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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta problemei abordate. Nanotehnologia este un domeniu
multidisciplinar care poate revolutiona un numar mare de aplicatii in diferite arii ale stiintei si
tehnologiei. Dezvoltarea continud a acestui domeniu include si crearea noilor metode de sinteza
a materialelor la scarda nanometrica (sub 100 nm) care sd permitd controlul riguros al
dimensiunii, dispersitatii, omogenitatii $i compozitiei chimice ale acestor nanostructuri, dar si
cercetarea acestora pentru definirea potentialelor aplicatii [1].

Metoda de sinteza este o componenta importanta in stabilirea domeniului de aplicabilitate
a nanoparticulelor, intrucat aceasta influenteaza direct proprietatile morfologice, structurale
(marimea si forma particulelor), chimice si magnetice ale nanoparticulelor sintetizate [1, 2].
Astfel, exista un interes continuu indreptat spre elaborarea noilor metode de sinteza a particulelor
de dimensiuni nanometrice. Nanoparticulele pe baza de fier ca si nanoparticulele in general se
pot prepara prin metode fizice, chimice sau biologice [3]. Cele mai utilizate tehnici fizice sau
chimice utilizate pentru sinteza nanoparticulelor pe baza de fier includ condensarea [4], nano-
dispersarea [5], descompunerea termica [6], reducerea chimica [7], sinteza in micele inverse [8]
si co-precipitarea [9]. Tehnicile biologice de sinteza a materialelor constau in utilizarea
enzimelor microbiene, agentilor fitochimici cu proprietdti oxidante sau reducatoare, sau
utilizarea directda a microorganismelor pentru sinteza nanoparticulelor [10-13]. Metodele
biologice reprezintd o categorie aparte, Intrucat acestea oferd posibilitatea de a obtine
nanoparticule ale caror proprietati fizico-chimie sunt compatibile cu proprietatile biochimice ale
mediului celular [14]. Din acest motiv, nanoparticulele obtinute prin metodele biologice prezinta
interes pentru aplicatiile bio-medicale. In cadrul categoriei de tehnici biologice de sinteza se
detaseazd metoda microbiologica, care constd in utilizarea biomasei celulare pentru obtinerea
particulelor metalice de dimensiuni nanometrice. In ultimii ani asistim la o intensificare a
cercetarilor la nivel international privind sinteza microbiologica a nanoparticulelor metalice.

Literatura de specialitate abunda de dovezi experimentale ce demonstreaza capabilitatea
mai multor organisme, atat unicelulare cat si pluricelulare, de a sintetiza materiale anorganice,
fie intracelular sau extracelular [15-19]. La nivel national au fost initiate cercetarile legate de
obtinerea nanoparticulelor de argint cu utilizarea tulpinii de microalge verzi-albastrii Spirulina
platensis [20, 21]. Tn acest context, apare necesitatea de a studia mecanismele care stau la baza
sintezel microbiologice a nanoparticulelor pe baza de fier si evaluarea rolului macromoleculelor
organice de tip proteine participante Tn cadrul acestor mecanisme. Studierea structurii proteinelor

si a proceselor biochimice ale acestora conduce la o intelegere mai buna a procesului de sinteza



microbiologicd a particulelor de dimensiuni nanometrice, ceea ce va permite imbunatatirea
parametrilor de structurd a nanoparticulelor pentru diferite aplicatii.

Scopul tezei constd in studierea aspectelor fizico-Chimice si mecanismului sintezei
microbiologice a nanoparticulelor pe baza de fier.

Obiectivele generale urmarite in cadrul cercetarilor descrise in teza sunt urmatoarele:

elaborarea unei metodologii de testare a microorganismelor pentru identificarea
capabilitatii de sinteza a nanoparticulelor de fier pe baza tulpinii Dunaliella salina
CNM-AV-02, la nivel de laborator;

- identificarea factorilor fizico-chimici ce favorizeaza procesul de sinteza
microbiologica a nanoparticulelor pe baza de fier la Dunaliella salina CNM-AV-02;

- determinarea gruparilor functionale din biomasa celulara a Dunaliellei salina CNM-
AV-02 implicate n procesul de legare a ionilor de Fe(lll);

- cercetarea proteinelor implicate in procesul de sintezd microbiologicd a
nanoparticulelor pe baza de fier la Dunaliella salina CNM-AV-02 prin metode
experimentale si simulari de dinamicd moleculard pentru stabilirea mecanismelor care
stau la baza procedeului de sinteza dirijata a nanoparticulelor de fier.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Pentru prima datd a fost elaboratd metodologia de
evaluare a capabilitatii microorganismelor de a sintetiza nanoparticule pe baza de fier, utilizand
ca model de studiu tulpina Dunaliella salina CNM-AV-02.

Au fost cercetati factorii esentiali si identificate conditiile optime pentru realizarea
procesului de acumulare a ionilor de fier si formare a unor structuri de dimensiuni nanometrice,
in celulele vii ale microorganismelor. Pentru prima datd au fost identificate grupdrile functionale
din biomasa celulara a tulpinii de microalge verzi Dunaliella salina CNM-AV-02 implicate in
procesele fizico-chimice de acumulare a ionilor de fier.

Pentru prima datd a fost utilizatd metoda de simulare de dinamicd moleculard pentru
cercetarea mecanismelor procesului de sinteza a nanoparticulelor pe baza de fier.

De asemenea, pentru prima datd au fost stabilite mecanismele ion-moleculare ale
procesului de sintezd microbiologica a nanoparticulelor pe bazd de fier prin metode fizico-
chimice si simuldri de dinamica moleculara.

Problema stiintifica solutionata consta in identificarea mecanismelor ion-moleculare
care stau la baza procedeului dirijat de sinteza a nanoparticulelor de fier cu utilizarea tulpinii de
microalge verzi Dunaliella salina CNM-AV-02.

Semnificatia teoreticd. Cunostintele fundamentale obtinute au fost ulterior utilizate

pentru explicarea mecanismelor procesului de sintezad microbiologica a nanoparticulelor pe baza
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de fier cu utilizarea microalgelor. De asemenea, a fost demonstratd posibilitatea utilizarii

metodelor de simulare de dinamica moleculara pentru explicarea fenomenelor fizico-chimice ce

se petrec la nivel molecular.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Cercetarile aplicative derulate in cadrul acestei teze de
doctorat ofera posibilitatea evaluarii capabilitatii microorganismelor de a sintetiza nanoparticule,
dar si optimizarea metodelor microbiologice existente pentru modificarea dirijatd a parametrilor
fizico-chimici ai nanoparticulelor de interes stiintific.

Rezultate stiintifice principale inaintate spre sustinere:

- Identificarea conditiilor optime pentru realizarea procesului de acumulare a ionilor de fier si
formare a unor structuri de dimensiuni nanometrice in celulele vii ale tulpinii de microalge
verzi Dunaliellei salina.

- Elaborarea procedeului de evaluare a procesului de sorbtie microbiologica, fiind recomandat
ca un protocol de cercetare pentru testarea microorganismelor, cu scopul de a identifica
capabilitatea de producere a nanoparticulelor metalice.

- Determinarea gruparilor functionale ale proteinelor si polizaharidelor, sintetizate de celulele
vii ale Dunaliellei salina CNM-AV-02, implicate Tn procesul de legare a ionilor de Fe(lll).

- Identificarea mecanismelor procesului de sintezd microbiologica la nivel unimolecular prin
cercetarea interactiunii moleculei de lactoferind cu ionii de Fe(Ill) cu aplicarea tehnicilor
experimentale si computationale.

- Stabilirea factorilor ce influenteazd procesul de legare a ionilor de Fe(Ill) pe centrul activ al
proteinei.

- Utilizarea metodei de simulare de dinamicd moleculard pentru demonstrarea importantei
ionilor de carbonat in stabilizarea centrilor activi responsabili de legarea ionii de Fe(lll).

Implementarea rezultatelor stiintifice. Metoda de evaluare a microorganismelor pentru
identificarea capabilitatii de obtinere a nanoparticulelor, la nivel de laborator, a fost testatd in
Laboratorul de Ficobiotehnologie, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie ASM.
obtinerea nanoparticulelor metalice cu o gama larga de aplicatii bio-medicale; (ii) a metodologiei
simularilor de dinamica moleculard adaptatd pentru cercetarea interactiunii moleculelor de tip
proteina cu ionii metalici.

Aprobarea rezultatelor. Rezultatele obtinute au fost prezentate la 10 conferinte stiintifice
si publicate in 12 lucrari stiintifice. Rezultatele descrise in teza au fost apreciate cu: Diploma
pentru cea mai bund prezentare poster in Aplicatii ale Fizicii Nucleare la conferinta ”2nd

European Nuclear Physics Conference”, 17-21 Septembrie 2012, Romania; Diploma
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Laboratorului de Fizica a Neutronului ” I. M. Frank” al Institutului Unificat pentru Cercetari

Nucleare, Dubna, Federatia Rusa, 2013; Premiul Institutului Unificat pentru Cercetari Nucleare,

Dubna, Federatia Rusa, in domeniul Cercetarilor in Fizica Experimentala, 20 februarie 2015.

De asemenea, rezultatele obtinute au fost prezentate in cadrul seminarelor stiintifice:

1. “Molecular dynamics simulations and experimental studies of diferric human lactoferrin®,
Departamentul de Fizica Nucleara, IFIN-HH, Magurele, Bucuresti, Romania;

2. ”Molecular Dynamics simulations of human lactoferrin: Insights into the mechanism of iron
binding”, Departamentul de Fizica Nucleara, IFIN-HH, Magurele, Bucuresti, Romania;

3. ”Molecular Dynamics simulations of the mechanism of iron binding to lactoferrin”, Institutul
de Chimie al Academiei de Stiinte a Moldovei, Chisinau.

Structura si volumul tezei. Teza de doctor este structuratd in patru capitole principale in
care sunt prezentate notiuni teoretice si contributii proprii ce constau din rezultate obtinute
experimental si teoretic, concluzii generale si recomandari.

Publicatii pe tema tezei. Rezultatele obtinute sunt publicate in 12 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: nanoparticule de fier, mecanisme moleculare, biosorbtie, Dunaliella

salina, biomineralizare, lactoferina, simuliri de dinamica moleculara.

1. SINTEZA MICROBIOLOGICA A NANOPARTICULELOR DE FIER

In prima parte a acestui capitol este prezentati o scurta introducere despre aplicatiile
nanoparticulelor de fier, urmata de descrierea metodelor de sinteza a nanoparticulelor cunoscute
si utilizate pe larg la momentul actual. De asemenea, este introdusa o scurtd discutie despre
metoda microbiologica de sinteza a nanoparticulelor pe baza de fier cu accent pe aspectele
fizico-chimice ale mecanismelor implicate Tn cadrul acestei metode. Sunt exemplificate
mecanismele moleculare identificate si descrise in literatura stiintifica. Se subliniaza importanta
studierii mecanismelor implicate in metoda microbiologica de sinteza a nanoparticulelor.

Nanoparticulele pe baza de fier constituie subiecte de cercetare de mare interes datorita
utilizarii acestora Intr-o gama larga de aplicatii precum dispozitive de inregistrare, catalizatori,
materiale magnetice, dispozitive pentru remedierea mediului si fluide cu aplicatii bio-medicale
[22]. Proprietatile fizice si chimice ale nanoparticulelor sunt influentate direct de forma si
dimensiunea acestora [23]. Prin urmare, proprietatile acestora pot fi controlate aplicAnd o metoda
de sinteza corespunzitoare. S-a ardtat ca metodele biologice ofera posibilitatea de a obtine
nanoparticule compatibile cu mediul celular si tesuturile vii, contribuind la largirea potentialului
de aplicatii bio-medicale. O metoda eficientd de producere a nanoparticulelor de fier

biocompatibile este metoda microbiologica, care implica utilizarea microorganismelor.
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Tn a doua parte a capitolului 1 sunt aduse exemple de microorganisme capabile de a
sintetiza nanoparticule pe baza de fier [24, 25]. Pentru eficientizarea metodelor microbiologice
existente este necesard studierea mecanismelor, care stau la baza formarii nanoparticulelor.
Mecanismele sintezei microbiologice a nanoparticulelor nu au fost concretizate pana in
momentul de fatd. Motivul principal este ca celulele microorganismelor reactioneaza in mod
diferit fata de ionii metalelor prezenti in mediul celular, iar procesele metabolice implicate difera
si ele intre speciile microorganismelor [26]. Tot aici, sunt prezentate exemple ale mecanismelor,
identificate pentru tulpinile bacteriilor fier-reducatoare precum Geobacter metallireducens si
Shewanella putrifaciens si grupul de bacterii sulfat-reducatoare, precum Desulfuromonas si
Actinobacter, care n prezent sunt utilizate pentru sinteza nanoparticulelor de fier.

Analiza efectuatd in cadrul acestui capitol a permis identificarea obiectivelor si

directiilor principale de cercetare, precum si a cdilor de solutionare.

2. ASPECTELE FIZICO-CHIMICE ALE SINTEZEI MICROBIOLOGICE A
NANOPARTICULELOR DE FIER

In capitolul 2, este formulat protocolul de cercetare pentru evaluarea capabilitatii
microorganismelor de a sintetiza nanoparticule pe baza de fier, in conditii de laborator, cu
utilizarea tulpinii Dunaliella salina. Studiile prezentate in acest capitol sunt realizate cu ajutorul
spectroscopiei UV-VIS si FTIR.

Tn calitate de material biologic au fost utilizate celulele vii ale Dunaliellei salina
(Figura 2.1), crescute n Laboratorul de Ficobiotehnologie al Institutului de Microbiologie si

Biotehnologie al Academiei de Stiinte a Moldovei.

(B)
Fig. 2.1. Celulele Dunaliellei salina CNM-AV-02: (A) vazute sub microscop;
(B) Dunaliella salina CNM-AV-02 cultivata in mediu lichid in conditii de laborator.



Tulpina microalgei verzi Dunaliellei salina a fost utilizata datoritd proprietatii de a
adsorbi ionii metalici din solutii apoase, precum si datoritd capacitatii de bio-remediere a
acesteia. In lucririle stiintifice publicate sunt raportate studii de sorbtie a ionilor de cadmiu,
arseniu, plumb, mercur si aluminiu de catre tulpina Dunaliellei salina [27-31]. O observatie
importanta in acest sens este ca Dunaliella salina are o afinitate sporit fatid de metalele grele. In
aceleasi conditii, celulele Dunaliellei salina au o tendinta mare de acumulare a ionilor de zinc,
urmata de cupru si cobalt, prezentand o tendintd mai mica de acumulare a ionilor de cadmiu [32].
Aceasta microalga verde are o selectivitate sporita a sistemului de transport a ionilor de fier (III),
care se realizeaza cu participarea unei proteine, identificatd ca membru al familiei de transferine.

Tn cadrul acestui capitol sunt cercetati factorii ce influenteazi performanta sorbtiei
microbiologice cu utilizarea tulpinii Dunaliella salina CNM-AV-02. Tn acest sens, este urmarit
procesul de sorbtie microbiologicd a ionilor de Fe(lll) din mediul extracelular in functie de
factorii operationali: timpul de contact, cantitatea de biomasa utilizata, valoarea pH-ului initial al
solutiei, concentratia initiald a ionilor de fier (I11) Tn mediu, prezenta ionilor de fier in mediul de
cultivare al celulelor; prezenta altor specii in mediu; efectul salinitatii mediului de cultivare.

Procesul de sorbtie microbiologica a fost urmarit pentru sistemele in care suspensia de
biomasa celulard a fost dispersata in solutie de citrat de fier (III) de concentratie 0,5 mM in
50 mM HEPES (acid N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(2-etan sulfonic)). Cinetica procesului de

sorbtie a ionilor de fier de catre celulele vii ale Dunailellei salina este prezentata in Figura 2.2.
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Fig. 2.2. Cinetica procesului de sorbtie a ionilor de fier (I11) de catre celulele vii
ale Dunailellei salina. Conditii: citrat de fier (III) — 0,5 mM Tn 50 mM HEPES;
concentratia biomasei - 0,35 g/L; pH 8,0

Reiesind din rezultatele obtinute, se observa ca in primele 15 minute de contact dintre
celulele Dunaliellei salina si solutia de citrat de fier (III) sorbtia este aproape nula. Legarea

ionilor de Fe(Ill) din mediul celular incepe incet dupa primele 15 minute de contact si creste
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rapid dupa 45 minute. Intarzierea inregistrati in profilul evolutiei in timp a procesului de sorbtie
microbiologica a fost asociatd cu timpul necesar celulelor Dunaliellei salina de a sintetiza
liganzi, responsabili de legarea ionilor de Fe(lll) din mediul extracelular, inclusiv proteine
transportoare de cationi metalici.

A fost studiata influenta biomasei celulare vii asupra procesului de sorbtie
microbiologicd. S-a observat ca, cresterea cantititii de biomasd celulard vie in sistemele
modelate va conduce la sporirea procesului de acumulare a ionilor de Fe(lll).

De asemenea, a fost examinat efectul valorii pH-ului initial al solutiilor asupra procesului
de sorbtie microbiologica a ionilor de Fe(Ill) de catre celulele vii ale Dunaliellei salina.
Cercetarile au aratat ca pH-ul optim pentru a asigura o adsorbtie maxima este de 8,0, la care
proteina de tip transferina sintetizata de celulele Dunaliellei salina, prezinta activitate maxima.

Cercetarea influentei concentratiei initiale a ionilor de fier (IIT) in sistemele modelate,
releva ca pentru intervalul de concentratii 0,3-2,5 mM de citrat de fier (III), sorbtia se intensifica
odata cu cresterea concentratiei citrat de fier (III) in sistem. De asemenea, a fost studiat efectul
altor factori operationali ai procesului de biosorbtie, precum prezenta ionilor de
hidrogenocarbonat, salinitatea mediului de cultivare si prezenta ionilor de fier In mediul de
cultivare. Cercetarile au aratat ca procesul de sorbtie a ionilor de fier (III) de catre biomasa
Dunaliellei salina, cultivata in mediu deficitar de fier, se intensifica in prezenta ionilor de
hidrogenocarbonat.

Procesul de sorbtie microbiologica a ionilor de Fe(III) a fost descris cu ajutorul modelelor
izotermelor de adsorbtie Langmuir, Freundlich si Dubinin-Radushkevich. Conform rezultatelor
de fitare a datelor experimentale cu ecuatiile liniare ale modelelor studiate, modelul Freundlich
descrie cel mai bine (R?=0,9881) procesul de sorbtie a ionilor de Fe(Ill) de citre microalga

Dunaliella salina (Figura 2.3).
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Fig. 2.3. Izotermele de adsorbtie a ionilor de fier (111) de tulpina Dunaliellei salina
construite dupa modelul regresiei liniare.



Capacitatea maxima de adsorbtie calculatd pe baza modelului Langmuir este de 39,2781
mgFe/g, pentru R?=0,9715. Factorul de separare R are valoarea calculati de 0,7169, ceea ce
conduce la concluzia cd procesul de sorbtie microbiologica este favorabil pe intreg domeniul de
concentratii studiat.

Analiza spectrala in domeniul IR a fost aplicatd pentru studierea probelor de biomasa
uscata fara fier si cu fier (Figura 2.4). Compararea celor doud spectre arata ca in spectrul
inregistrat pentru biomasa imbogatita cu fier, in domeniul 3300-2850 cm™?, apar doua peak-uri
intense, desemnate pentru gruparea OH legata si vibratia de intindere NH. Aditional, au fost
inregistrate modificari ale peak-urilor pentru numerele de unda ale aminelor primare (deplasarea
de la 1643 cm™ spectrul (a) spre 1591 cm™ (b)) si secundare ale proteinelor (aparitia peak-ului in
spectrul (b) 1545 cm™). Aceste observatii conduc la concluzia ca aceste grupe functionale sunt
implicate 1n legarea fierului din mediu prin intermediul reactiilor de complexare ale proteinelor

si polizaharidelor sintetizate de tulpina Dunaliellei salina.
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Fig. 2.4. Spectrele FTIR inregistrate pentru biomasa uscata a Dunailellei salina,
(a) fara fier si (b) imbogatita cu fier.

Dunaliella salina este cunoscuta pentru producerea abundenta de polizaharide pe care le
secretd Tn mediul extracelular [154]. Aceste polizaharide, in mediul apos, au tendinta de a forma
agregate extracelulare de dimensiuni mari care se comporta ca si cationiti pentru metalele grele
[155]. Peak-urile caracteristice polizaharidelor (C-O si C-O-C ), identificate in spectrele FTIR,
suferd si ele modificari, deplasandu-se spre numere de unda mai mici de la 1150 - 1075 cm™ spre
1100 - 939 cm™. Aceasta deplasare sugereazi deprotonarea grupelor functionale —OH si

participarea acestora in legarea fierului prin intermediul reactiilor de schimb ionic.



Astfel, prin aplicarea spectroscopiei FTIR au fost identificate reactiile ce stau la baza
procesului de adsorbtie a ionilor de fier (I11) de catre biomasa Dunaliella salina, acestea fiind
reactiile de schimb ionic si de complexare cu participarea unor structuri moleculare de tip

proteina.

3. STUDII FIZICO-CHIMICE ALE PROTEINELOR IMPLICATE TN PROCESUL DE
SINTEZA MICROBIOLOGICA

Sinteza microbiologica este o metodd eficienta de obtinere a nanoparticulelor cu
morfologie controlatd pentru aplicatii bio-medicale [33]. Acest procedeu necesita o atentie
deosebita intrucat implica utilizarea microorganismelor pentru sinteza particulelor de dimensiuni
nanometrice. Mecanismele biochimice si moleculare care stau la baza sintezei microbiologice nu
sunt pe deplin cunoscute, deoarece celulele microorganismelor se comporta in mod diferit fata de
ionii metalelor prezenti in mediul celular, iar procesele metabolice implicate diferd si ele intre
speciile microorganismelor. Entitatile biologice sintetizeazd cantitdti mari de proteine
responsabile de reducerea ionilor metalici si legarea acestora in mediul extracelular [34].
Studierea mecanismului interactiunii structurilor proteice cu ionii de fier va contribui la
intelegerea si optimizarea procesului de sinteza microbilogica a nanoparticulelor de fier. Pentru
realizarea obiectivelor propuse in capitolul 3 a fost selectata molecula de lactoferina.

In capitolul 3, au fost studiate structura si proprietitile specifice care determini
interactiunea lactoferinei umane cu ionii de Fe(Ill), prin aplicarea tehnicilor computationale si
experimentale. Pentru realizarea acestui studiu, au fost utilizate structuri din Bazele de Date
pentru Proteine si pachete de programe de simulare si analiza: H++ server, PDB2PQR server,
APBS si VMD si tehnici experimentale precum spectroscopia UV-VIS, FTIR si metoda de
imprastierea la unghiuri mici cu raze-X. Au fost elaborate o serie de protocoale de cercetare si
caracterizare structurald a lactoferinei umane.

Lactoferina este o glicoproteinda monomer cu masa moleculara in jur de 80 kDa,
responsabila pentru legarea ionilor de Fe(lll) in fluidele fiziologice. Lactoferina consta dintr-un
singur lant polipeptidic alcatuit din 600-700 aminoacizi organizati in structuri de tip a-helix si
foaie fS-pliata. Lantul polipeptidic al lactoferinei este pliat in doi lobi elipsoidali (N si C)
conectati printr-un helix (Figura 3.1.A). Fiecare lob este divizat in doud subdomenii, lobul N in
N1 si N2, iar lobul C este divizat in subdomeniile C1 si C2 (Figura 3.1.B). Lobii N si C dispun
de cate un centrul activ in care ionul de fier este fixat de resturi ale patru aminoacizi: acidul
aspartic, doud molecule de tirozina si o histidina (Figura 3.1.C). Fiecare molecula de lactoferina

poate lega doi atomi de fier trivalent, iar in functie de nivelul de saturatie cu fier se pot distinge
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trei forme ale lactoferinei: apolactoferina (forma fara fier), lactoferina monoferica (Figura 3.1.A)
si lactoferina diferica (hololactoferina) (Figura 3.1.B). Specificitatea procesului de legare a
ionilor de Fe(ll1) se datoreaza participarii ionilor de carbonat. Anionul de carbonat trebuie sa fie
fixat in centrul activ al proteinei pentru a asigura legarea ionilor de Fe(lll). Lactoferina poseda
numeroase functii biologice, care deriva din caracteristicile structurale ale acesteia precum si din
functia de baza, de legare a ionilor de fier. Datorita acest motiv, cercetarea proprietatilor
lactoferinei este un domeniu de interes remarcabil, iar studierea mecanismelor de actiune ale

acesteia va contribui la intelegerea procesului de sintezd microbilogica a nanoparticulelor de fier,

dar si la elaborarea unor metodologii pentru aplicatii biotehnologice in medicina.

(A) (B)

Fig. 3.1. Reprezentarea grafica a: (A) lactoferinei monoferice (1LHF.pdb);
(B) lactoferinei diferice (1BOL.pdb); (C) sferei de coordinare a ionului de fier (111) in lobul N
al lactoferinei de catre reziduurile aminoacizilor.

Pentru cercetarea structurii si mecanismului de interactiune a lactoferinei cu ionii de
Fe(Ill), au fost utilizate metode de grafica moleculara si aliniere multipla cu pachetul de
programe Visual Molecular Dynamics, au fost calculate constantele de aciditate ale resturilor de

aminoacizi ai lactoferinei, a fost calculat potentialul electrostatic pe suprafata cu pachetul de
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programe APBS, a fost aplicatd metoda de Tmprastiere la unghiuri mici cu raze-X (SAXS) si
spectroscopia in domeniile UV-VIS si IR.

A fost cercetat gradul de similitudine dintre moleculele de lactoferina diferica umana,
bivolina, bovina, cabalina si de camila utilizand metoda de aliniere multipla a secventelor [35].
S-a stabilit cd structura lactoferinei umane este bine conservata printre speciile cercetate, cu
exceptia moleculei de lactoferindi de camili. In cazul lactoferinei de camila, valoarea
parametrului de omologie structurala per reziduu (Qu) este mai mica comparativ cu celelalte
lactoferine, Qu este 0,3869 si identitatea procentuala este 30,60 %. Alinierea de secventa arata ca
lactoferina de camila diferda nu doar in compozitia chimica, ci si din punct de vedere al
aranjamentului aminoacizilor in molecula proteica (RMSD=12,6343).

Modelul de rezolutie inaltd al lactoferinei umane (codul PDB 1BOL), preluat din Banca
de Date pentru Proteine, a fost validat experimental (Figura 3.2) prin metoda de imprastiere la
unghiuri mici cu raze-X (SAXS). Masuratorile au fost efectuate la fascicolul de radiatie X33 al
inelului de accelerare Doris, la sincrotronul DESY (Deutsches Elektronen-Synchrotron) din

Hamburg, Germania.
Log{ I}

=

(A) (B)

Fig. 3.2. Modelarea homodimerului de rezolutie inalta al lactoferinei:
(A) procedura de fitare a curbei SAXS; (B) modelul 3D al homodimerului obtinut.

Au fost studiate procesele de protonare-deprotonare ale resturilor aminoacizilor din
structura lactoferinei si au fost identificati aminoacizii implicati direct in legarea sau eliberarea
ionilor de Fe(lll), utilizand modelul electrostatic continuu Poisson-Boltzmann [36]. Evaluarea
valorilor constantelor de aciditate (pKa) ale resturilor de aminoacizi din structura lactoferinei, a

evidentiat faptul ca legarea sau eliberarea ionilor de fier este permisa doar pentru anumite stari
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de protonare ale aminoacizilor din centrii activi ai proteinei. In plus, arginina din pozitia 121 si
arginina din pozitia 210 suferd modificari ale valorilor pKa cu 4 pK unitati, de la forma deschisa
spre forma inchisa a lactoferinei, subliniind importanta participarii resturilor aminoacidului din
cele doud pozitii in procesul de inchidere / deschidere al proteinei.

Prin metoda de calcul al potentialului electrostatic pe suprafata, a fost studiatd lactoferina
umand in conformatia deschisd si inchisd. Figura 3.3 prezintd potentialul electrostatic pe
suprafata calculat pentru apolactoferina in conformatia inchisa si deschisa la pH 7,4 (in negru
sunt prezentate suprafetele incarcate negativ, iar in gri, suprafetele incarcate pozitiv). Analiza
rezultatelor obtinute arata ca tranzitia de la forma deschisa la forma inchisa rezulta in

redistribuirea sarcinii negative pe suprafata moleculei proteice.

Apolactoferina in conformatia inchisi

Potentialul Electrostatic Suprafata de Contur a
pe Suprafata Potentialului Electrostic

Fig. 3.3. Reprezentarea grafica a distributiei potentialului electrostatic mapat pe suprafata
moleculei de apolactoferina in conformatia inchisa si deschisa.

De asemenea, prin metoda de calcul al potentialului electrostatic pe suprafatd, a fost
stabilita dependenta conformatiei lactoferinei de valoarea pH-ului mediului. Micsorarea pH-ului

mediului conduce la modificarea potentialului electrostatic pe suprafata, iar odata cu micsorarea
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pH-ului creste sarcind pozitiva a proteinei (Figura 3.4). Rezultatele obtinute releva faptul ca
extinderea regiunilor de sarcind pozitiva pe suprafata proteinei va crea respingerea electrostatica
intre resturile aminoacizilor din structura proteinei inclusiv si a celor din centrii activi,

provocand deschiderea lobului si eliberarea ionului de fier.

pH 3,5 pH 5,0 pH 7.4

Fig. 3.4. Reprezentarea grafica a distributiei potentialului electrostatic pe suprafata, in functie
de pH, in centrul activ din lobul N al proteinei in forma deschisa.

Analiza spectrald in domeniul IR a fost utilizatd pentru evidentierea aminoacizilor din
proteina si a structurilor secundare ce determinad conformatia proteinei. Rezultatele acestui studiu
au permis identificarea resturilor de aminoacizi-cheie precum histidina, tirozina si acidul aspartic
(Tabelul 3.1). Semnalul inregistrat la 1631,3 cm™ a fost desemnat vibratiei de intindere C=C a
histidinei, peak-ul inregistrat se suprapune cu peak-ul caracteristic benzii gruparii amide primare
(Tabelul 3.1). Conform literaturii de specialitate, gruparea carboxilica a acidului aspartic prezinta
un maxim de absorbtie in apropierea 1402 cm™, insd pozitia peak-lui se deplaseazi cu +60/-90
cm™ in prezenta cationului metalic [37]. In spectrul FTIR finregistrat pentru lactoferina umana
semnalul apare la 1392,5 cm™, fiind deplasat cu 9,5 cm™ de la valoarea indicatd in literatura,
ceea ce demonstreaza implicarea gruparii carboxil a acidului aspartic in formarea legaturii
chimice cu ionul de Fe(lll) (Tabelul 3.1). Tirozina a fost identificatd prin trei semnale
caracteristice la 1516,2; 1236,3 si 1165,5 cm? (Tabelul 3.1). Semnalul primar al tirozinei
Tnregistrat la 1516,2 cm™ este atribuit starii de protonare a tirozinei [37], iar in forma deprotonata
peak-ul se deplaseaza la 1500 em™. Vibratia din apropierea 1270 cm’™ este asociatd starii ionizate
a tirozinei, pe cand peak-ul din regiunea 1235-1270 cm™ apartine tirozinei protonate, fiind
asociat cu semnalul secundar. Banda inregistratd la 1165,5 cm™ este semnalul tertiar al tirozinei,

fiind asociat cu vibratia de deformare C-OH din regiunea 4-metilfenol [37].
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Tabelul 3.1. Frecventele de vibratie ale resturilor de aminoacizi din centrii activi ai complexului
Fe(lll)-lactoferina umana, identificate in spectrul FTIR

Vibratii Numere de undi (cm™)
Date experimentale Date din literatura [37]
Histidina, vibratia de intindere C=C din 1631,3 1631
inelul imidazol
Amida primara, vibratia de 1690 - 1600
intindere C=0
Tirozina, vibratia de intindere CC si 1516,2 1516-1518
vibratia de deformare C-H din regiunea
4-metilfenol
Amida secundard, vibratia de 1575 - 1480
intindere C-N
Acidul aspartic, vibratia de intindere C-O 1392,5 1402, pozitia benzii se
din gruparea carboxilica deplaseaza cu +60/-90 cm™
in prezenta cationului
metalic
Tirozina, vibratia de intindere C-O si CC 1236,3 1235-1270
din regiunea 4-metilfenol
Amida tertiard, vibratia de 1301 - 1229
intindere C-N
Tirozina, vibratia de deformare C-OH 1165,5 1169-1260

din regiunea 4-metilfenol

De asemenea, prin spectroscopia FTIR au fost evidentiate structurile secundare a-helix si
pB-pliate din componenta lactoferinei, care influenteazd direct mobilitatea proteinei. Semnalele
inregistrate la 1631,3 cm™, 1528,9 cm™ si 1236,3 cm™ sunt atribuite structurilor de tip foaie -
pliata si intoarcere-f (Tabelul 3.2).

Prezenta structurilor de tip a-helix Tn spectrul nregistrat a fost confirmata doar prin
semnalul secundar Tnregistrat la 1305,2 cm™, intrucat semnalul principal caracteristic acestui tip
de structuri secundare in banda amidei primare de la 1654 cm™ [37] este inglobat in banda
structurilor de tip S-pliate.

Tabelul 3.2. Structurile secundare din molecula complexului Fe(l11)-lactoferind umana
Structura secundara Numere de undi (cm™)

Date experimentale Date din literatura [37]
Banda amidei primare (1690 - 1600cm™)

Structurile de tip foaie f-pliata 1631,3 1623-1641
Structurile de tip a-helix 1305,2 1648-1657, 1305
Banda amidei secundare (1575 - 1480cm™)
Structurile de tip foaie intoarcere-f (f-turn) 1528,9 1528, 1577
Banda amidei tertiare (1301 - 1229cm™)
Structurile de tip foaie p-pliata 1236,3 1235-1270
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Analiza de grafica moleculara a structurii lactoferinei umane, determinata experimental
cu ajutorul de difractiei de raze-X (fisierul 1BOL.pdb), completeaza rezultatele analizei spectrale
in domeniul IR, privind structurile secundare din molecula complexului Fe(lll)-lactoferina

umana.

4. SIMULARI DE DINAMICA MOLECULARA

Tn capitolul 4, aspectele mecanismului de sintezd a nanoparticulelor pe baza de fier cu
participarea microorganismelor au fost studiate prin modelare de dinamica moleculara. Aceasta
metoda de studiu a fost aplicata pe familia de transferine - proteinele responsabile de legarea
ionilor de fier din mediul celular si transportarea acestora in interiorul celulei microorganismului.
Pentru aceste studii a fost selectata molecula de lactoferina, membru al familiei de transferine.

Obiectivele formulate in cadrul acestui capitol constau in studierea stabilitatii lactoferinei
in diferite conformatii si evaluarea rolului unor resturi de aminoacizi din structura proteica, din
apropierea sferei de coordonare a ionilor metalului din centrul activ al lactoferinei pentru a
descrie structura si mecanismul de interactiune al lactoferinei cu ionii de Fe(lll) prin aplicarea
metodei de simulare de dinamica moleculara. Pentru realizarea acestui studiu au fost utilizate
structuri preluate din Banca de Date pentru Proteine si pachete de programe de simulare si
analizi: GROMACS, XmGrace, VMD. In acest capitol a fost elaborat protocolul de cercetare si
evaluare a calitatii experimentelor de simulare de dinamica moleculara pentru sisteme in care se
contin macromolecule organice de tip proteina.

Simularile de dinamicd moleculard s-au desfasurat la temperatura de 300 K si lungimea
traiectoriilor rezultate a fost de 5 ns pentru fiecare model molecular. Timpul real dedicat pentru
fiecare experiment de simulare de dinamica moleculara a constituit aproximativ 61 ore de calcul.
Traiectoria sistemelor simulate a fost analizata pentru atomii de carbon Ca, care constituie
primul atom de carbon atasat de gruparea functionald din structura aminoacidului. Evaluarea
calitatii experimentelor de simulare de dinamicd moleculara a fost realizatd prin verificarea
evolutiei in timp a energiei potentiale, temperaturii, presiunii si densitatii sistemului cercetat.

Evaluarea stabilitatii lactoferinei in diferite conformatii s-a realizat prin experimente de
simulare de dinamica moleculara a sistemelor modelate: apolactoferina deschisa (S1),
apolactoferina inchisa (S2), apolactoferina in conformatia inchisa cu ioni de carbonat in centrul
activ (S3) si hololactoferina (lactoferina in conformatia inchisa, cu ioni de carbonat si fier (III) in
centrii activi) (S4). Evolutia devierii medii patratice (RMSD) n experimentele de simulare

prezinta fluctuatii cuprinse intre 1,0 A si 3,8 A (Figura 4.1). Reiesind din rezultatele obtinute
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remarcam faptul cd cea mai stabild este structura lactoferinei din sistemul S3, iar cea mai putin

stabila este lactoferina din sistemul S4.

— 81 S2 ——83 -84

RMSD (A)

Timp (ns)
Fig. 4.1. Evolutia devierii medii patratice (RMSD) ale atomilor Ca din structura lactoferinei pe
intreaga perioada a simularii de dinamicd moleculara, pentru sistemele studiate.

Din analiza fluctuatiilor medii patratice (Figura 4.2) rezulta ca la pH-ul fiziologic
lactoferina saturata cu fier (S4) sufera cele mai notabile fluctuatii ale resturilor de aminoacizi din
structura proteinei. Acest rezultat corespunde cu observatiile analizei evolutiei devierii medii
patratice. Prezenta fierului in sistem creeaza perturbatii de natura electrostatica, rezultand in

modificari ale pozitiilor resturilor de aminoacizi din structura proteinei pe perioada simularilor.
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Fig. 4.2. Evolutia fluctuatiilor medii patratice (RMSF) ale atomilor Ca din structura
lactoferinei pe intreaga perioada a simularii de dinamica moleculara ale celor patru sisteme:
(a) pentru aminoacizii din pozitiile 1-350 in structura lactoferinei,
(b) pentru aminoacizii din pozitiile 350-690 Tn structura lactoferinei.
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Compararea evolutiei ariei suprafetei accesibild solventului (SASA) pe intreaga perioada
a simularilor de dinamica moleculara a aratat ca sistemul (S2) cu apolactoferina in conformatia
inchisa suferd cele mai mari fluctuatii (Figura 4.3). Aceastd observatie sustine ideea ca
apolactoferina in conformatia inchisa este cel mai putin stabila, iar rearanjarea conformationala

locald este necesara pentru stabilizarea moleculei.
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Fig. 4.3. Evolutia ariei suprafetei accesibila solventului (SASA) calculate pentru
traiectorii de 5 ns ale celor patru sisteme cercetate.

Pentru a obtine o informatie mai exactd despre modificarile pe care le suferd aminoacizii
din sfera de coordinare primara, din sistemele supuse simuldrilor de dinamica moleculara, au fost
examinate distantele dintre aminoacizii-cheie. In Figura 4.4 se exemplifica evolutia distantelor
dintre resturile aminoacizilor Arg-121:Tyr-92, Arg-121:Tyr-192, His-253:Asp-60 si
Tyr-92:Asp-60 pe perioada simularilor de dinamica moleculara. S-a observat ca absenta fierului
in sistem nu induce modificdri vizibile In conformatia proteinei, pe cand absenta ionilor de
carbonat induce distantarea resturilor de aminoacizi, ca rezultat lobul N al lactoferinei se
deschide. Compararea distantelor, inregistrate pentru seturile de aminoacizi din sfera primara de
coordinare si cea secundard, sustine observatia expusd anterior. Cele mai notabile distantari se
petrec intre seturile de aminoacizi precum Tyr-90 si Asp-60, Tyr-192 si Asp-60, Tyr-192 si Arg-
121, His-253 si Asp-60, His-253 si Tyr-92 variind intre 1.9 si 4.0 A. Astfel, eliberarea ionilor de
carbonat din structura proteinei induce tranzitia structurald de la forma inchisa spre forma
deschisa a lactoferinei.

Pentru evaluarea rolului unor resturi de aminoacizi din structura proteica a fost aplicata
metoda de simulare de dinamicid moleculard. In acest sens au fost modelate doua sisteme
moleculare aditionale: hololactoferina din structura careia a fost indepartata arginina din pozitia
121 (S5) si hololactoferina fara arginina din pozitia 210 (S6). Rezultatele experimentelor de
dinamica moleculard ale acestor sisteme au fost comparate cu rezultatele obtinute pentru

sistemul (S4). Compararea evolutiei devierii medii patratice pentru lactoferina din cele trei
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sisteme modelate (S4, S5, S6) arata ca absenta argininei din pozitia 121, cat si a celei din pozitia

210 induce modificari ale conformatiei Inchise a lactoferinei.
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Fig. 4.4. Evolutia distantei dintre resturile aminoacizilor: (A) arginina din pozitia 121 si
tirozina 92; (B) arginina din pozitia 121 si tirozina 192; (C) histidina din pozitia 253 si acidul
aspartic 60; (D) tirozina din pozitia 92 si acidul aspartic 60.

Modificarile structurale ale conformatiei lactoferinei au fost observate si din analiza
comparativa a fluctuatiilor medii patratice. Cele mai notabile fluctuatii au fost inregistrate in
lobul N al lactoferinei din sistemul molecular, in care se contine hololactoferina fara arginina in
pozitia 210 (S6), ceea ce conduce la concluzia ca mutatia argininei din pozitia 210 cauzeaza o
restructurare locala a aminoacizilor din lobul N.

Analiza evolutiei ariei suprafetei accesibila solventului (SASA) pe perioada simularilor
de dinamica moleculara a aratat ca hololactoferina din structura careia a fost indepartata arginina

din pozitia 121 (S5) prezintd modificari la suprafatd. Aceste modificari sunt asociate cu
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restructurarea conformatiei lactoferinei in decursul tranzitiei de la forma Inchisa spre forma
deschisa a lobului N, indusa de absenta argininei din pozitia 121. Arginina din pozitia 121 este
responsabila de fixarea ionului de carbonat in centrul activ al lobului N al lactoferinei, iar
mutatia acestui aminoacid in secventa proteicd cauzeaza deplasarea ionului de carbonat in
centrul activ al proteinei, rezultand in destabilizarea structurald a conformatiei lactoferinei.

Prin aplicarea tehnicii de simulare de dinamicd moleculard au fost aduse dovezi
suplimentare despre comportamentul lactoferinei si mecanismul de interactiune cu ionii de
Fe(IIT). Rezultatele simularilor de dinamica moleculara si calculele constantelor de aciditate ale
aminoacizilor, impreuna cu datele din literatura, sugereaza mecanismul de legare a ionului de
Fe(II) in centrul activ al lobului N al lactoferinei umane, prin reactia de complexare dintre
aminoacizii histidina (His-253), acid aspartic (Asp-60) si tirozinad (Tyr-92 si Tyr-192), si ionul de
carbonat stabilizat de arginina (Arg-121) (Figura 4.5).
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Fig. 4.5. Reprezentarea schematica a procesului de legare a ionului de Fe(l11) Tn centrul activ al
lobului N al lactoferinei umane, prin reactia de complexare.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Prezenta teza de doctorat si-a propus studiul aspectelor fizico-chimice si simulari de

dinamicd moleculard ale procesului de sintezd microbiologicd a nanoparticulelor de fier cu

utilizarea tulpinii de microalge verzi Dunaliella salina CNM-AV-02.

Rezultatele originale obtinute in cadrul prezentului studiu au permis formularea

urmatoarelor concluzii:

Au fost cercetati factorii operationali si identificate conditiile optime pentru sinteza
nanoparticulelor de fier (111) in celulele vii ale tulpinii de microalge verzi Dunaliellei
salina. Tn acest sens, s-a stabilit cd pentru un timp de contact de 45 min procesul de
sorbtie microbiologicd a ionilor de Fe(Ill) decurge favorabil la un pH de 8,0, pentru
intervalul de concentratii de citrat de fier (III) 0,3-2,5 mM in 50 mM HEPES si 0,35 g/L
concentratie a biomasei celulare vii cultivate in mediu deficitar de fier.

Procesul de sorbtie microbiologica a ionilor de Fe(IIl) a fost descris cu ajutorul modelelor
izotermelor de adsorbtie Langmuir, Freundlich si Dubinin-Radushkevich. Conform
rezultatelor de fitare a datelor experimentale cu ecuatiile liniare ale modelelor studiate,
modelul Freundlich descrie cel mai bine (R?=0,9881) procesul de sorbtie a ionilor de
Fe(lll) de catre microalga Dunaliella salina, in intervalul de concentratii de 0,3-2,5 mM
citrat de fier (111).

Utilizand spectroscopia FTIR, a fost stabilita implicarea grupelor functionale ale
proteinelor si polizaharidelor, sintetizate de celulele vii ale Dunaliellei salina CNM-AV-
02, in procesul de legare a ionilor de Fe(IIl). Acest rezultat indica faptul ca reactiile care
stau la baza procesului de sorbtie microbiologica a ionilor de fier sunt reactiile de schimb
ionic i complexare cu participarea unor structuri moleculare de tip proteina.

Studiul mecanismelor procesului de sintezd microbiologica la nivel unimolecular a fost
realizat prin cercetarea interactiunii moleculei de lactoferind cu ionii de Fe(IIl) cu
aplicarea tehnicilor experimentale si computationale. A fost determinatd influenta unor
factori, precum starea de protonare a aminoacizilor din sfera de coordinare primara, dar si
a argininei din pozitia 121 si 210, si lizinei din pozitia 301 din secventa proteica a
lactoferinei, asupra procesului de legare ionilor de Fe(l11) pe centrul activ al proteinei.
Capacitatea lactoferinei de legare a fierului depinde de proprietatile de suprafata ale
acesteia si de valoarea pH-ului mediului. Valoarea pH-ului optim ce favorizeaza

interactiunea lactoferinei cu ionii de Fe(III) este de 7,0-8,0.
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e A fost demonstrata eficienta metodei de simulare de dinamica moleculara in studierea
proprietatilor fizico-chimice ale proteinelor. Prin aplicarea tehnicii de simulare de
dinamicda moleculara au fost aduse dovezi suplimentare despre comportamentul
lactoferinei si mecanismul de interactiune cu ionii de Fe(III).

e  Rezultatele demonstreaza importanta ionilor de carbonat in stabilizarea centrilor activi pe
care se leagd ionii de Fe(Ill). De asemenea, evidentiaza cd arginina din pozitia 121 este
responsabila de fixarea ionului de carbonat pe centrul activ al lobului N al lactoferinei, iar
mutatia acestui aminoacid in secventa proteica cauzeaza deplasarea ionului de carbonat in
centrul activ al proteinei, rezultind in destabilizarea structurald a conformatiei

lactoferinei.

Problema stiintifica solutionatd consta in identificarea mecanismelor ion-moleculare
care stau la baza procedeului dirijat de sinteza a nanoparticulelor de fier cu utilizarea tulpinii de

microalge verzi Dunaliella salina CNM-AV-02.

Recomandari practice:

e Metodologia studiului de sorbtie microbiologicd, elaborata in cadrul acestei teze de
doctorat, se recomanda ca un protocol de cercetare privind testarea microorganismelor
pentru identificarea capabilitatii de producere a nanoparticulelor metalice.

e In cadrul testirii capabilitatii microorganismelor de a sintetiza nanoparticule metalice, se
recomanda evaluarea factorilor precum timpul de contact, cantitatea de biomasa utilizata,
valoarea pH-ului initial, concentratia initiald a ionilor metalici in mediu, prezenta altor
specii In mediu, efectul compozitiei mediului de cultivare a microorganismelor.

e Se recomanda utilizarea spectroscopiei in infrarosu In cercetarea biomasei celulare uscate
pentru identificarea modificarilor biochimice produse In compozitia acesteia la variatia
factorilor de mediu.

e Protocolul de cercetare pentru realizarea experimentelor de simulare de dinamica
moleculard, elaborat in cadrul prezentei teze de doctorat, se recomanda pentru studierea
macromoleculelor de tip proteina.

Cercetarile fundamentale si aplicative derulate in cadrul acestei teze de doctorat ofera
posibilitatea evaluarii capabilitatii microorganismelor de a sintetiza nanoparticule metalice, dar si
optimizarea metodelor microbiologice existente pentru modificarea dirijatd a parametrilor fizico-

chimici ai nanoparticulelor de interes stiintific.
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ADNOTARE

Anghel Lilia ”Aspecte fizico-chimice ale procesului de sinteza microbiologica a
nanoparticulelor de fier”, tezd de doctor in stiinte chimice, Chiginau, 2016. Teza este
constituitd din compartimentul de introducere, patru capitole in care sunt prezentate notiuni
teoretice si contributii proprii ce constau din rezultate obtinute experimental si teoretic, concluzii
generale si recomandari, bibliografie cu 232 titluri, 2 anexe, 114 pagini de text de baza, 22 tabele
si 48 figuri. Rezultatele obtinute sunt publicate In 12 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: nanoparticule de fier, mecanisme moleculare, biosorbtie, Dunaliella
salina, biomineralizare, lactoferina, simulari de dinamica moleculara.

Domeniul de studiu: 144.01. - Chimie fizica

Scopul tezei consta in studierea aspectelor fizico-chimice si mecanismului sintezei
microbiologice a nanoparticulelor pe baza de fier.

Obiective: elaborarea unei metodologii de testare a microorganismelor pentru
identificarea capabilititii de obtinere a nanoparticulelor, la nivel de laborator; identificarea
factorilor fizico-chimici ce favorizeaza procesul de sinteza microbiologicd a nanoparticulelor;
cercetarea unor proteine pentru stabilirea mecanismelor care stau la baza procedeului dirijat de
sinteza a nanoparticulelor de fier.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Pentru prima datd au fost stabilite mecanismele
procesului de sinteza microbiologica a nanoparticulelor de fier. Pentru prima data a fost utilizata
metoda de simulare de dinamica moleculard pentru cercetarea mecanismelor procesului de
sinteza a nanoparticulelor de fier.

Problema stiintifici solutionata consta in identificarea mecanismelor ion-moleculare
care stau la baza procedeului dirijat de sinteza a nanoparticulelor de fier cu utilizarea tulpinii de
microalge verzi Dunaliella salina CNM-AV-02 fapt ce va permite optimizarea metodelor
microbiologice existente.

Semnificatia teoretica. Rezultatele obtinute contribuie la consolidarea cunostintelor
despre mecanismele care stau la baza procesului de sinteza microbiologica a nanoparticulelor de
fier cu utilizarea microalgelor. De asemenea, a fost demonstratd posibilitatea utilizarii metodelor
de simulare de dinamicd moleculara pentru explicarea fenomenelor fizico-chimice ce se petrec la
nivel molecular.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Cercetarile aplicative au permis elaborarea unei metode
de evaluare a capabilitatii microorganismelor de a sintetiza nanoparticule, dar si de optimizare a
metodelor microbiologice existente pentru modificarea dirijatd a parametrilor fizico-chimici ai
nanoparticulelor de interes stiintific.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Metoda de evaluare a microorganismelor pentru
identificarea capabilitatii de obtinere a nanoparticulelor, la nivel de laborator, a fost testatd in
Laboratorul de Ficobiotehnologie, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie ASM.
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AHHOTANUA

Anren Jlwmsa «PU3NKO-XUMMHYECKHE ACTEKTHI MpoLecca MUKPOOHOJIOTHYECKOr0
CHHTE3a HAHOYACTHII >Kejie3a» TuccepTanus JAOKTOpa XuMHUYecknx Hayk, Kummnes, 2016.
JluccepTaliysi COCTOMT U3 BBEACHHUS, YETHIPEX IJ1aB, B KOTOPBIX MPEACTABICHBI TCOPETUYCCKUE U
9KCIIEPUMCHTAJIbHBIC  PE3yJbTaThl, OOINME BBIBOJBI M pPEKOMEHAANMH, OubIHorpaduu
coaepxarieit 232 Ha3BaHUWH, 2 NMpuiIoKeHui, 114 cTpaHuI] OCHOKHOTO TeKcTa, 22 Tabmuil u 48
pucyHKOB. [lonydeHHbIe pe3yIbTaThl OITYOJIMKOBAHbI B 12 Hay4YHBIX paboTax.

KaioueBble c10Ba: HAHOYACTHIIBI JKelie3a, MOJICKYJSPHBIC MEXaHH3MbI, OMOCOPOLMS,
Dunaliella salina, Guomunepanu3aiysi, takTodGepprH, pacdeTbl MOJICKYJISIPHOW JUHAMUKH.

CneunanbHocThb: 144.01. — dusnyeckas XuMus

I_[e.m, paﬁoTbI COCTOUT B HU3YUCHHUU Q)HSHKO-XHMI/I‘IGCKI/IX ACIICKTOB U MCXAaHH3M
MI/IKpO6I/IOJIOFI/IT-ICCKOFO CHHTC3a HAHOYACTHII XKCJIC3a.

3agaum: pa3paboTka METOJUKHM TECTUPOBAHUS MHUKPOOPIaHW3MOB JUISl BBISIBICHUS
CIOCOOHOCTH TIOJYYEHHSI HAHOYACTHUI, B JAa0OPATOPHBIX YCJIOBUSAX; BBIABICHHE (UZUKO-
XUMHUYECKMX  (aKTOpPOB  BIMSAIOLIMX HAa  MPOLECC  MHUKPOOMOJOIMYECKOro  CHUHTE3a;
UCCIIEIOBaHUE HEKOTOPBIX MPOTEHH YYACTBYIOIUX B MPOLIECCE MUKPOOHOIOIUYECKOIO CHUHTE3a
HAHOYACTHII JKeJle3a.

Hayynasi HOBM3HA M OPHIHHAJBLHOCTb: BriepBble ObUIM BBISABJIEHBl MEXAHU3MBI
npouecca MUKpOOHMOJIOTMYECKOTO CHHTE3a HaHOYacTULl. BrepBble ObLI HCIIOJIB30BAH METOJ
pacdyera  MOJIEKYJSIpHOM  JAMHAMMKM  JJII  HCCJIENOBaHUS ~ MEXaHM3MOB  Ipoliecca
MUKpPOOHOJIOTUYECKOTO CUHTE3a HAHOYACTHI] JKeJe3a.

PemienHasi Hay4yHasi mnpoGJieMa COCTOMT B BbBISIBJICHHH OCHOBHBIX HOHHO-
MOJICKYJISIPHBIX MEXaHU3MOB MHKPOOHOJOTHYECKOTO0 CHHTE3a HAHOYACTHIL JKEJie3a HCIIOJb3Ys
mrtam 3eieHoil Bogopociu Dunaliella salina CNM-AV-02 49To MO3BOMUT ONTUMU3UPOBATH
CYILECTBYIOIINE MUKPOOUOJIOTHUECKHAE METO/IbI CHHTE3A.

Teopernueckoe 3HaueHue. [losyueHHBIE PE3yNbTAaThl CIIOCOOCTBYIOT PACIIMPEHHUIO U
yrayOleHuIo 3HaHUKW O MeXaHM3Max, JIeKalluX B OCHOBE Ipollecca MUKPOOMOIOIHMYECKOTO
CHUHTE3a HAHOYACTHUI[ C UCIOJb30BaHMEM MHKpoBojaopociel. Takke B pabore ObUIO TOKa3aHO
BO3MOXXHOCTh HCIIOJIb30BAaHUSI METO/Ia pacyera MOJEKYJISIpHOW JWHAMUKU JAJS UCCIEOBaHUS
(bU3UKO-XMMHUYECKUX MPOIIECCOB, MPOUCXOASIINX Ha MOJIEKYJISIPHOM YPOBHE.

IIpakTnyeckasi 3HAYUMOCTH PadoThbl. [IpoBenEeHHBIE TPAKTUYECKHE HCCICTOBAHUS
MO3BOJIUIIN pa3paboTaTh METOJUKY OLIEHKH CIIOCOOHOCTH MHKPOOPTaHM3MOB CHHTE3HPOBAThH
HAHOYACTHIIBI, @ TaKXe BO3MOXXHOCTH ONTHUMHU3AIMU CYIIECTBYIOUIUX MHKPOOMOIOTHYECKHIX
METOJIOB JIJIs YIy4IIeHUs (PU3NKO-XUMUIECKUX TTapaMeTPOB HAHOUACTHII.

Hcnosb3oBanue pe3yJibTaTOB MCCAEA0BAaHUI. MeToN OLEHKH MUKPOOPTraHU3MOB IS
BBISIBJICHHUSI CIHOCOOHOCTH CHHTE3MpPOBAaTh HAHOYACTUIIBI, B JIaDOPATOPHBIX YCIIOBUSX, OBLI
ucneitad B JlabopaTtopun dutomukpodbuoiorun, Macruryr Mukpobuonoruu u buorexnonoruun
AHM.
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ANNOTATION

Anghel Lilia ,,Physico-chemical aspects of the process of microbiological synthesis of
iron nanoparticles”, doctoral dissertation in Chemistry, Chisinau, 2016. Dissertation consists of
an introduction compartment, four chapters containing theoretical concepts and personal
contributions of experimental and theoretical results, general conclusions and recommendations,
references with 232 titles, 2 appendixes, 114 pages of basic text, 22 tables and 48 figures. The
obtained results were published in 12 scientific papers.

Keywords: iron nanoparticles, molecular mechanisms, biosorption, Dunaliella salina,
biomineralization, lactoferrin, molecular dynamics simulations.

The field of study: 144.01. — Physical chemistry

The goal of the thesis consists in the study physicochemical aspects and mechanism of
microbiological synthesis of iron nanoparticles.

Objectives: elaboration of a methodology for testing microorganisms for identification of
their capability of nanoparticles synthesis, in laboratory conditions; identification of the
physicochemical factors that favorize the process of microbiological synthesis of nanoparticles;
study of some proteins for identification of the mechanisms of the microbiological synthesis of
iron nanoparticles.

Originality and scientific novelty. For the first time were established the mechanisms of
the microbiological synthesis of iron nanoparticles. For the first time, the molecular dynamics
simulations method was used for the research of the mechanisms of the microbiological
synthesis of iron nanoparticles.

Scientific problem solved consists of the identification of the ion-molecular mechanisms
involved in the microbiological synthesis of iron nanoparticles using the strain of green
microalgae Dunaliella salina CNM-AV-02, which will contribute to the optimization of the
existing microbiological methods of synthesis.

Theoretical significance. The obtained results contribute to the strengthening the
knowledge on the mechanisms involved in the microbiological synthesis of iron-based
nanoparticles using microalgae. Moreover, it was proved the possibility of using the molecular
dynamics simulation methods for the investigation of physicochemical processes on the
molecular level.

Applicative value of the present work. The conducted applicative research allowed to
develop a method of evaluation of capability of microorganisms to synthesize nanoparticles and
optimization of the existing microbiological methods for the improvement of physicochemical
parameters of nanoparticles.

Implementation of scientific results. The method of evaluation of capability of
microorganisms to synthesize nanoparticles, in laboratory conditions, was tested in the
Laboratory of Phycobiotechnology, The Institute of Microbiology and Biotechnology of ASM.
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