea datelor,
» calibrarea parametrilor modelului.
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Procedeul, influenteaza selectia modelului, colectarea datelor si calibrarea modelului.
Calibrarea modelului se bazaeaza pe intelegerea procesului si structura modelului. Un model de
tratare a apelor uzate calibrat este rezultatul unei proceduri iterative, si se poate obtine prin
modificarea doar parametri ai modelului, utilizand seturi de parametri impliciti ca punct de start.
Black-box, Modele stocastice black-box si modelele hibride gray-box sunt utile n aplicatii de tratare
a apelor uzate pentru predictia incarcaturii efluentului, pentru estimarea activitatii biomasei si a
parametrilor de calitate a efluentilor.

Metodele de modelare completeaza procesul de cunoastere si sunt incluse in modele with-box
cu predictii pe baza datelor in zonele in care modelul with-box nu prezinta ipoteze valabile care sa
ofere predictii exacte. Inteligenta artificiala (Al) acopera un spectru larg de metode, multe dintre ele
fiind utilizate Tn aplicatii legate de WWTP. Metodologiile Al si modele with-box poat interactiona in
multe feluri; Sistemele de control si de supraveghere pentru STAU reprezinta o necesitate evidenta.
Sistemele modulare bazate pe mai multe metode Al ofera un mare potential.

Procedeul cu namol activ este o metoda fercventa de tratare biologica a apelor uzate. Tn
procesele de tratare cu namol activ, biomasa bacteriana aflata in suspensie(Namolul activat) este
responsabil pentru indepartarea poluantilor. Tn functie de design si daca specificul procesului o cere, 0
tratare a apelor uzate cu namol activ biologic poate conduce la eliminarea poluantilor (ioni de metale
grele si radioactivi).

Modele with-box™ sunt cunoscute ca si modele deterministe. Aceste modele se bazeaza pe
principii de inginerie primara, ceea ce inseamna ca ecuatiile modelului au fost dezvoltate pornind in
general de la ecuatii de bilant aplicate masei de reactie a carei calitate se conserva, rezultand astfel un
set de ecuatii diferentiale.

Modelul namolului activat ipoteze si limitiri. Unele dintre principalele ipoteze ale
modelului ASM1, modelul de referinta pentru aceasta cercetare, sunt:

1. Influenta factorilor de mediu:

v' Temperatura: Parametrii model cinetic sunt dependenti de temperatura, fapt pentru care se
calibreaza modelul pentru o anumita temperatura functie de rezultatele optime obtinute in
laborator pentru un anumit tip de ape, respectiv bacterii, dezvoltand ulterior factori de corectie
pentru temperatura. Dependenta de temperatura a cineticii de reactie, furnizeaza doua seturi de
parametrii tipici, respectiv pentru 10 si 20 ° C. Modelele urmatoare, cum ar fi ASM2 (Henze
et al., 1995) si modelul TUDP (van Veldhuizen si colab., 1999), utilizeaza 0 dependenta de
temperatura de tip Arrhenius.

v" pH: In ASM1, se presupune ca pH-ul este o constanta in apropierea punctului de neutralitate.

v' Componente toxice: prezenta ionilor de metale grele si a ionilor radioactivi prezenti in apele
uzate si de suprafata.

v' Compozitia apei uzate: In afara de componentele toxice a caror tratre se urmareste, in apele
uzate apar o serie de anioni, respectiv cationi in limite admise dar care pot reprezenta
potentiali inhibitori de reactie.
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Rezultatul modelarii
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Figura 12. Izoterma de adsorbtie Langmuir a biosorbtiei de Cu(ll) in prezenta P. aeruginosa
Qmax = 1,5267 pumol/ml si K, = 4,57, r* = 0,989

Sistemul de bioremediere dezvoltat pentru bioremedierea cuprului utilizand P aeruginosa
fixata pe material ceramic este functional la randament maxim in urmatoarele conditii: pH=7.00, timp
de adsorbtie 24h, eficienta maxima fiind atinsa chiar pentru concentratii mari, de 100 ppm Cu in
sistem.

Varianta sistem de bioremediere, utilizand culturi de cereale.

In incercarea de a diminua impactul de mediu al tehnologiilor de bioremediere, s-a incercat, cu
suprotul partenerului P2, INFLPR, realizarea de culturi test pentru bioremediere utilizand culturi de
concentrare/metabolizare a metalelor grele de grdu, porumb, mazare si lucernda, urmarindu-se
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cantitatea de C,H, si NHs. Partenerul P2 a investigat efectul metalelor grele (Zn, Cu, Pb, Hg si Cd),
la semintele germinate de grdu comun, grau Spelta, mazare, porumbul comun si lucerna, prin detectia
optoacustica a concentratiei de etilena si amoniac corespunzatoare. In principal s-au urmarit: rata de
productie a etilenei si amoniacului ca raspuns la actiunea metalelor grele; timpul de raspuns al
plantelor; gradul de distrugere a membranelor celulare pentru evaluarea tolerantei semintelor
germinate la acumularea speciilor oxidante induse de metalele grele. O consecintd comund a
conditiilor de stres (ex. metalele grele) este data de o crestere a productiei de specii reactive de oxigen
care pot conduce la oxidarea nespecifica a proteinelor si lipidelor membranare. Ca urmare, tesuturile
afectate de stresul oxidativ, in general, contin concentratii crescute de proteine si lipide iar efectele
conditiilor de stres sunt redate Tn concentratii de amoniac si etilena.

Studiile preliminare au fost realizate cu seminte de grau comun /Triticum aestivum, seminte de
grau Spelta/Triticum spelta (sau grau decojit), porumbul comun/Zea mays, mazare verde/ Pisum
sativum si seminte de lucerna/Medicago sativa, germinate cu ajutorul apei distilate si a metalelor
grele la temperatura camerei. Semintele au fost crescute in probe din policarbonat incolor, produse de
Sabic, cu un volum specific de 0.83 cm3/g.In aceasta etapa de realizare a proiectului, pentru analiza
fotoacustica, s-au folosit aproximativ 6g seminte/boabe/capsula cu o cantitate totala de 10 mL metal
greu/capsula respectiv 10 mL apa distilata/capsula (fig. 13).

RN

Figural3. Cuva din sticla cu semintele germinate: stg- lucerna, dr.- graul comun

Analiza gazelor din respiratia semintelor germinate a fost facuta pentru mazare si porumb la:
92 de ore, 116 ore si 260 ore, pentru semintele de lucerna si grau comun la: 96 de ore, 104 ore si 125
ore. In cazul semintelor de grau Spelta (sau graul decojit), cercetarile au fost realizate la 72 de ore 80
ore si 96 ore. Pe parcusul experimentelor pentru detectia optoacustica a emisiei de etilena si a
amoniacului au fost utilizati urmatorii parametrii importanti: <Linii laser de lucru: 10P(14), coeficient
de absorbtie maxim pentru etilend: A = 949.479 cm™ !, o = 30.4 cm™ *atm™ *; 9R(30), coeficient de
absorbtie maxim pentru amoniac: o = 57 cm’ ‘atm™*; «Puterea fasciculului laser pe linia 10P(14) a
laserului: 3.3 W iar pe linia 9R(30): 2.2 ; *Presiunea cuvei: 1014 mbar; *Responsitivitatea celulei:
278 cmV/W; «aer sintetic: Linde Gaz Romania, 20% oxigen si 80% azot (impuritati: hidrocarburi
max 0,1 ppmV, oxizi de azot max 0,1 ppmV); «azot : Linde Gaz Romania , azot 5.0 ( puritate 99,999
% ) si 6.0 (puritate 99,9999 %); « temperatura de lucru: 23 - 25°C; « Volumul total cuvei de sticld: 150
mL; « Volumul total al celulei fotoacustice: 1000 mL;

Metalele grele au fost obtinute de la Partenerul 3/ Institutul National de Cercetare Dezvoltare
pentru Metale si Resurse Radioactive INCDMRR ICPMRR, iar in tabelul de mai jos sunt prezentate
concentratiile de metal pentru fiecare element in parte.
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comun germinate in metale grele, n comparatie cu comun germinate in metale grele, in comparatie cu
semintele de grau comun germinate in apa semintele de grau comun germinate Tn apa distilata
distilata(Control). (Control)

Dupa cum se poate observa, in cazul semintelor de grau comun (6g) germinate cu metal greu,
concentratia de etilena este inhibata in timp, la nivel de samanta germinata, cand adaugam 10 mL de
metal greu. Se porneste de la o concentratie de aproximativ 40 ppb (la 96 de ore) si se ajunge la o
concentratie de 30 ppb in cazul vaporilor de etilena pentru semintele de grau comun germinate cu apa
distilata. In cazul metalelor grele, concentratia de etilena este inhibata in timp, mai mult pentru:
Cu<Pb<Hg<Cd<Zn. In cazul vaporilor de amoniac, din respiratia semintelor de grau comun
germinate cu apa distilata, se porneste de la o concentratie de aproximativ 50 pbb (la 96 ore) si se
ajunge la o concentratie de amoniac de aproximativ 175 ppb la 125 ore. Concentratia de amoniac,
spre deosebire de concentratia de etilena, creste in timp mai mult pentru: Cu> Cd> Pb> Hg> Zn.

In cazul semintelor de grau Spelta (sau grau decojit) germinate cu metal greu, concentratia de
etilena este (ca si in cazul graului comun) inhibata in timp, pentru 10 mL de metal greu. Se porneste
de la o concentratie de aproximativ 56 ppb la 72 ore si se ajunge la 0 concentratie de aproximativ 28
ppb (la 96 de ore) in cazul vaporilor de etilena pentru semintele de grau Spelta germinate cu apa
distilata. Concentratia de etilena este inhibata in timp, mai mult pentru: Pb<Zn<Cu<Cd<Hg. In cazul
vaporilor de amoniac, din respiratia semintelor de grau Spelta germinat cu apa distilata, se porneste de
la o concentratie de aproximativ 35 pbb la 72 ore si se ajunge la o concentratie de amoniac de
aproximativ 20 ppb la 96 ore. Concentratia de amoniac, spre deosebire de concentratia de etilena,
creste in timp mai mult pentru: Cd>Pb>Hg>Zn>Cu.
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Figura 16. Productia de etilend pentru semintele de grau Figura 17. Productia de amoniac pentru semintele de grau

Spelta (Triticum spelta) germinate Th metale grele, Spelta (Triticum spelta) germinate Th metale grele,
comparativ cu semintele de grau Spelta germinate Tn apa comparativ cu semintele de grau spelta germinate In apa
distilatd (Control). distilata (Control).
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In cazul semintelor de lucerna se porneste de la o concentratie de aproximativ 130 ppb la 96
ore si se ajunge la o concentratie de aproximativ 50 ppb (la 125 de ore) in cazul vaporilor de etilena
pentru semintele germinate cu apa distilata. Concentratia de etilena este inhibata in timp, mai mult
pentru: Zn<Cd<Hg<Cu<Pb. Pentru vaporii de amoniac, din respiratia semintelor cu apa distilata, se
porneste de la o concentratie de aproximativ 60 pbb la 96 ore si se ajunge la o concentratie de
amoniac de aproximativ 127 ppb la 125 ore. Concentratia de amoniac, spre deosebire de concentratia
de etilena, creste in timp mai mult pentru: Pb>Cu>Hg>Cd>Zn.
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Figura 18 Productia de etilena pentru semintele de lucerna Figura 19. Productia de amoniac pentru semintele de
(Medicago sativa L.) germinate n metale grele, lucerna (Medicago sativa L.) germinate Tn metale grele,
comparativ cu semintele de lucerna germinate in apa comparativ cu semintele de lucerna germinate Tn apa
distilata (Control). distilata (Control).

Aceeasi structura a determinarilor a fost urmata si pentru promb si mazare. Experimentele au
demonstrat ca se pot utiliza culturile de gréu, lucerna, mazire, porumb pentru
concentrarea/metabolizarea metalelor grele existand, intr-o oarecare masura un raspuns specific al
plantelor pentru anumite metale, desi pentru concluzii definitive privind specificitatea sunt necesare si
date privind CO2. Determinarile de pana acum demonstreaza ca in cazul:

e Semintelor de grdu comun germinate: etilena este inhibata mai mult pentru: Cu <Pb <Hg <Cd
<Zn; amoniacul este in concentratie mai mare pentru: Cu> Cd> Pb> Hg> Zn;

e Semintelor de grdu Spelta: etilena este inhibata mai mult pentru: Pb<Zn<Cu<Cd<Hg;
amoniacul este Tn concentratie mai mare pentru: Cd>Pb>Hg>Zn>Cu.

e Semintelor de lucerna: etilena este inhibata mai mult pentru: Zn<Cd <Hg <Cu <Pb;
amoniacul este Tn concentratie mai mare pentru: Pb> Cu> Hg> Cd> Zn;

e Boabelor de mazare: etilena este inhibata mai mult pentru: Pb <Cu <Cd <Hg <Zn; amoniacul
este in concentratie mai mare pentru: Pb>Cd>Hg>Cu> Zn;

e Boabelor de porumb comun: etilena este inhibata mai mult pentru: Pb <Hg <Cd <Zn <Cu;
amoniacul este Tn concentratie mai mare pentru: Pb> Cd> Hg> Cu> Zn;

A3.8 Integrarea biosenzorilor enzimatici si microbieni intr-o retea-partea 1

Rezultatele obtinute pana acum conduc structurarea finala a primelor doua unitati de
biosenzori din retea, si anume:

Unitatea 1 — C-SPE_Grafit_Lacc; potential de lucru: -0.025 V; analiza Pb (I1); domeniul util
de concentratii Pb(Il): 6.6 ppb — 240 ppb; timp de viata 120 zile; nivel de curent masurat zeci/sute nA

Unitatea 2 — Au-SPE/polyMB_ALP; potential de lucru: +0.200 V; analiza Hg(ll) si/sau
(UO,)**: domeniul util de concentratii 30 ppb — 160 ppb; timp de viata 7 zile; nivel de curent masurat
zeci/sute nA
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Se poate concluziona ca au fost optimizate cele doua unitati si, din punct de vedere al
integrarii intr-o retea de biosenzori exista compatibiltate atat ca domeniu aplicabil de potentiale, cat si
ca domeniu al valorilor de curent masurate; aceste unitati rezolva analiza a trei dintre metalele grele,
respectiv radionuclizii, tinta ai proiectului si anume Pb (11), Hg (I1) si (UO,)*".

Analiza ionilor Zn (11), Cu (I1), Cd (1), Ni (1) precum si a altor radionuclizi ramane de
rezolvat, desigur obiectivul realist al proiectului nefiind rezolvarea per integrum a analizei speciilor
ionice care pot contamina diferite areale utilizand retele de biosenzori. Pe baza rezultatelor obtinute
de parteneri in elaborarea tehnologiilor de bioremediere utilizand diferite tulpini de micro-organisme,
s-a incercat rezolvarea determinarii acestor patru ioni utilizand biosenzori microbieni, pe baza de
Pseudomonas aeruginosa insa, dupa cum am mantionat anterior, pentru toate variantele de
imobilizare incercate experimentele au condus la rezultate negative deoarece emisiile de fluorescenta
specifice obtinute pentru organismul imobilizat au fost foarte mici desi micro-organismul liber a
prezentat emisie de fluorescenta, ceea ce a determinat introducerea actiunii corective de utilizare a
fosfatazei alcaline ca si element de biorecunoastere pentru metale grele si, mai ales, radionuclizi.

CONCLUZzII

Au fost optimizate doua unitati de monitorizare de tip biosenzor si, din punct de vedere al
integrarii intr-o retea de biosenzori exista compatibiltate atat ca domeniu aplicabil de potentiale, cat si
ca domeniu al valorilor de curent masurate; aceste unitati rezolva analiza a trei dintre metalele grele,
respectiv radionuclizii, tinta ai proiectului si anume Pb (I1), Hg (II) si (UO,)*": unitatea 1 — C-
SPE_Grafit_Lacc; analiza Pb (I1) pe domeniul util de concentratii 6.6 ppb — 240 ppb; nivel de curent
masurat zeci/sute nA; unitatea 2 — Au-SPE/polyMB_ALP; analiza Hg(l1) si/sau (UO,)*"; domeniul
util de concentratii 30 ppb — 160 ppb; nivel de curent masurat zeci/sute nA.

S-a elaborat documentatia de brevet si a fost depusa cererea de brevet privind ”Procedeu de
obtinere a unui biosenzor amperometric pentru determinarea mercurului (I1)”.

Utilizand tulpinile microbiene selecsionate a fost dezvoltat primul model de bioreactor, de
volum 1L, inoculul microbian fiind P aeruginosa ATCC fiind fixat pe material ceramic de tip frita
cornier de granulatie mare, 5g material la 200 mL suspensie inocul bacterian, modelul fiind testat
pentru stabilirea conditiilor optime, in aceasta prima faza, doar pentru pentru bioremedierea cuprului.
Rezultatul modelarii a condus la umatoarea concluzie: sistemul de bioremediere dezvoltat pentru
bioremedierea cuprului utilizand P aeruginosa fixata pe material ceramic este functional la randament
maxim in urmatoarele conditii: pH=7.00, timp de adsorbtie 24h, eficienta maxima fiind atinsa chiar
pentru concentratii mari, de 100 ppm Cu in sistem.

S-au propus doua scheme de flux tehnologic pentru sistemul de bioremediere.

S-a demonstrat potentialul spectroscopiei laser fotoacustice in evaluarea randamentului de
metabolizare a metalelor grele prin monitorizarea etilenei si a amoniacului din semintele de grau
comun, grau Spelta, mazare, lucerna si porumb germinate ca raspuns in timp. Rezultatele
experimentale demonstreaza ca semintele /boabele germinate cu metale grele, determina o crestere a
vaporilor de amoniac Tn respiratia plantelor (in timp), precum si o scadere a vaporilor de etilena in
respiratia vegetatiei. Experimentele au demonstrat ca se pot utiliza culturile de grau, lucerna, mazare,
porumb pentru concentrarea/metabolizarea metalelor grele existand, intr-o oarecare masura un
raspuns specific al plantelor pentru anumite metale.
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