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ADNOTARE 

Anghel Lilia ”Aspecte fizico-chimice ale procesului de sinteză microbiologică a 

nanoparticulelor de fier”, teză de doctor în științe chimice, Chișinău, 2016. Teza este 

constituită din compartimentul de introducere, patru capitole în care sunt prezentate noțiuni 

teoretice și contribuții proprii ce constau din rezultate obținute experimental și teoretic, concluzii 

generale și recomandări, bibliografie cu 232 titluri, 2 anexe, 114 pagini de text de bază, 22 tabele 

și 48 figuri. Rezultatele obținute sunt publicate în 12 lucrări științifice. 

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

salina, biomineralizare, lactoferina, simulări de dinamică moleculară. 

Domeniul de studiu: 144.01. - Chimie fizică 

Scopul tezei constă în studierea aspectelor fizico-chimice și mecanismului sintezei 

microbiologice a nanoparticulelor pe bază de fier. 

Obiective: elaborarea unei metodologii de testare a microorganismelor pentru 

identificarea capabilității de obținere a nanoparticulelor, la nivel de laborator; identificarea 

factorilor fizico-chimici ce favorizează procesul de sinteză microbiologică a nanoparticulelor; 

cercetarea unor proteine pentru stabilirea mecanismelor care stau la baza procedeului dirijat de 

sinteză a nanoparticulelor de fier. 

Noutatea și originalitatea științifică. Pentru prima dată au fost stabilite mecanismele 

procesului de sinteză microbiologică a nanoparticulelor de fier. Pentru prima dată a fost utilizată 

metoda de simulare de dinamică moleculară pentru cercetarea mecanismelor procesului de 

sinteză a nanoparticulelor de fier. 

Problema științifică soluționată constă în identificarea mecanismelor ion-moleculare 

care stau la baza procedeului dirijat de sinteză a nanoparticulelor de fier cu utilizarea tulpinii de 

microalge verzi Dunaliella salina CNM-AV-02 fapt ce va permite optimizarea metodelor 

microbiologice existente. 

Semnificația teoretică. Rezultatele obținute contribuie la consolidarea cunoștințelor 

despre mecanismele care stau la baza procesului de sinteză microbiologică a nanoparticulelor de 

fier cu utilizarea microalgelor. De asemenea, a fost demonstrată posibilitatea utilizării metodelor 

de simulare de dinamică moleculară pentru explicarea fenomenelor fizico-chimice ce se petrec la 

nivel molecular.  

Valoarea aplicativă a lucrării. Cercetările aplicative au permis elaborarea unei metode 

de evaluare a capabilității microorganismelor de a sintetiza nanoparticule, dar și de optimizare a 

metodelor microbiologice existente pentru modificarea dirijată a parametrilor fizico-chimici ai 

nanoparticulelor de interes științific. 

Implementarea rezultatelor științifice. Metoda de evaluare a microorganismelor pentru 

identificarea capabilității de obținere a nanoparticulelor, la nivel de laborator, a fost testată în 

Laboratorul de Ficobiotehnologie, Institutul de Microbiologie și Biotehnologie AȘM.  
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АННОТАЦИЯ 

Ангел Лилия «Физико-химические аспекты процесса микробиологического 

синтеза наночастиц железа» диссертация доктора химических наук, Кишинев, 2016. 

Диссертация состоит из введения, четырех глав, в которых представлены теоретические и 

экспериментальные результаты, общие выводы и рекомендации, библиографии 

содержащей 232 названий, 2 приложений, 114 страниц оснокного текста, 22 таблиц и 48 

рисунков. Полученные результаты опубликованы в 12 научных работах. 

Ключевые слова: наночастицы железа, молекулярные механизмы, биосорбция, 

Dunaliella salina, биоминерализация, лактоферрин, расчеты молекулярной динамики. 

Специальность: 144.01. – Физическая химия 

Цель работы состоит в изучении физико-химических аспектов и механизм 

микробиологического синтеза наночастиц железа. 

Задачи: разработка методики тестирования микроорганизмов для выявления 

способности получения наночастиц, в лабораторных условиях; выявление физико-

химических факторов влияющих на процесс микробиологического синтеза;  

исследование некоторых протеин участвующих в процессе микробиологического синтеза 

наночастиц железа. 

Научная новизна и оригинальность: Впервые были выявлены механизмы 

процесса микробиологического синтеза наночастиц. Впервые был использован метод 

расчета молекулярной динамики для исследования механизмов процесса 

микробиологического синтеза наночастиц железа. 

Решенная научная проблема состоит в выявлении основных ионно-

молекулярных механизмов микробиологического синтеза наночастиц железа используя 

штам зеленой водоросли Dunaliella salina CNM-AV-02 что позволит оптимизировать 

существующие микробиологические методы синтеза. 

Теоретическое значение. Полученные результаты способствуют расширению и 

углублению знаний о механизмах, лежащих в основе процесса микробиологического 

синтеза наночастиц с использованием микроводорослей. Также в работе было доказано 

возможность использования метода расчета молекулярной динамики для исследования 

физико-химических процессов, происходящих на молекулярном уровне. 

Практическая значимость работы. Проведенные практические исследования 

позволили разработать методику оценки способности микроорганизмов синтезировать 

наночастицы, а также возможности оптимизации существующих микробиологических 

методов для улучшения физико-химических параметров наночастиц. 

Использование результатов исследований. Метод оценки микроорганизмов для 

выявления способности синтезировать наночастицы, в лабораторных условиях, был 

испытан в Лаборатории Фитомикробиологии, Институт Микробиологии и Биотехнологии 

АНМ. 
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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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INTRODUCERE 

Actualitatea și importanța problemei abordate. Nanotehnologia este un termen general 

utilizat pentru a defini tehnologiile moderne elaborate pentru fabricarea dispozitivelor de 

dimensiuni nanometrice, capabile să manipuleze materia la nivel atomic și molecular [1]. În 

ultimele decenii domeniul nanotehnologiilor s-a impus ca un domeniu de mare actualitate cu un 

impact revoluționar industrial și social. Acest fapt este confirmat de existența programelor de 

cercetare internaționale în domeniul nanotehnologiilor precum Inițiativa Națională în 

Nanotehnologie (SUA) [2] și Programul Cadru 7 sau Orizont 2020 (Uniunea Europeană) [3], în 

care se pune accent pe dezvoltarea nanotehnologiilor și aplicațiile acestora. Nanomaterialele cu 

proprietăți magnetice oferă multe avantaje. Datorită proprietăților structurale și magnetice unice 

care se manifestă la scară nanometrică, nanoparticulele magnetice au devenit elemente cheie în 

diferite domenii precum fabricaţie, mediu, energie şi sănătate [4]. O categorie de nanoparticule 

de interes major reprezintă nanoparticulele pe bază de fier. Datorită utilizării acestora într-o 

gamă largă de aplicaţii precum dispozitive de înregistrare, catalizatori, materiale magnetice, 

dispozitive pentru remedierea mediului şi fluide cu aplicaţii bio-medicale, o atenție deosebită a 

fost acordată elaborării procedeelor de sinteză a nanoparticulelor pe bază de fier [5]. 

Metoda de sinteză este o componentă importantă în stabilirea domeniului de aplicabilitate 

a nanoparticulelor, întrucât aceasta influențează direct proprietăţile morfologice, structurale 

(mărimea și forma particulelor), chimice şi magnetice ale nanoparticulelor sintetizate [6, 7]. 

Astfel, există un interes continuu îndreptat spre elaborarea noilor metode de sinteză a particulelor 

de dimensiuni nanometrice. Nanoparticulele pe bază de fier ca și nanoparticulele în general se 

pot prepara prin metode fizice, chimice sau biologice [8]. Cele mai utilizate tehnici fizice sau 

chimice utilizate pentru sinteza nanoparticulelor pe bază de fier includ condensarea [9], nano-

dispersarea [10], descompunerea termică [11], reducerea chimică [12], sinteza în micele inverse 

[13] și co-precipitarea [14]. Tehnicile biologice de sinteză a materialelor constau în utilizarea 

enzimelor microbiene, agenţilor fitochimici cu proprietăţi oxidante sau reducătoare, sau 

utilizarea directă a microorganismelor pentru sinteza nanoparticulelor [15-18]. Metodele 

biologice reprezintă o categorie aparte, întrucât acestea oferă posibilitatea de a obţine 

nanoparticule ale căror proprietăţi fizico-chimie sunt compatibile cu proprietăţile biochimice ale 

mediului celular. Compoziţia chimică şi proprietăţile de suprafaţă ale acestor nanoparticule sunt 

adaptate astfel încât să răspundă forţelor biochimice şi biomecanice, reacţiilor celulare sau 

ţesuturilor vii [19]. Din acest motiv, nanoparticulele obținute prin metodele biologice prezintă 

interes pentru aplicațiile bio-medicale. În cadrul categoriei de tehnici biologice de sinteză se 

detaşează metoda microbiologică, care constă în utilizarea biomasei celulare pentru obţinerea 



11 

particulelor metalice de dimensiuni nanometrice. În ultimii ani asistăm la o intensificare a 

cercetărilor la nivel internațional privind sinteza microbiologică a nanoparticulelor metalice. 

Literatura de specialitate abundă de dovezi experimentale ce demonstrează capabilitatea mai 

multor organisme, atât unicelulare cât şi pluricelulare, de a sintetiza materiale anorganice, fie 

intracelular sau extracelular [20-24]. La nivel național au fost inițiate cercetări legate de 

obținerea nanoparticulelor de argint cu utilizarea tulpinii de microalge verzi-albăstrii Spirulina 

platensis [25, 26]. În acest context apare necesitatea de a studia mecanismele care stau la baza 

sintezei microbiologice a nanoparticulelor pe bază de fier și evaluarea rolului macromoleculelor 

organice de tip proteine participante în cadrul acestor mecanisme. Studierea structurii proteinelor 

și a proceselor biochimice ale acestora conduce la o înțelegere mai bună a procesului de sinteză 

microbiologică a particulelor de dimensiuni nanometrice, ceea ce va permite îmbunătățirea 

parametrilor de structură a nanoparticulelor pentru diferite aplicații.  

Scopul tezei constă în studierea aspectelor fizico-chimice și mecanismului sintezei 

microbiologice a nanoparticulelor pe bază de fier. 

Obiectivele generale urmărite în cadrul cercetărilor descrise în teză sunt următoarele: 

- elaborarea unei metodologii de testare a microorganismelor pentru identificarea 

capabilității de sinteză a nanoparticulelor de fier pe baza tulpinii Dunaliella salina 

CNM-AV-02, la nivel de laborator; 

- identificarea factorilor fizico-chimici ce favorizează procesul de sinteză 

microbiologică a nanoparticulelor pe bază de fier la Dunaliella salina CNM-AV-02; 

- determinarea grupărilor funcționale din biomasa celulară a Dunaliellei salina CNM-

AV-02 implicate în procesul de legare a ionilor de Fe(III); 

- cercetarea proteinelor implicate în procesul de sinteză microbiologică a 

nanoparticulelor pe bază de fier la Dunaliella salina CNM-AV-02 prin metode 

experimentale și simulări de dinamică moleculară pentru stabilirea mecanismelor care 

stau la baza procedeului de sinteză dirijată a nanoparticulelor de fier. 

Noutatea și originalitatea științifică. Pentru prima dată a fost elaborată metodologia de 

evaluare a capabilității microorganismelor de a sintetiza nanoparticule pe bază de fier, utilizând 

ca model de studiu tulpina Dunaliella salina CNM-AV-02.  

Au fost cercetați factorii esenţiali și identificate condițiile optime pentru realizarea 

procesului de acumulare a ionilor de fier și formare a unor structuri de dimensiuni nanometrice, 

în celulele vii ale microorganismelor. Pentru prima dată au fost identificate grupările funcționale 

din biomasa celulară a tulpinii de microalge verzi Dunaliella salina CNM-AV-02 implicate în 

procesele fizico-chimice de acumulare a ionilor de fier. 
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Pentru prima dată a fost utilizată metoda de simulare de dinamică moleculară pentru 

cercetarea mecanismelor procesului de sinteză a nanoparticulelor pe bază de fier.  

De asemenea, pentru prima dată au fost stabilite mecanismele ion-moleculare ale 

procesului de sinteză microbiologică a nanoparticulelor pe bază de fier prin metode fizico-

chimice și simulări de dinamică moleculară. 

Problema științifică soluționată constă în identificarea mecanismelor ion-moleculare 

care stau la baza procedeului dirijat de sinteză a nanoparticulelor de fier cu utilizarea tulpinii de 

microalge verzi Dunaliella salina CNM-AV-02. 

Semnificația teoretică. Cunoștințele fundamentale obținute au fost ulterior utilizate 

pentru explicarea mecanismelor procesului de sinteză microbiologică a nanoparticulelor pe bază 

de fier cu utilizarea microalgelor. De asemenea, a fost demonstrată posibilitatea utilizării 

metodelor de simulare de dinamică moleculară pentru explicarea fenomenelor fizico-chimice ce 

se petrec la nivel molecular.  

Valoarea aplicativă a lucrării. Cercetările aplicative au permis elaborarea unei metode 

de evaluare a capabilității microorganismelor de a sintetiza nanoparticule, dar și de optimizare a 

metodelor microbiologice existente pentru modificarea dirijată a parametrilor fizico-chimici ai 

nanoparticulelor de interes științific. 

Baza metodologică a cercetărilor științifice descrisă în prezenta teză de doctorat include 

o serie de metode de cercetare şi caracterizare structurală a macromoleculelor organice, precum 

grafica moleculară, metoda de aliniere multiplă a secvenţelor cu pachetul de programe Visual 

Molecular Dynamics, calculele constantelor de aciditate ale resturilor de aminoacizi din structura 

proteică prin aplicarea modelului electrostatic continuu Poisson-Boltzmann, calculele 

potenţialului electrostatic pe suprafaţă realizate cu pachetul de programe APBS, metoda de 

împrăștiere la unghiuri mici cu raze-X, spectroscopia UV-VIS și FTIR. Experimentele de 

simulare de dinamică moleculară au fost realizate cu pachetul de programe GROMACS v4.5. 

Acest pachet de programe rulează în mediul de operare Linux. Fişierele ce conţin coordonatele 

iniţiale ale structurii proteice au fost preluate din Banca de Date pentru Proteine. 

Rezultate științifice principale înaintate spre susținere: 

- Identificarea condițiilor optime pentru realizarea procesului de acumulare a ionilor de 

fier și formare a unor structuri de dimensiuni nanometrice în celulele vii ale tulpinii 

de microalge verzi Dunaliellei salina.  

- Elaborarea procedeului de evaluare a procesului de sorbţie microbiologică, fiind 

recomandat ca un protocol de cercetare pentru testarea microorganismelor, cu scopul 

de a identifica capabilitatea de producere a nanoparticulelor metalice. 
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- Determinarea grupărilor funcţionale ale proteinelor şi polizaharidelor, sintetizate de 

celulele vii ale Dunaliellei salina CNM-AV-02, implicate în procesul de legare a 

ionilor de Fe(III).  

- Identificarea mecanismelor procesului de sinteză microbiologică la nivel 

unimolecular prin cercetarea interacțiunii moleculei de lactoferină cu ionii de Fe(III) 

cu aplicarea tehnicilor experimentale și computaţionale. 

- Stabilirea factorilor ce influențează procesul de legare a ionilor de Fe(III) pe centrul 

activ al proteinei.  

- Utilizarea metodei de simulare de dinamică moleculară pentru demonstrarea 

importanței ionilor de carbonat în stabilizarea centrilor activi responsabili de legarea 

ionii de Fe(III).  

Implementarea rezultatelor științifice. Metoda de evaluare a microorganismelor pentru 

identificarea capabilității de obținere a nanoparticulelor, la nivel de laborator, a fost testată în 

Laboratorul de Ficobiotehnologie, Institutul de Microbiologie și Biotehnologie AȘM (Anexa 1). 

Posibilități de aplicare în practică: (i) a protocolului de sinteză microbiologică pentru 

obținerea nanoparticulelor metalice cu o gamă largă de aplicații bio-medicale; (ii) a metodologiei 

simulărilor de dinamică moleculară adaptată pentru cercetarea interacțiunii moleculelor de tip 

proteină cu ionii metalici.  

Aprobarea rezultatelor. Rezultatele obținute au fost prezentate la 10 conferințe științifice 

și publicate în 12 lucrări științifice.  

În cadrul conferinței ‖2nd European Nuclear Physics Conference‖, 17-21 Septembrie 

2012, București, România, rezultatele prezentate au fost apreciate cu diplomă pentru cea mai 

bună prezentare poster în domeniul Aplicații ale Fizicii Nucleare.  

Consiliul Științific al Laboratorului de Fizică a Neutronului ‖I.M. Frank‖ din cadrul 

Institutului Unificat pentru Cercetări Nucleare, Dubna, Federația Rusă a oferit diploma pentru 

seria de lucrări efectuate la tema ‖Biogenic nanoparticles produced by Klebsiella oxytoca for 

medical applications structure and properties investigations‖ (vezi Anexa 2). 

Consiliului Științific al Institutului Unificat pentru Cercetări Nucleare, Dubna, Federația 

Rusă a oferit premiul de încurajare în domeniul Cercetărilor în Fizică Experimentală pentru anul 

2014 pentru direcția de cercetare ‖Structure and Properties of Magnetic Nanoparticles Produced 

by Bacteria Klebsiella oxytoca: comprehensive research and experimental validation of 

biomedical applications‖ (vezi Anexa 2). 

De asemenea, rezultatele obținute au fost prezentate în cadrul seminarelor științifice: 
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1. ―Molecular dynamics simulations and experimental studies of diferric human 

lactoferrin‖, Departamentul de Fizică Nucleară, IFIN-HH, Magurele, București, 

România, 13.12.2012; 

2. ‖Molecular Dynamics simulations of human lactoferrin: Insights into the mechanism 

of iron binding‖, Departamentul de Fizică Nucleară, IFIN-HH, Magurele, București, 

România, 24.04.2013; 

3. ‖Molecular Dynamics simulations of the mechanism of iron binding to lactoferrin‖, 

Institutul de Chimie al Academiei de Științe a Moldovei, Chișinău, 03.06.2013. 

Sumarul compartimentelor tezei. Lucrarea este structurată în patru capitole principale, în 

care sunt prezentate noțiuni teoretice și contribuții proprii ce constau din rezultate obținute 

experimental și teoretic, concluzii generale și recomandări.  

În capitolul 1 ”Sinteza microbiologică a nanoparticulelor de fier” se prezintă partea 

teoretică a lucrării ce vizează prezentarea și analiza stadiului actual al cunoașterii în domeniul 

sintezei microbiologice a nanoparticulelor pe bază de fier. În prima parte a acestui capitol, în 

rând cu introducerea generală, se prezintă o scurtă introducere în subiectul sintezei 

nanoparticulelor. De asemenea, este introdusă o scurtă discuție privind metoda microbiologică, 

cu accent pe aspectele fizico-chimice ale mecanismelor, care stau la baza acestei metode. Se 

subliniază importanța studierii mecanismelor ion-moleculare implicate în metoda microbiologică 

de sinteză a nanoparticulelor. 

În capitolul 2 ”Aspectele fizico-chimice ale sintezei microbiologice a nanoparticulelor 

de fier” se prezintă metoda de evaluare a capabilității microorganismelor de a sintetiza 

nanoparticule metalice cu utilizarea tulpinii Dunaliella salina CNM-AV-02. 

Microalga verde Dunaliella salina are o selectivitate sporită a sistemului de transport 

pentru ionii de Fe(III), caracterizat de un proces neobișnuit de acumulare a ionilor de fier din 

mediu ce constă din: (I) etapa de legare a fierului din mediu, care ar putea fi atribuită proceselor 

de biosorbție la suprafața celulară; (II) etapa de de transportare a fierului în interiorul celulei, ce 

se datorează proceselor metabolice din etapa de acumulare. Ambele etape se realizează cu 

participarea unei proteine, identificată ca membru al familiei de transferine. Specificitatea 

procesului de legare a fierului constă în producerea acestei proteine, de tip transferină, care este 

un fenomen deosebit, întrucât în literatura de specialitate nu există indicații anterioare despre 

plante sau alte specii de alge care să producă acest tip de proteine. Astfel, celulele microalgei 

verzi Dunaliellei salina au fost selectate pentru studierea factorilor esenţiali și identificarea 

condițiilor optime pentru desfășurarea procesului de acumulare a ionilor de fier și formare a 

nanoparticulelor.  
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Au fost cercetați factorii ce influențează performanța sorbției microbiologice a 

Dunaliellei. În acest sens a fost urmărit procesul de sorbție microbiologică a ionilor de fier din 

mediul extracelular în funcţie de factorii operaționali responsabili de realizarea procesului de 

sorbție microbiologică: timpul de contact; cantitatea de biomasa utilizată; pH-ul inițial al 

soluției; concentraţia iniţială a ionilor de fier în mediu; prezența ionilor de fier în mediul de 

cultivare a celulelor; prezența altor specii în mediu; efectul salinității mediului de cultivare.  

Procesul de sorbție microbiologică a ionilor de fier, cercetat în cadrul studiului a fost 

descris prin modelele izotermelor de adsorbție Langmuir, Freundlich și Dubinin-Radushkevich. 

S-a stabilit că sorbția ionilor de fier de către celulele vii ale Dunaliellei salina este bine descrisă 

de modelul izotermei Freundlich. 

În plus, biomasa Dunaliellei salina a fost cercetată prin spectroscopia FTIR, iar 

rezultatele acestei analize au permis identificarea reacțiilor care stau la baza procesului de 

adsorbţie a ionilor de fier, acestea fiind reacţiile de schimb ionic şi complexare cu participarea 

unor structuri moleculare de tip proteine. 

În capitolul 3 ”Studii fizico-chimice ale proteinelor implicate în procesul de sinteză 

microbiologică” se prezintă rezultatele cercetărilor legate de structura şi mecanismul de 

interacţiune a moleculei proteice de lactoferină cu ionii de fier prin aplicarea tehnicilor 

computaţionale și experimentale.  

Mecanismele biochimice și moleculare care stau la baza sintezei microbiologice nu sunt 

pe deplin cunoscute, deoarece celulele microorganismelor se comportă în mod diferit față de 

ionii metalelor prezenţi în mediul celular, iar procesele metabolice implicate diferă şi ele între 

speciile microorganismelor. Microorganismele sintetizează cantități mari de proteine 

responsabile de reducerea ionilor metalici și legarea acestora în mediul extracelular. Studierea 

mecanismului interacţiunii structurilor proteice cu ionii de fier contribuie la înţelegerea și 

optimizarea procesului de sinteză microbilogică a nanoparticulelor de fier. Pentru realizarea 

obiectivelor propuse în capitolul 3 a fost selectată molecula de lactoferină.  

Lactoferina posedă numeroase funcţii biologice. Proprietăţile biochimice ale lactoferinei 

derivă din caracteristicile structurale ale acesteia precum şi din funcţia de bază de legare a ionilor 

de fier. Din acest motiv, cercetarea proprietăţilor lactoferinei este un domeniu de interes 

remarcabil, iar studierea mecanismelor de acţiune ale acesteia va contribui la înţelegerea 

procesului de sinteză microbilogică a nanoparticulelor de fier, dar și la elaborarea unor 

metodologii pentru aplicaţii biotehnologice în medicină.  

În capitolul 3, a fost elaborat un protocol de cercetare pentru studierea structurilor 

moleculare biologice care combină o serie de metode de cercetare şi caracterizare structurală a 
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lactoferinei. Au fost utilizate fișiere de structură preluate din Banca de Date pentru Proteine şi 

pachete de programe de simulare şi analiză: H++ server, PDB2PQR server, APBS și VMD și 

tehnici experimentale precum spectroscopia UV-VIS, FTIR și metoda de împrăștiere la unghiuri 

mici cu raze-X. 

Prin metoda de calcul a constantelor de aciditate ale resturilor de aminoacizi din structura 

proteinei, s-a arătat că procesul de legare sau eliberare a ionilor de Fe(III) de pe centrii activi ai 

proteinei este influențat de starea de protonare a aminoacizilor din sfera de coordinare primară, 

dar și de arginina din poziția 121 și 210, și lizina din poziția 301 din sfera de coordinare 

secundară a secvenței proteice. 

Prin metoda de calcul al potențialului electrostatic pe suprafață, a fost stabilită 

dependența procesului de modificare a conformației lactoferinei de valoarea pH-ului mediului. 

S-a arătat că, micșorarea pH-ului mediului conduce la modificarea potențialului electrostatic pe 

suprafaţă, iar odată cu micșorarea pH-ului mediului fiziologic crește sarcina pozitivă a proteinei. 

Extinderea regiunilor de sarcină pozitivă pe suprafaţa proteinei va crea respingerea electrostatică 

între resturile aminoacizilor, inclusiv şi a celor din centrii activi ai proteinei, rezultând în 

deschiderea lobului şi eliberarea ionului de fier.  

În capitolul 4 ”Simulări de dinamică moleculară”, au fost studiate aspectele 

mecanismului de sinteză a nanoparticulelor pe baza de fier cu participarea microorganismelor 

prin tehnica de modelare de dinamică moleculară. Această metodă de studiu a fost aplicată pe 

familia de proteine, transferine, ce sunt responsabile de legarea ionilor de fier din mediul celular 

şi transportarea acestora în interiorul celulei microorganismului. Pentru aceste studii, a fost 

selectată molecula proteică de lactoferină.  

Cercetările realizate în cadrul acestei etape au fost orientate în două direcţii şi anume: 

studierea stabilităţii lactoferinei în diferite conformaţii, iar pe de altă parte, evaluarea rolului unor 

resturi de aminoacizi din structura proteică din apropierea sferei de coordinare a ionilor metalului 

din centrul activ al lactoferinei.  

În cadrul capitolului 4, a fost elaborat un protocol de cercetare pentru studierea 

structurilor moleculare biologice, care combină o serie de metode de cercetare şi caracterizare 

structurală, pregărtirea configuraţiei de pornire şi crearea sistemului molecular pentru simulare, 

realizarea experimentelor de simulare de dinamică moleculară şi interpretarea rezultatelor 

obţinute. 

Astfel, prin metoda de simulare de dinamică moleculară, a fost stabilită importanța 

participării ionilor de carbonat în stabilizarea centrilor activi pe care se leagă ionii de fier. 
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Eliberarea ionilor de carbonat din structura proteinei induce tranziția structurală de la 

conformația închisă spre conformația deschisă a moleculei de lactoferină. 

Utilizând metoda de simulare de dinamică moleculară, s-a stabilit că arginina din poziția 

121 este responsabilă de fixarea ionului de carbonat pe centrul activ al lobului N al lactoferinei, 

iar mutația acestui aminoacid în secvența proteică cauzează deplasarea ionului de carbonat în 

centrul activ al proteinei rezultând în destabilizarea structurală a conformației lactoferinei. 

Cercetările realizate în cadrul acestei teze de doctorat au fost efectuate în centrele de 

cercetare naționale și internaționale precum Institutul de Chimie al Academiei de Științe a 

Moldovei, Institutul de Microbiologie și Biotehnologie al Academiei de Științe a Moldovei, 

Institutul Unificat pentru Cercetări Nucleare, Dubna, Federația Rusă, DESY (Deutsches 

Elektronen-Synchrotron) din Hamburg, Germania, Institutului Național de Cercetare-Dezvoltare 

pentru Fizică și Inginerie Nucleară Horia Hulubei, Magurele, București, România. 
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1. SINTEZA MICROBIOLOGICĂ A NANOPARTICULELOR DE FIER 

Nanotehnologia este un domeniu multidisciplinar care poate revoluţiona un număr mare 

de aplicaţii în diferite arii ale ştiinţei şi tehnologiei. Dezvoltarea continuă a acestui domeniu 

include și crearea noilor metode de sinteză a materialelor la scara nanometrică (sub 100 nm), 

care să permită controlul riguros al dimensiunii, dispersităţii, omogenităţii şi compoziţiei chimice 

ale acestor nanostructuri, dar şi cercetarea acestora pentru definirea potenţialelor aplicaţii. 

Materialele de dimensiuni nanometrice prezintă interes atât pentru cercetările fundamentale cât şi 

pentru cele cu caracter aplicativ. Acest interes se datorează fenomenelor şi proprietăţilor 

interesante şi uneori neaşteptate, care apar la materialele de dimensiuni nanometrice. Aceleaşi 

materiale la scală nanometrică vor avea o arie a suprafeţei mai mare, prin urmare reactivitatea lor 

va fi sporită. De asemenea, la scală nanometrică domină efectele cuantice care influenţează 

proprietăţile optice, magnetice, electrice sau dielectrice ale materialelor [7]. 

 

1.1. Nanoparticulele pe bază de fier şi proprietăţile acestora 

De-a lungul ultimilor ani, nanoparticulele pe bază de fier au constituit subiecte de 

cercetare de mare interes datorită utilizării acestora într-o gamă largă de aplicaţii precum 

dispozitive de înregistrare, catalizatori, materiale magnetice, dispozitive pentru remedierea 

mediului şi fluide cu aplicaţii bio-medicale. Este necesar de menţionat că aceste nanoparticule, 

cu o suprafaţă de acoperire de o compoziţie chimică corespunzătoare, sunt un instrument eficient 

pentru numeroase aplicaţii medicale precum intensificarea contrastului în domeniul de imagistică 

prin rezonanţa magnetică cu agenţi de contrast, tratarea ţesuturilor, teste imunologice, 

detoxificarea fluidelor biologice, tratamentul cancerului prin hipertermie, transportul 

medicamentelor [27-29].  

Proprietăţile fizice şi chimice ale particulelor la scală nanometrică sunt influențate de 

forma şi dimensiunea acestora [30]. Prin urmare, proprietăţile acestora pot fi manipulate prin 

varierea mărimii lor şi prin adaptarea suprafeţei de acoperire.  

Dimensiunea particulelor pe bază de fier constituie un factor decisiv în definirea 

proprietăţilor magnetice. S-a observat că în cazul structurilor de dimensiuni nanometrice la 

temperaturi suficient de ridicate apare un răspuns superparamagnetic. Astfel, datorită 

dimensiunilor nanometrice, particulele de magnetită (Fe3O4) în fluid au o valoare a temperaturii 

Curie de 850 K, iar polarizarea aproape completă a spinului are loc la temperatura camerei, 

ambele proprietăţi având un potenţial mare de aplicare în producerea nano-dispozitivelor de tip 

valvă de spin cu magnetorezistenţă gigantică [31]. 
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O categorie aparte a nanotehnologiei o constituie ferofluidele, ce prezintă simultan 

proprietățile unui lichid cât și proprietăți magnetice ca ale unui solid. Acestea sunt constituite din 

nanoparticule coloidale cu proprietăți magnetice suspendate într-un solvent. Ferofluidele constau 

din particule pe baza de fier, iar proprietățile acestora sunt influențate de dimensiunea 

particulelor, de gradul de dispersare omogenă al acestora în mediul lichid dar și de surfactantul 

utilizat pentru dispersarea acestora [32]. 

Nanoparticulele pe bază de oxizi de fier, precum maghemita γ-Fe2O3, magnetita Fe3O4 şi 

hematitul α-Fe2O3 au fost intens studiate pentru potenţiale aplicaţii în domeniul ingineriei 

medicale. Una dintre cerinţele de bază ale aplicaţiilor bio-medicale este dimensiunea 

nanometrică a particulelor. Această cerinţă este justificată de faptul că dimensiunea nanometrică 

este caracteristică moleculelor biologice şi sistemelor celulare. În acest context, particulele de 

dimensiuni nanometrice sunt candidaţii ideali pentru aplicaţii in vivo şi in vitro în cercetarea bio-

medicală [33]. De asemenea, pentru realizarea aplicaţiilor bio-medicale este esenţial controlul 

toxicităţii şi biocompatibilitatea nanoparticulelor. Studiile realizate pentru evaluarea 

citotoxicităţii nanoparticulelor de fier au arătat că acestea nu induc alterări ale permeabilităţii 

membranare şi prezintă un nivel scăzut de citotoxicitate in vivo şi in vitro [34]. Citotoxicitatea 

identificată se datorează reagenţilor chimici utilizaţi în procesul de sinteză al nanopaticulelor. 

Prin urmare, un factor important ce influenţează aplicaţiile nanoparticulelor este însăşi metoda de 

sinteză a acestora. 

 

1.2. Aplicaţii ale nanoparticulelor pe bază de fier 

Interesul crescut pentru domeniul cercetărilor axate pe nanomateriale a condus la 

dezvoltarea rapidă a aplicaţiilor în domeniul nanotehnologiilor. În momentul de faţă, 

nanoparticulele pe bază de fier sunt implementate cu succes în domenii precum fabricaţie, 

mediu, energie şi sănătate. În continuare vor fi evidenţiate doar câteva aplicaţii ale 

nanoparticulelor pe bază de fier care au fost raportate în literatura de specialitate. 

 

Aplicaţii industriale 

Nanoparticulele pe bază de fier au căpătat un mare interes pentru aplicaţiile industriale 

datorită proprietăţilor intrinseci ale componentelor acestora precum şi a efectelor de dimensiune 

şi de suprafaţă. La scală nanometrică, particulele pe bază de fier manifestă proprietăţi 

superparamagnetice. De asemenea, acestea au o puternică tendinţă de aglomerare care poate fi 

înlăturată prin tratarea particulelor cu agenţi de acoperire. Fiecare aplicaţie potenţială a acestor 

nanoparticule necesită diferite proprietăţi şi diferiţi agenţi de acoperire. De exemplu, în domeniul 
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dispozitivelor de înregistrare, proprietăţile feromagnetice şi antiferomagnetice ale componentelor 

nanostructurale influenţează capacitatea de înregistrare a dispozitivelor [35, 36]. Un alt exemplu 

de posibile aplicaţii industriale ale nanoparticulelor pe bază de fier este utilizarea acestora în 

calitate de catalizatori de tip Fenton pentru fotodegradarea poluanţilor organici [37, 38]. 

Catalizatorii pe bază de oxizi ai fierului precum magnetita şi hematitul au o întrebuinţare 

largă în producerea industrială, precum sinteza NH3 (procesul Haber), desulfurizarea gazului 

natural, dehidrogenarea etilbenzenului şi obţinerea stirenului, sinteza Fischer-Tropsh a 

hidrocarburilor, oxidarea alcoolilor şi producerea la scară largă a butadienei [39]. 

 

Aplicaţii medicale 

În practica curentă, nanoparticulele pe bază de fier trebuie să îndeplinească următoarele 

cerinţe pentru aplicaţiile medicale: 

- să nu inducă toxicitate; 

- să nu modifice pH-ul sângelui; 

- să posede o rezistenţă bună la acţiunea degradantă a fluidelor biologice; 

- să nu declanşeze fenomene de respingere din partea organismului; 

- să nu se acumuleze în ţesuturi. 

În acest sens, nanoparticulele pe bază de fier trebuie tratate astfel încât acestea să fie 

biocompatibile cu organismul viu, stabile şi să aibă o bună dispersie în surfactant. 

Nanoparticulele pe bază de fier sunt atractive pentru aplicaţiile bio-medicale. Aceste aplicaţii 

includ terapia cancerului, hipertermia, transportul medicamentelor, analiza ADN-ului, agenţi 

antibacterieni, biosensori, agenţi de contrast în imagistică prin rezonanţa magnetică [40]. 

Hipertermia este o metodă de tratare a cancerului care în combinaţie cu chimioterapia 

reprezintă o alternativă eficientă în tratamentul unor forme de cancer. Distrugerea celulelor 

canceroase prin aplicarea tratamentelor clasice precum chimioterapia şi radioterapia duce la 

deteriorarea celulelor sănătoase. În acest sens, hipertermia a primit o atenţie deosebită din partea 

cercetătorilor întrucât conceptul care stă la baza acestui tratament constă în aplicarea locală a 

tratamentului termic în zona afectată de celulele canceroase. Pentru a obţine o eficienţă maximă, 

în tratamentul prin hipertermie se utilizează agenţi hipertermici precum nanoparticule pe bază de 

fier, care sunt injectate în zona afectată. Nanoparticulele pe bază de oxizi de fier sunt utilizate în 

hipertermie, deoarece oxizii de fier sunt mediatori de căldură eficienţi şi în acelaşi timp 

transportori de medicamente [41, 42]. În prezent, magnetita este utilizată pe scară largă ca agent 

hipertermic. Particulele magnetice localizate în zona tumorii induc efectul de căldură sub 

influenţa unui câmp magnetic alternativ drept consecinţă are loc creşterea temperaturii locale 
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până la 40 – 50 ˚C. Astfel, celule canceroase sunt distruse fără a cauza un prejudiciu suplimentar 

ţesuturilor sănătoase. Metoda este considerată a fi eficientă, deoarece s-a identificat că celulele 

canceroase sunt mai senzitive la temperatură decât celulele sănătoase [43, 44]. 

Sistemele de transportare a medicamentelor au fost dezvoltate pentru a permite 

pătrunderea medicamentelor până la ţesutul ţintă şi preconcentrarea acestora în zona de interes, 

astfel diminuând efectele secundare al medicamentelor. Nano-transportorii ţintă trebuie să 

navigheze prin barierele ţesuturilor vii pentru a ajunge la celule. Particulele transportoare de 

medicamente trebuie să fie de dimensiuni mici, astfel încât acestea să poată trece de bariera 

hematoencefalică şi joncţiunea ţesutului epitelial, care în mod normal împiedică livrarea 

medicamentelor la ţesutul ţintă. Sistemele magnetice utilizate în transportul medicamentelor sunt 

direcţionate către ţesutul ţintă prin aplicarea unui gradient de câmp magnetic. Majoritatea 

studiilor axate pe dezvoltarea medicamentelor cu transportare la ţintă utilizează în calitate de 

transportori oxizi ai fierului precum magnetita şi maghemita, întrucât fierul are proprietăţi toxice 

scăzute [45]. Astfel, eficacitatea acestor sisteme va depinde de anumiţi parametri precum 

proprietăţile structurale şi morfologice ale nanoparticulelor utilizate, concentraţia acestora, 

modalitatea de administrare, intensitatea câmpului magnetic ş.a. 

Nanoparticulele pe bază de fier funcţionalizate au fost implementate cu succes în 

diagnosticare, datorită posibilităţii de a le ghida folosind un câmp magnetic extern [46, 47]. 

Imagistica prin rezonanţă magnetică este o tehnică a imagisticii medicale utilizată cu succes 

pentru identificarea şi vizualizarea detaliată a structurii interne şi funcţiilor corpului uman. 

Această metodă foloseşte fenomenul de rezonanţă magnetică nucleară pentru obţinerea 

imaginilor medicale. Câmpul magnetic rotativ produs de către atomii de hidrogen din corpul 

uman sub influenţa unui câmp magnetic puternic este detectat de către instalaţia de măsurare. 

Semnalul înregistrat este recepţionat de calculator şi convertit într-o imagine bi- sau 

tridimensională. Pentru a obţine un contrast între celulele sănătoase şi cele afectate de cancer, 

această tehnică necesită agenţi de contrast [48]. În prezent, tehnica de imagistică prin rezonanţă 

magnetică este limitată de proprietăţile nanoparticulelor de fier. Astfel, îmbunătăţirea 

proprietăţilor morfologice, structurale, chimice şi prin urmare şi magnetice ale nanoparticulelor 

de fier va contribui la îmbunătăţirea contrastului în semnalul recepţionat.  

 

1.3. Consideraţii generale ale sintezei nanoparticulelor pe bază de fier 

Metoda de sinteză este o componentă importantă în stabilirea domeniului de aplicabilitate 

a nanoparticulelor. Astfel, au fost elaborate şi descrise în literatura ştiinţifică numeroase metode 

de sinteză a nanoparticulelor [49]. În general, acestea pot fi clasificate în metode fizice, chimice 
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şi biologice. De asemenea, metodele de sinteză a nanoparticulelor pot fi clasificate în top-down – 

de la „mare‖ la „mic‖ (nano) şi bottom up sau auto-asamblarea, de la „mic‖ (atomi, molecule) la 

„mare‖. Metodele de tip top-down reprezintă metodele fizice în care se utilizează procedee de 

mărunţire a sistemelor mari pentru a obţine sisteme de dimensiuni nanometrice. De cele mai 

multe ori, nanoparticulele obţinute prin aceste metode au suprafeţe şi dimensiuni neomogene. 

Metodele de tip bottom up reprezintă totalitatea metodelor care au la bază procesele de auto-

asamblare sau nucleaţie, în care participă atomii sau moleculele pentru obţinerea sistemelor de 

dimensiuni nanometrice. În această categorie sunt incluse metodele chimice şi biologice [30]. 

Numărul mare de aplicaţii ale nanoparticulelor determină cercetătorii să elaboreze noi 

metode de obţinere ale acestora. La întocmirea noilor metode de sinteză a nanoparticulelor 

trebuie să se ţină cont de următoarele cerinţe: 

- complexitatea structurală a particulelor de dimeniuni nanometrice, biocompatibilitatea; 

- posibilitatea de a obţine nanoparticule de forme şi dimensiuni specifice; 

- metoda trebuie sa fie simplă şi să fie reproductibilă. 

În practică este destul de dificil de elaborat o metodă care să întrunească toate aceste 

cerinţe de aceea atenţia cercetătorilor este continuu îndreptată spre găsirea de noi metode.  

 

Metode fizice 

În ultimele decenii au fost dezvoltate mai multe metode fizice pentru obţinerea 

nanoparticulelor, cum ar fi metodele de condensare şi nano-dispersarea. Aceste două categorii de 

metode fizice sunt cel mai frecvent utilizate în practica curentă.  

Principiul care stă la baza metodelor de condensare constă în auto-asamblarea atomilor şi 

moleculelor cu anumite proprietăţi în faza de vapori şi formarea nanoparticulelor de structură şi 

dimensiunea dorită. Printre aceste metode se numără: sinteza în plasmă [50], ablaţia cu laser 

pulsat [51], sinteza în arc electric [52]. Aceste tehnici sunt reproductibile, iar nanostructurile 

rezultate sunt de puritate înaltă. Aplicabilitatea acestor metode este limitată de echipamentele 

complicate şi costisitoare care sunt utilizate în proces. 

O altă categorie de metode fizice de obţinere a nanostructurilor este nano-dispersarea. În 

cadrul acestei categorii de tehnici de sinteză se detaşează sinteza mecano-chimică. Această 

metodă constă în utilizarea energiei mecanice pentru intensificarea reacţiei chimice. 

Nanoparticulele obţinute prin această metodă au un grad de dispersie redus [53]. Din această 

categorie poate fi menţionată o altă metodă de obţinere a nanostructurilor, şi anume eroziunea 

electrolitică a aliajelor. În acest caz, produşii de reacţie din lichidul dielectric acoperă suprafaţa 
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particulelor de dimensiuni nanometrice. Dimensiunea medie a particulelor rezultate este invers 

proporţională cu intensitatea curentului electric [54]. 

 

Metode chimice 

Metodele chimice au fost implementate cu succes pentru obţinerea nanoparticulelor. 

Acestea constau în utilizarea moleculelor de surfactant precum micele, polimeri sau alţi agenţi de 

acoperire pentru a controla distribuţia dimensiunii particulelor sintetizate [55, 56]. Printre cele 

mai utilizate tehnici de sinteză chimică a nanoparticulelor se numără: descompunerea termică, 

reducerea chimică, sinteza în micele inverse, sinteza la interfaţa gaz-lichid.  

Termoliza compuşilor pe bază de metal conduce la formarea nanoparticulelor. Particulele 

rezultate sunt stabilizate atunci când reacţia se petrece în mediul lichid în care se conţin molecule 

de surfactanţi sau polimeri [57, 58]. Aceasta metodă este atractivă datorită utilizării surfactanţilor 

şi a polimerilor solubili în calitate de agenţi de acoperire, ce asigură obţinerea nanoparticulelor 

monodisperse cu un grad de puritate înalt. 

Reducerea chimică are la bază utilizarea agenţilor reducători ce interacţionează activ cu 

sărurile metalelor rezultând în formarea nanoparticulelor. Această metodă depinde de 

proprietăţile chimice ale agenţilor reducători şi necesită utilizarea agenţilor de acoperire pentru a 

controla dimensiunea particulelor rezultate. Reacţiile chimice se petrec în soluţii apoase sau 

solvenţi organici [59]. 

Sinteza nanoparticulelor în micele inverse are la bază procesele de nucleaţie şi creştere a 

particulelor, ce decurg în interiorul micelelor. Micelele inverse sunt picăturile mici de apă 

stabilizate într-un solvent hidrofob, iar formarea nanoparticulelor are loc în interiorul acestor 

picături de apă. Această metodă oferă posibilitatea de a controla dimensiunea medie a 

particulelor şi monodispersia lor, cunoscând cantitatea exactă de metal în fiecare micelă [60]. 

Nanoparticulele pot fi sintetizate la interfaţa gaz-lichid. În cadrul acestui procedeu are loc 

descompunerea compuşilor metalelor şi formarea unor specii active ce iniţiază procesul de 

nucleaţie, rezultând în formarea nanoparticulelor de dimensiunea dorită. Deşi metoda oferă 

posibilitatea de a controla dimensiunea particulelor, cinetica procesului este influenţată de 

compoziţia chimică a sărurilor metalelor şi de faza lichidă şi gazoasă a sistemului de reacţie [61]. 

 

Metode biologice 

În prezent există un interes continuu îndreptat spre dezvoltarea noilor metode de sinteză a 

nanoparticulelor, justificat de aplicaţiile numeroase ale acestora, raportate în literatura de 

specialitate. O altă categorie de metode de sinteză a nanoparticulelor este cea biologică. 
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Procedeul implică utilizarea enzimelor microbiene, agenţilor fitochimici cu proprietăţi oxidante 

sau reducătoare, sau utilizarea directă a microorganismelor pentru sinteza nanoparticulelor. 

Implementarea acestui set de metode oferă posibilitatea de a obţine nanoparticule ale căror 

proprietăţi sunt compatibile cu proprietăţile biochimice ale mediului celular. Compoziţia chimică 

şi proprietăţile de suprafaţă ale acestor nanoparticule sunt adaptate astfel încât să răspundă 

forţelor biochimice şi biomecanice, reacţiilor celulare sau ţesuturilor vii. Astfel, în cadrul acestei 

categorii de tehnici de sinteză se detaşează metoda microbiologică, care implică utilizarea 

microorganismelor pentru obţinerea particulelor metalice de dimensiuni nanometrice.  

Celulele microorganismelor, intacte sau tratate în prealabil, fiind dispersate în soluţiile 

sărurilor unor metale, în condiţii normale de temperatură şi presiune, sintetizează particule de 

dimensiuni nanometrice. În Figura 1.1 este prezentată schema bloc a procedeului de sinteză 

microbiologică a nanoparticulelor metalice.  

 

Fig. 1.1. Schema bloc a procedeului de sinteză microbiologică  

a nanoparticulelor metalice [62]. 

 

În funcţie de locul în care se formează nanoparticulele, sinteza microbiologică poate fi 

clasificată în sinteză intracelulară [63] şi extracelulară [64]. Literatura de specialitate abundă de 
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dovezi experimentale ce demonstrează capabilitatea mai multor organisme, atât unicelulare cât şi 

pluricelulare, de a sintetiza materiale anorganice de dimensiuni nanometrice, fie intracelular sau 

extracelular. Microorganismele propuse pentru sinteza microbiologică intracelulară sau 

extracelulară a nanoparticulelor de fier sunt prezentate în Tabelul 1.1. 

 

Tabelul 1.1. Microorganisme utilizate în sinteza microbiologică a nanoparticulelor de fier [65] 

Tulpina Nanoparticule Dimensiunea Forma Locaţia Ref. 

Bacteria magnetotactică magnetită, 32 – 43 nm cub intracelular [66] 

Bacteria magnetotactică greigit 32 – 43 nm cub intracelular [66] 

Saccharomyces cerevisiae fosfatul de fier 50 – 200 nm sferă extracelular [67] 

HSMV-1 magnetită < 45 nm alungită intracelular [68] 

Sargassum muticum magnetită 18 ± 4 nm cub extracelular [69] 

BoFeN1 Acidovorax sp. fosfatul de fier 100 ± 25 nm sferă extracelular [70] 

BoFeN1 Acidovorax sp fosfatul de fier 40 nm sferă intracelular [70] 

Shewanella oneidensis magnetită 40 – 50 nm cub extracelular [71] 

Shewanella putrefaciens magnetită / 

maghemit 

30 – 50 nm alungită intracelular [72] 

Dechlorosoma suillum magnetită – – intracelular [73] 

Actinobacter sp. magnetită 1 – 40 nm sferă – [74] 

Desulfovibrio magneticus magnetită 40 nm alungită intracelular [75] 

Desulfovibrio magneticus hematită 5 – 10 nm alungită extracelular [75] 

QH-2 magnetită 58 ± 20 nm – intracelular [76] 

Aspergellius fumigates magnetită 42,40 nm pulbere – [77] 

Chaetomium globusum magnetită 25,30 nm pulbere – [77] 

Curvularia lunata magnetită 20,80 nm pulbere – [77] 

Aspergillius wentii magnetită 46,50 nm pulbere – [77] 

Alcaligenes faecalis sulfat de fier 43,60 nm pulbere – [77] 

Alcaligenes faecalis magnetită 12,30 nm pulbere – [77] 

Bacillius coagulans sulfat de fier – pulbere – [77] 

Fussarium oxysporum magnetită 20 – 50 nm sferă extracelular [78] 

Verticillium sp. magnetită 10 – 40 nm cub extracelular [78] 

Klebsiella oxytoca ferihidrit – – extracelular [79] 
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În acest context, apare necesitatea de a studia mecanismele care stau la baza sintezei 

microbiologice a nanoparticulelor pe bază de fier și evaluarea rolului macromoleculelor organice 

de tip proteine participante în cadrul acestor mecanisme. Studierea structurii proteinelor și a 

proceselor biochimice ale acestora conduce la o înțelegere mai bună a procesului de sinteză 

microbiologică a nanoparticulelor, ceea ce va permite îmbunătățirea parametrilor de structură a 

nanoparticulelor pentru diferite aplicații. 

 

1.4. Aspectele fizico-chimice ale mecanismului de sinteză microbiologică a  

nanoparticulelor de fier 

Fierul este un metal esenţial pentru microorganisme deoarece este implicat în diferite 

procese fiziologice intracelulare. Ionii de fier sunt utilizați de către microorganisme în 

transportul oxigenului molecular și reacțiile de transfer de electroni. De asemenea, fierul este 

folosit de către microorganisme pentru sinteza unor enzime ce catalizează reacţiile biochimice 

din interiorul celulei [80]. Creşterea concentraţiei fierului intracelular conduce la iniţierea unor 

reacţii nefavorabile pentru celula vie rezultând în modificarea structurală sau distrugerea 

proteinelor [81]. Astfel, ionii de fier catalizează reacţiile chimice şi formarea radicalilor liberi.  

Radicalii liberi sunt responsabili de stresul oxidativ intracelular ducând la distrugerea 

proteinelor de structură. Din acest motiv microorganismele au dezvoltat mecanisme de reglare a 

concentraţiei fierului atât în mediul intracelular cât și în cel extracelular. O varietate de 

mecanisme specifice sau nespecifice pot fi atribuite transformărilor redox, reacțiilor de chelare 

intracelulară sau reacțiilor de precipitare intracelulară și extracelulară, care se realizează cu 

participarea unor proteine sau liganzi sintetizați de către celulele vii ale microorganismelor. De 

cele mai dese ori excesul de fier este depozitat în feritină sau incluziuni citoplasmatice [82]. 

Înțelegerea acestor procese la nivel molecular este o problemă fundamentală pentru sinteza 

microbiologică a particulelor nanostructurate.  

De exemplu, s-a identificat că în condiții microaerofile, tulpina bacteriei Klebsiella 

oxytoca produce extracelular și intracelular nanoparticule de ferihidrit [83-87]. Studiile au arătat 

că aceste nanoparticule sunt produse în rezultatul proceselor de biominerealizare a citratului feric 

din mediul nutritiv al bacteriei. În cadrul studiilor mecanismelor care stau la baza sintezei 

microbiologice cu participarea tulpinii Klebsiella oxytoca s-a determinat că nanoparticulele 

produse intracelular sunt încapsulate într-un material organic de tip proteină [88], pe când cele 

produse extracelular sunt înglobate într-o matrice de polizaharidă [89]. De asemenea, s-a stabilit 

că bacteria Klebsiella oxytoca produce două tipuri de ferihidrit ca rezultat al variaţiei condiţiilor 

de cultivare a tulpinii bacteriene. Această diferenţiere a fost observată în probele uscate cu 
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ajutorul spectroscopiei Mössbauer, măsurătorilor magnetice statice şi difracţia de raze-X [88, 

90]. Proprietăţile structurale şi morfologice ale nanoparticulelor de ferihidrit au fost studiate 

utilizând spectroscopia în domeniul infraroşu şi spectroscopia Raman. În cadrul experimentelor 

de împrăştiere la unghiuri mici cu raze-X, au fost studiate nanoparticulele de ferihidrit dispersate 

în apă și tratate la ultrasunet. Rezultatele acestui studiu au arătat că particulele de ferihidrit au 

forma alungită și dimensiunea razei de giraţie de 6,73 ± 0,16 nm, fiind înglobate într-o matrice 

de exopolizaharidă [89, 91]. O descriere mai detaliată a cercetărilor legate de structura şi 

morfologia nanoparticulelor de ferihidrit sintetizate de bacteria Klebsiella oxytoca este redată în 

două articole publicate în reviste științifice internaționale cu recenzenți SAXS studies of 

ultrasonicated dispersions of Biomineral particles produced by Klebsiella oxytoca [91] şi 

Characterization of bio-synthesized nanoparticles produced by Klebsiella oxytoca [89]. 

Un alt exemplu îl constituie tulpina celulelor fungice Saccharomyces cerevisiae. S-a 

stabilit că în procesul de formare a nanoparticulelor pe bază de fier în mitocondriile celulelor 

Saccharomyces cerevisiae este implicată proteina mitocondrială frataxina [92].  

Mecanismele care stau la baza sintezei microbiologice a nanoparticulelor nu au fost 

concretizate până în momentul de faţă. Motivul principal este că celulele microorganismelor 

reacţionează în mod diferit față de ionii metalelor prezenţi în mediul celular, iar procesele 

metabolice implicate diferă şi ele între speciile microorganismelor [93]. 

La modul general, mecanismul care stă la baza sintezei microbiologice poate fi descris ca 

un proces alcătuit din două etape. Prima etapă constă în absorbţia speciilor organice sau 

anorganice ale metalelor, atât solubile cât şi insolubile prin mecanisme fizico-chimice precum 

adsorbţia. Schema generală a proceselor fizico-chimice ce se realizează la suprafața celulei 

microbiene pentru legarea ionilor metalici din mediu este redată în Figura 1.2. Aceste reacţii se 

realizează datorită grupelor funcţionale de pe suprafaţa peretelui celular al microorganismelor, 

capabile să lege ionii metalelor. Totalitatea acestor procese a fost definită ca procese de 

biosorpţie. Prefixul ‖bio‖ se referă la utilizarea entităților biologice precum celule vii sau moarte, 

țesuturi, componente ale peretelui celular sau proteine în calitate de substanțe adsorbante. A doua 

etapă se realizează prin reacţiile de oxido-reducere care implică participarea proteinelor 

membranare responsabile pentru captarea ionilor metalelor din mediul celular. Această etapă se 

finalizează cu transportarea ionilor metalelor prin membrana celulară, depozitarea acestora în 

incluziuni citoplasmatice sau feritină şi formarea nanoparticulelor intracelulare. Etapa a doua a 

procesului de sinteză microbiologică a fost denumită etapa de biomineralizare. Totalitatea 

proceselor ce se petrec în a doua etapă au fost definite ca procese de biomineralizare [30]. 
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Fig. 1.2. Schema generală de imobilizare a speciilor metalice din mediu prin procesele fizico-

chimice de la suprafața celulei microbiene [94]. 

 

1.4.1. Biosorpţia 

Microorganismele sunt cunoscute pentru capacitatea naturală de a adsorbi ionii metalici și 

în special a metalelor grele din mediu [95]. Datorită acestei trăsături, biomasa celulară a căpătat 

o atenție deosebită din partea cercetătorilor pentru aplicațiile potențiale în domeniul 

biosorbenților utilizați pentru tratarea apelor uzate, devenind gradual un subiect de top în 

domeniul controlului poluării cu metale, în ultimele decenii. Această direcție de cercetare este 

susținută de necesitatea de a dezvolta noi tehnologii de eliminare a poluanților din apele uzate, 

care să fie prietenoase cu mediul și necostisitoare [96]. 

Proprietatea biomasei celulare vii sau moarte de a lega ionii metalici din mediu a fost 

definită ca biosorbție. Însă, în literatura de specialitate, biosorbția este utilizată ca termen 

specific pentru a defini metodele în care sorbenții de origine biologică sunt utilizați pentru 

îndepărtarea substanțelor de origine organică sau anorganică din soluțiile apoase. Cercetările au 

arătat că biosorbția poate fi utilizată cu succes pentru recuperarea metalelor prețioase, 

radionuclidelor, a unor proteine, steroizi și produse farmaceutice [97]. 

Biosorbţia ionilor metalici se realizează printr-o multitudine de procese fizico-chimice ce 

au loc concomitent sau separat la suprafața celulară a microorganismelor utilizate [98, 99]. S-a 

identificat că mecanismele care stau la baza acestor procese sunt diferite şi depind de speciile 

ionilor metalelor dar şi de proprietățile biomasei celulare utilizate.  

Selectarea corectă a microorganismelor adecvate pentru biosorbția ionilor metalici 

necesită cunoașterea mai multor caracteristici atât ale procesului de reținere a ionilor metalici cât 
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și ale microorganismelor, cum sunt: mecanismele care stau la baza procesului de reținere a 

ionilor metalici, cunoașterea metabolismului specific, factorii care influențează capacitatea de 

reținere ș.a. Pentru a obține o biosorbție eficientă și reproductibilă a metalelor din soluția apoasă 

sunt selectate tulpinile microorganismelor cu capacitate înaltă de sorbție a ionilor metalici. 

Aceste microorganisme au o toleranță sporită față de ionii metalici. Rezistența unor tulpini de 

microorganisme în soluții de concentrații mari de ioni metalici se datorează unuia sau mai multor 

mecanisme care includ: 

- legarea ionilor metalici pe suprafața celulară; 

- precipitarea pe suprafața celulară;  

- sinteza unor agenți de chelare care pot servi la complexarea și astfel reținerea ionilor 

metalici din soluție; 

- oxido-reducerea enzimatică ce duce la transformarea formei toxice a elementului în 

forma mai puțin toxică; 

- dezvoltarea unor sisteme de transportare și depozitare în interiorul celulei. 

Apelând la aceste mecanisme de toleranță, microorganismele pot reține metalele din 

mediile apoase. Mecanismele enumerate mai sus se realizează prin combinarea mai multor 

procese precum complexare, coordinare, chelare, schimb ionic, microprecipitare și fixare a 

ionilor metalelor în matricea polizaharidelor ca urmare a gradientului de concentraţie şi difuzie 

prin peretele celular al microorganismelor [100, 101]. De asemenea, s-a arătat că mecanismul 

biosorbției este unul diferit în cazul celulelor metabolic inactive sau moarte, față de mecanismul 

celulelor vii (Figura 1.3). 

 

 

Fig. 1.3. Mecanismele biosorbției [102]. 

 

Eficacitatea reținerii ionilor metalici din mediul apos depinde în mare parte de structura 

peretelui celular și a membranei celulare. Astfel, pentru a asigura un randament mai bun al 
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biosorbției ionilor metalici trebuiesc identificate și studiate componentele celulare responsabile 

de legarea metalelor, compoziția chimică a biomasei celulare și determinate grupele funcționale 

active de la suprafața celulară. Cercetările orientate în acest sens arată că biomasa celulară are o 

compoziţie chimică complexă, iar compoziţia chimică a peretelui celular şi numărul grupelor 

funcţionale (Tabelul 1.2) de pe suprafaţa peretelui celular al microorganismelor responsabile de 

legarea ionilor metalelor vor influenţa direct aceste procese [103]. 

 

Tabelul 1.2. Grupele funcţionale din biomasa celulară responsabile de 

legarea ionilor metalici din soluție [103] 

Grupa funcţională pKa Atomul-ligand Biomoleculele 

Hidroxil 9,5 – 13,0 O polizaharide, acidul uronic, 

aminoacizi, sulfopolizaharide 

Carbonil – O Peptide 

Carboxil 1,7 – 4,7 O acidul uronic, aminoacizi 

Sulfhidril 8,3 – 10,8 S Aminoacizi 

Tiol 1,3 O Sulfopolizaharide 

Tioeteri – S Aminoacizi 

Amino 8,0 – 11,0 N chitosan, aminoacizi 

Amina secundară 13,0 N peptidoglicani, aminoacizi 

Amidă – N Aminoacizi 

Imida 11,6-12,6 N Aminoacizi 

Imidazol 6,0 N Aminoacizi 

Fosfonat 6,1 – 6,8 N Polifosfolipide 

Fosfodiester 13,0 N acidul teichoic, lipopolizaharide 

 

 

Cercetările au arătat că biosorpţia ionilor metalelor de către celulele microorganismelor 

este influenţată de următorii factori: 

- morfologia celulelor; 

- temperatura; 

- pH-ul mediului; 

- speciaţia chimică a metalelor în mediul apos; 

- concentraţia cationilor şi anionilor în mediu [104]. 
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Morfologia celulelor tulpinilor utilizate influențează direct procesele ce se realizează în 

cadrul biosorbției ionilor metalici. De exemplu, s-a constat că biomasa bacteriană reține ionii 

metalici prin procese de micro-precipitare sau complexare prin liganzii extracelulari sintetizați de 

celula bacteriană, sau atomii-liganzii N și O din componența peretelui celular. Micro-precipitarea 

este precedată de legarea de grupele funcționale ale componentelor peretelui celular rezultând în 

generarea unor puncte de nucleație. Principalele componente ale peretelui celular bacterian sunt 

peptidoglicanii, acizii teichoici și acizii teichuronici. Peptidoglicanii sunt heteropolimeri lineari 

alcătuiți din componentul glicanic și unul peptidic. Partea glicanică este o polizaharidă 

constituită din N-acetil-glucozoamina și acidul N-acetil-muramic legat de o componentă 

peptidică (Figura 1.4). Partea peptidică este fixată de acidul muramic și este alcătuită din 

aminoacizi precum acidul aspartic, lizină, cisteină sau asparagină. Acizii teichoici sunt 

componente polizaharidice constituite din resturi de ribitol sau glicerol unite prin legături 

difosforice (Figura 1.4).  

 

Peptidoglican 

 

Acidul teichoic 

 

 

Fig. 1.4. Componenți ai peretelui celular bacterian. 

 

S-a constatat că grupările carboxilice și cele fosforice sunt responsabile de legarea ionilor 

metalici din mediu. În cazul bacteriilor gram-negative, peptidoglicanii constituie doar 10 % din 

masa uscată a peretelui celular. Celulele bacteriilor gram-negative sunt acoperite cu o membrană 

externă alcătuită dintr-un strat dublu lipidic cu proteine inserate. Grupele fosfat ale acestei 

membrane acționează ca și captatori de ioni metalici [105]. 

Peretele celular al celulelor fungice este constituit 90 % din polizaharide precum celuloză 

și glucan, chitină și chitosan (Figura 1.5) sau chitină și glucan. Grupele carboxilice și cele 

fosforice ale componentelor peretelui celular sunt responsabile de captarea ionilor metalici din 

mediu. Peretele celular al celulelor fungice este constituit 10 % din componente proteice, însă 
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după cum s-a stabilit, contribuția acestora în procesele de sorbție a cationilor metalici este 

nesemnificativă. S-a stabilit că celulele fungice acumulează cantități sporite de metale grele din 

mediul apos, fiind utilizate cu succes pentru decontaminarea apelor uzuale [106]. La fel ca și în 

cazul celulelor fungice și bacteriene, biosorbția metalelor grele de către celulele algelor este 

influențată de structura suprafeței celulare. S-a identificat că suprafața celulară a algelor este 

constituită din polizaharide precum celuloză, hemiceluloză, chitină, pectine, alginați [107]. În 

literatura de specialitate se specifică că anume grupele carboxilice, hidroxil, sulfat și amino ale 

componentelor suprafeței celulare sunt responsabile de fixarea ionilor metalici din mediu. 

 

Chitină 

 

Chitosan 

 

 

Fig. 1.5. Componenți ai peretelui celular al celulelor fungice. 

 

Procesele fizico-chimice ce au loc la suprafața celulară, dar și activitatea metabolică a 

celulelor, sunt influențate de temperatura mediului nutritiv . Însă, s-a arătat că temperaturile în 

intervalul de 20-35 ̊C nu vor influența procesul de sorbție microbiologică, pe când temperaturile 

mai joase vor duce la inhibarea activității celulare. 

Unul dintre factorii principali ce afectează sorbția microbiologică este pH-ul soluției, 

întrucât acesta influențează speciația chimică a cationilor metalici. Mai mult, pH-ul soluției 

determină starea de protonare a grupelor funcționale de pe suprafața celulară. La un pH acid 

protonii vor concura cu ionii metalici pentru completarea grupelor funcționale. Astfel, protonarea 

grupărilor funcționale ale suprafeței celulare va diminua randamentului biosorbției ionilor 

metalici. 

Studierea acestor factori și evaluarea impactului acestora asupra procesului de biosorbție 

este importantă din punct de vedere al elaborării metodologiilor de sinteză microbiologică a 

structurilor de dimensiuni nanometrice. 
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1.4.2. Biomineralizarea 

Biomineralizarea sau mineralizarea biologică reprezintă totalitatea proceselor metabolice, 

reacţiilor de oxido-reducere care implică participarea proteinelor responsabile pentru captarea 

ionilor de metale din mediul celular, transportarea şi depozitarea acestora [108]. Această 

categorie de reacţii depinde de căile metabolice specifice tulpinii microorganismelor utilizate, 

dar şi de proteinele implicate precum transferinele şi oxidazele [109]. În literatura de specialitate 

termenul de ‖biomineralizare‖ este utilizat pentru a defini procesul general prin care organismele 

produc unele structuri minerale sau parțial minerale. În prezent sunt cunoscute mai mult de 60 de 

minerale produse de către entitățile biologice ca rezultat al procesului de biomineralizare [110]. 

În literatura de specialitate sunt descrise unele mecanisme care stau la baza sintezei 

microbiologice a nanoparticulelor de fier. În acest context, s-a stabilit că la baza producerii 

nanoparticulelor cu participarea microorganismelor stă procesul de mineralizare biologică care 

poate fi diferențiat în mineralizare biologică indusă și mineralizare biologică controlată [111]. 

Mineralizarea biologică indusă este definită ca multitudinea de procese fizico-chimice 

care au loc la suprafața celulară cu participarea metaboliților produși de celulele 

microorganismelor care favorizează nucleația și formarea structurilor biominerale de dimensiuni 

nanometrice. Unele tulpini de microorganisme sintetizează molecule organice pentru captarea 

ionilor metalici din mediu, sau adsorbiți pe suprafața peretelui celular. Concentrațiile sporite ale 

acestor compuși la suprafața celulară induc inițierea proceselor de nucleație ce rezultă în 

formarea de structuri minerale sau biominerale. În literatura de specialitate sunt descrise mai 

multe tulpini capabile de a sintetiza nanoparticule pe bază de fier prin metoda de mineralizare 

biologică indusă. De exemplu, s-a constat că tulpinile bacteriilor fier-reducătoare precum 

Geobacter metallireducens și Shewanella putrifaciens pot fi utilizate pentru sinteza 

nanoparticulelor de magnetită. Aceste microorganisme au capacitatea de a metaboliza diferite 

substanţe organice sau anorganice, utilizând compuşi de Fe(III) ca acceptori finali de electroni, 

pe care îi reduc la compuşi solubili de Fe(II). Compușii feroși eliberați în mediu, în continuare, 

sunt adsorbiți pe suprafața hidroxidului de Fe(III). Formarea magnetitei este favorizată de pH-ul 

ridicat al mediului. Reducerea ionilor de Fe(III) conduce la mărirea pH-ului mediului. Cantitatea 

de magnetită produsă de bacteriile fier-reducătoare depinde de concentrația fosforului anorganic 

în mediu dar și de concentrația ionilor de Fe(III) [112]. În acest caz, nanoparticulele de magnetită 

se formează în proximitatea celulelor microorganismelor. Un alt exemplu îl constituie grupul de 

bacterii sulfat-reducătoare. Acest grup de bacterii este cunoscut pentru reducerea sulfului la 

sulfură în condiții anaerobe. S-a constatat că speciile precum Desulfuromonas și Actinobacter 

pot fi utilizate pentru sinteza nanoparticulelor pe bază de fier cu proprietăți magnetice. 
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Mecanismul care stă la baza producerii nanoparticulelor de fier cu participarea acestor bacterii 

constă în reducerea fierului trivalent la fier divalent cu participarea ionilor sulfhidril. În 

continuare, compușii feroși interacționează cu hidroxidul Fe(III) din mediu formând magnetita. 

Mineralizarea biologică controlată este definită ca totalitatea de procese fizico-chimice 

controlate de celulele microorganismelor ce contribuie la formarea intracelulară a 

nanoparticulelor. În cadrul mineralizării biologice controlate celulele microorganismelor produc 

polimeri organici în matricea cărora sunt depozitați ionii metalici sau vezicule citoplasmatice, 

sau proteine precum feritina. Un exemplu de bază în acest context îl constituie bacteriile 

magnetotactice. Aceste bacterii produc intracelular particule de magnetită sau greigit depozitate 

în incluziuni citoplasmatice denumite magnetozomi. Bacteriile magnetotactice au fost 

descoperite în 1963 și sunt cunoscute pentru proprietatea de a se orienta după câmpul magnetic 

terestru datorită magnetozomilor din structura celulară [113]. Mecanismul care stă la baza 

producerii magnetozomilor este complex și constă din mai multe procese precum producerea 

veziculelor citoplasmatice, biosorbția extracelulară a fierului, transportarea fierului și depozitarea 

acestuia în vezicule, mineralizarea fierul depozitat cu formare de magnetită și greigit. În Figura 

1.6. este prezentată schema reacțiilor posibile ce conduc la formarea magnetitei biomineralizate 

în tulpinile speciilor de bacterii magnetotactice [114]. 

 

 

 

Fig. 1.6. Schema reacțiilor posibile ce conduc la formarea magnetitei biomineralizate  

în tulpinile speciilor de bacterii magnetotactice. 
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Mecanismul formării magnetozomilor diferă între speciile bacteriilor magnetotactice. De 

exemplu, s-a arătat că spre deosebire de tulpina Magnetospirillum gryphiswaldense, tulpinile 

Magnetospirillum magnetotacticum, Magnetospirillum magneticum și MV-1 leagă Fe(III) din 

mediu prin intermediul sideroforilor. În interiorul celulei, fierul legat de siderofori este redus la 

Fe(II). În cazul tulpinii MV-1, s-a identificat că Fe(II) din mediu este transportat în interiorul 

celulei cu ajutorul Fe(II)-oxidazei periplasmice identificată în spațiul periplasmic al bacteriei 

magnetotactice. Proteine citoplasmatice capabile de oxidarea sau reducerea fierului au fost 

identificate în celulele tulpinii Magnetospirillum magnetotacticum. De asemenea, s-a stabilit că 

membrana magnetozomilor conține proteine specifice precum feritina.  

Feritina (Figura 1.7) este un complex globular proteic intracelular, construit din 24 unități 

proteice în structura căruia se depozitează fierul intracelular, sub formă de ferihidrit. În interiorul 

feritinei fierul este oxidat prin intermediul feroxidazei [100, 115]: 

 

𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 + 2𝐹𝑒2+ + 𝑂2 + 3𝐻2𝑂 → 𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 −  𝐹𝑒2𝑂 𝑂𝐻 2 + 𝐻2𝑂2 + 2𝐻+                  (1.1) 

𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 −  𝐹𝑒2𝑂 𝑂𝐻 2 + 𝐻2𝑂 → 𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 + 2𝐹𝑒𝑂𝑂𝐻𝑛𝑢𝑙𝑒𝑢 + 2𝐻+                               (1.2) 

4𝐹𝑒2+ + 𝑂2 + 6𝐻2𝑂 → 4𝐹𝑒𝑂𝑂𝐻𝑛𝑢𝑙𝑒𝑢 + 2𝐻+                                                                         (1.3) 

 

Fig. 1.7. Reprezentarea grafică a feritinei (PDB cod 1FHA). 

 

S-a identificat că fierul depozitat în veziculele magnetozomilor inițial se transformă în 

ferihidrit, o treime din fierul depozitat este redus, iar mai apoi adsorbit pe suprafața ferihidritului, 

care prin deshidratare se transformă în magnetită [113]. 
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Experimental, s-a stabilit că mecanismele care stau la baza formării nanoparticulelor de 

magnetită în bacteria magnetotactică pot fi atribuite și pentru alte culturi de bacterii precum 

Shewanella putrefaciens, care în condiții microaerofile produce nanoparticule pe bază de fier cu 

diametrul de 30-50 nm [114]. 

După cum s-a stabilit, transportarea fierului în interiorul celulei microorganismelor se 

realizează cu participarea unor proteine precum cupru-oxidaza (Fet3p), transferina, lactoferina, 

ferioxidaza ș.a. [114]. Reprezentarea grafică a acestor proteine este expusă în Figura 1.8. 

 

Transferina Lactoferina 

 
 

Cupru-oxidaza Ferioxidaza 

  

Fig. 1.8. Reprezentarea grafică a moleculelor proteice de transferină, lactoferină,  

cupru-oxidază și ferioxidază. 
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Astfel, pentru eficientizarea metodelor microbiologice de sinteză a nanoparticulelor este 

necesară studierea mecanismelor care stau la bază, identificarea proceselor fizico-chimice și a 

moleculelor organice implicate în procesele ce conduc la formarea extracelulară sau intracelulară 

a nanostructurilor de interes științific. După cum s-a menționat anterior, multe procese, în cadrul 

sintezei microbiologice a nanostructurilor metalice, decurg cu participarea proteinelor, enzimelor 

sau moleculelor siderofore. Caracterizarea fizico-chimică a acestor molecule va contribui la 

înțelegerea mai bună a mecanismelor implicate. Cunoașterea mecanismelor moleculare care stau 

la baza sintezei microbiologice a nanoparticulelor este necesară pentru controlul formei, 

dimensiunilor și cristalinității nanoparticulelor. 

 

1.5. Concluzii la capitolul 1 

Metodele biologice de sinteză a nanoparticulelor reprezintă o categorie aparte ce implică 

utilizarea enzimelor microbiene, agenţilor fitochimici cu proprietăţi oxidante sau reducătoare, 

sau utilizarea directă a microorganismelor pentru sinteza nanoparticulelor. Implementarea 

acestui set de metode oferă posibilitatea de a obţine nanoparticule ale căror proprietăţi sunt 

compatibile cu proprietăţile biochimice ale mediului celular.  

S-a stabilit că în condiţii normale de temperatură şi presiune, celulele intacte sau tratate în 

prealabil ale microorganismelor dispersate în soluţiile sărurilor unor metale produc particule de 

dimensiuni nanometrice.  

Cercetările la nivel internațional au demonstrat capabilitatea mai multor organisme, atât 

unicelulare cât şi pluricelulare, de a sintetiza materiale anorganice, fie intracelular sau 

extracelular. În acest context, apare necesitatea de a studia mecanismele care stau la baza sintezei 

microbiologice a nanoparticulelor pe bază de fier și evaluarea rolului macromoleculelor organice 

de tip proteine participante în cadrul acestor mecanisme. Studierea structurii proteinelor și a 

proceselor biochimice ale acestora va conduce la o înțelegere mai bună a procesului de sinteză 

microbiologică a nanoparticulelor, ceea ce va permite îmbunătățirea parametrilor de structură a 

nanoparticulelor pentru diferite aplicații. 

Problema de cercetare care reiese din analiza efectuată, constă în necesitatea de a evalua 

procesul de sinteză microbiologica a nanoparticulelor pentru optimizarea acestuia, ceea ce va 

asigura modificarea dirijată a parametrilor de structură a nanoparticulelor pentru diferite 

aplicații. 

Direcțiile de soluționare a problemei evidențiate constau în elaborarea unei metodologii 

de testare a microorganismelor pentru determinarea capabilității de sinteză a nanoparticulelor la 
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nivel de laborator, identificarea factorilor ce favorizează sinteza nanoparticulelor și cercetarea 

unor proteine implicate în procesul de sinteză microbiologică a nanoparticulelor. 

Pentru soluționarea problemei evidențiate s-a formulat scopul global al prezentei teze de 

doctorat, care constă în studierea aspectelor fizico-chimice și mecanismului de sinteză 

microbiologică a nanoparticulelor pe bază de fier. 

Pentru realizarea scopului propus, au fost formulate următoarele obiective generale: 

- elaborarea unei metodologii de testare a microorganismelor pentru identificarea 

capabilității de a sintetiza nanoparticule de fier pe baza tulpinii Dunaliella salina 

CNM-AV-02, la nivel de laborator; 

- identificarea factorilor fizico-chimici ce favorizează procesul de sinteză 

microbiologică a nanoparticulelor pe bază de fier la Dunaliella salina CNM-AV-02; 

- determinarea grupărilor funcționale din biomasa celulară a Dunaliellei salina CNM-

AV-02 implicate în procesul de legare a ionilor de Fe(III); 

- cercetarea proteinelor implicate în procesul de sinteză microbiologică a 

nanoparticulelor pe bază de fier la Dunaliella salina CNM-AV-02 prin metode 

experimentale și simulări de dinamică moleculară pentru stabilirea mecanismelor care 

stau la baza procedeului de sinteză dirijată a nanoparticulelor de fier. 
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2. ASPECTELE FIZICO-CHIMICE ALE SINTEZEI MICROBIOLOGICE A 

NANOPARTICULELOR DE FIER 

Algele constituie un grup mare și diversificat de organisme unicelulare și multicelulare. 

Majoritatea grupelor de alge sunt considerate fotoautotrofe, ce depind în întregime de aparatul 

fotosintetic în procesele metabolice pentru sinteza carbohidraților și a ATF-ului 

(adenozintrifosfat). Algele sunt cultivate în scopuri comerciale întrucât acestea constituie o sursă 

viabilă de carotenoizi, pigmenți, proteine și vitamine, ce sunt utilizați în industria alimentară, 

farmaceutică și cosmetică. Printre cele mai utilizate tulpini de microalge pentru producția 

comercială pe scară largă se numără Dunaliella, Haematococcus, Arthrospira și Chlorella [116]. 

În ultimele decenii, algele au devenit un obiect de studiu în domeniul biosorbenților 

datorită capacității de adsorbție sporită și disponibilității aproape nelimitate în oceane. Literatura 

de specialitate confirmă faptul că algele pot fi considerate ca o alternativă la materialele 

adsorbante convențional utilizate în tratarea apelor contaminate cu metale grele [105]. Mai mult 

ca atât, literatura de specialitate arată că algele nu doar acumulează cationii metalici prin reacțiile 

de chelare și transformare chimică dar și sunt capabile de producerea unor structuri bio-minerale 

de dimensiuni nanometrice. De exemplu, s-a constat că microalgele verzi Chlorella vulgaris 

prezintă afinitate sporită față de ionii de tetraclorură de aur. Celulele acestei microalge leagă 

ionii de tetraclorură de aur din mediul extracelular și treptat îi reduce până la Au
0
. Astfel, s-a 

determinat că aproximativ 88% din aurul legat era redus până la Au
0
, iar cristalele formate sunt 

depozitate extracelular și intracelular. Un alt exemplu este microalga verde-albăstrie Spirulina 

platensis utilizată pentru producerea extracelulară a nanoparticulelor de aur, argint, precum și 

nanoparticulelor bimetalice Au/Ag. Tulpinile algelor Sargassum wightii și Kappaphycus 

alvarezii sunt alte exemple menționate în literatura de specialitate ca microorganisme capabile de 

producerea extracelulară a nanoparticulelor bio-minerale [117]. Compoziţia chimică şi 

proprietăţile de suprafaţă ale nanoparticulelor obținute prin sinteza microbiologică sunt adaptate 

astfel încât să răspundă forţelor biochimice şi biomecanice, reacţiilor celulare.  

Totalitatea proceselor care stau la baza producerii microbiologice ale nanoparticulelor 

bio-minerale sunt însumate în două mecanisme principale. Primul mecanism este cel de 

biosorbție, acesta reprezintă suma interacțiunilor pasive de la suprafața externă a celulelor 

inclusiv reacțiile de adsorbție, de schimb ionic cu grupele funcționale de la suprafața celulară și 

cele de complexare. Al doilea mecanism este cel de bioacumulare. Spre deosebire de biosorbție, 

bioacumularea este un mecanism metabolic activ ce include reacțiile de complexare, transportare 

și acumulare a ionilor metalici în interiorul celulelor. Acest mecanism se realizează cu scopul de 

a proteja celulele de toxicitatea indusă de concentrații sporite ale ionilor metalici în mediu sau 



40 

pentru acumularea ionilor metalici esențiali pentru procesele biochimice celulare. Un alt aspect 

ce deosebește bioacumularea de biosorbție sunt reacțiile ireversibile.  

În cazul microalgelor, în literatura de specialitate sunt descrise două strategii de bază ale 

sorbției ionilor metalici din mediul extracelular: participarea moleculelor siderofore și 

participarea oxido-reducătorilor. Pentru a înțelege mecanismele și procesele care stau la baza 

metodei microbiologice de sinteză a nanoparticulelor este necesar de realizat studii pentru 

cercetarea aspectelor precum: selectivitatea speciilor de alge, modelarea și simularea proceselor 

de sorbție microbiologică a cationilor metalici de interes. 

 

2.1. Tulpina Dunaliella salina ca model de studiu 

Dunaliella salina este o microalgă verde unicelulară ce se adaptează ușor în mediu 

hipersalin ce conține concentrații de NaCl până la 5,50 M [118]. Celulele bi-flagelate ale 

Dunaliellei salina sunt de formă ovoidală sau sferică (Figura 2.1). Lipsite de un perete celular, 

celule Dunaliellei salina sunt înconjurate de o membrană plasmatică elastică. Datorită acestui 

aspect structural al celulei, Dunaliella salina este puternic influențată de schimbările osmotice 

din mediu [119]. Microalgele verzi Dunaliella salina sunt răspândite în oceane, mări, lacuri 

sărate. Tulpina Dunaliellei salina este una dintre cele mai bogate surse naturale de β-caroten. De 

asemenea, această microalgă este bine cunoscută pentru productivitatea sporită de glicerol. 

 

 

(A) 

 

(B) 

Fig. 2.1. Celulele Dunaliellei salina CNM-AV-02: (A) văzute sub microscop;  

(B) Dunaliella salina CNM-AV-02 cultivată în mediu lichid în condiții de laborator. 
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Inițial, Dunaliella salina a fost propusă ca sursă comercială de β-caroten, iar mai târziu ca 

sursă de glicerol. Prima instalație pilot de cultivarea Dunaliellei salina pentru producerea β-

carotenului a fost înființată în URSS în anul 1966. Actualmente, β-carotenul produs de tulpina 

microlagei Dunaliellei salina este utilizat la scară comercială în mai multe țări, precum 

Australia, Statele Unite ale Americii și Israel [120]. 

Dunaliella salina este cunoscută pentru rezistenţă la variaţia bruscă a condiţiilor 

osmotice, deoarece puţine specii tolerează variaţiile bruşte ale factorilor de mediu. Această 

caracteristică a tulpinii se datorează faptului că Dunaliella salina produce intracelular cantități 

considerabile de glicerol pentru a menține echilibrul osmotic și pentru protejarea enzimelor și 

proteinelor citoplasmatice [120]. β-Carotenul este sintetizat de către celulele Dunaliellei salina 

ca măsură de protecție împotriva iluminării intense. În condiții de salinitate înaltă, celule 

Dunaliellei salina produc cantități sporite de carotenoizi [121], lipide [122], vitamine [123] și 

proteine [124], cu valoare comercială. Datorită acestor proprietăți, Dunaliella salina a devenit 

una dintre cele mai studiate tulpini de microalge verzi și un organism model pentru cercetarea 

mecanismelor de adaptare în condiții de salinitate substanțial ridicată.  

Un interes științific aparte prezintă proprietatea Dunaliellei de a adsorbi ionii metalici din 

soluții apoase, precum și capacitatea de bio-remediere a acesteia. În lucrările științifice publicate, 

sunt raportate studii de sorbție a ionilor de cadmiu, arseniu, plumb, mercur și aluminiu [125-129] 

de către tulpina Dunaliellei salina. O observație importantă în acest sens, este că Dunaliella 

salina are o afinitate sporită față de metalele grele. S-a arătat că, în aceleași condiții, celulele 

Dunaliellei salina prezintă o tendință mare de acumulare a ionilor de zinc, urmată de cupru și 

cobalt, prezentând o tendință mai mică de acumulare a ionilor de cadmiu [130]. Această 

microalgă verde are o selectivitate sporită a sistemului de transport a ionilor de fier trivalent, 

caracterizat de un proces neobișnuit de acumulare a ionilor de fier din mediu [131]. Acesta 

constă din:  

(I) etapa de legare a fierului din mediu, care ar putea fi atribuită proceselor de biosorbție 

la suprafața celulară; 

(II) etapa de transportare a fierului în interiorul celulei, ce se datorează proceselor 

metabolice din etapa de acumulare.  

Ambele etape se realizează cu participarea unei proteine, identificată ca membru al familiei de 

transferine. Specificitatea procesului de legare a fierului constă în producerea acestei proteine, de 

tip transferină, care este un fenomen deosebit, întrucât în literatura de specialitate nu există 

indicații anterioare despre plante sau alte specii de alge care să producă acest tip de proteine. Mai 

mult ca atât, s-a stabilit că producția acestei proteine este amplificată în mediul deficitar de fier 
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cu salinitate substanțial ridicată [132]. De asemenea, s-a identificat că fierul legat din mediul 

extracelular este transportat treptat și acumulat în vacuole, care în acest caz servesc drept 

depozite pentru fier [133]. Reieşind din caracteristicile morfologice expuse mai sus, celulele 

Dunaliellei salina au fost selectate pentru studierea factorilor esenţiali în procesul de sinteză 

microbiologică a nanoparticulelor de fier. Studiile realizate în cadrul acestei etape s-au axat pe 

cercetarea factorilor esenţiali și identificarea condițiilor optime pentru desfășurarea procesului de 

acumulare a ionilor de fier și formare a nanoparticulelor pe bază de fier. 

 

2.2. Metodologia studiului de sorbţie microbiologică a ionilor de fier de către celulele 

tulpinii Dunaliellei salina 

Studiile de sorbție microbiologică a ionilor de fier s-au realizat prin expunerea suspensiei 

de biomasă celulară vie ale tulpinii Dunaliella salina de concentrație de 0,35 g/L la un mediu 

apos în care se conținea acidul N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(2-etan sulfonic) (HEPES) și 

citratul de fier (III). HEPES-ul a fost utilizat în calitate de agent de tamponare pentru a reduce 

riscul lizării celulelor vii. 

Complexul Fe(III)-EDTA este pe larg utilizat ca sursă de ioni de fier în studiile de sorbție 

microbiologică a fierului de microalgele marine. Complexul Fe(III)-EDTA este unul foarte 

stabil, cu valoarea constantei de stabilitate de 25,7, pe când valoarea estimată a constantei de 

stabilitate a citratului de fier (III) este de 19,1. Astfel, pentru a asigura o sorbție mai eficientă, 

citratul de fier (III) (Sigma-Aldrich, bio-reagent pentru cultivarea biomasei celulare) a fost 

utilizat în calitate de sursă de fier trivalent în studiile de sorbție microbiologică.  

Valoarea pH-ului în sistemele studiate a fost ajustată cu ajutorul soluțiilor proaspăt 

preparate de 0,1 M NaOH și 0,1 M HCl.  

Pentru a evalua performanța procesului de sorbție microbiologică, eșantioane de un 

volum de câte 1 mL erau colectate în anumite intervale de timp. Biomasa celulară era separată 

prin centrifugare la 13000 rpm timp de 5 min, iar supranatantul era utilizat pentru determinarea 

concentrației fierului. De asemenea, a fost analizat eșantionul de referință ce conținea doar 

mediul de cultivare și ioni de fier, pentru a confirma că supranatantul ce conținea fier nu este 

afectat de alți factori decât cei generați de biomasa Dunaliellei salina pe parcursul 

experimentelor de laborator.  

Concentrația ionilor de fier trivalent în supranatant a fost determinată utilizând metoda 

spectrofotometrică cu hexacianoferatul (III) de potasiu (λ=610 nm) [134, 135]. Această metodă 

are la bază interacțiunea ionilor Fe
3+

 cu hexacianoferatul (III) de potasiu și formarea albastrului 

de Prusia, a cărui concentrație poate fi determinată spectrofotometric. O ecuație matematică 
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(y=a+bx) care exprimă corelația liniară dintre absorbanța eșantioanelor și concentrația fierului a 

fost utilizată în continuare în studiile de evaluare a procesului de sorbție biologică a ionilor de 

fier. 

Pentru evaluarea capacității celulelor Dunaliellei salina de acumulare a ionilor de fier 

este importantă cercetarea factorilor ce influențează performanța sorbției microbiologice a 

acesteia. În acest sens a fost urmărit procesul de sorbție microbiologică a ionilor de fier din 

mediul extracelular în funcţie de factorii operaționali responsabili de realizarea procesului de 

sorbție microbiologică: 

- timpul de contact;  

- cantitatea de biomasa utilizată; 

- valoarea pH-ului inițial; 

- concentraţia iniţială a ionilor de fier în mediu; 

- prezența fierului în mediul de cultivare a celulelor; 

- prezența altor specii în mediu; 

- efectul salinității mediului de cultivare.  

Rezultatele acestor studii vor contribui la identificarea condițiilor necesare care conduc la 

formarea nanoparticulelor biogene. 

Sorbția fierului de către biomasa celulară a Dunaliellei salina a fost calculată utilizând 

expresia matematică: 

𝑞 =
𝑉 𝐶0−𝐶𝑡 

𝑆
                                                                                                                             (2.1) 

q este cantitatea de fier adsorbit (mg metal/g de biomasă uscată);  

V volumul soluției de citrat de fier (III) în contact cu biomasa celulară (L);  

C0 este concentrația inițială a citratul de fier (III) (mg/L);  

Ct este concentrația citratului de fier (III) (mg/L) după un interval de timp t;  

S este masa biomasei dispersate în mediul îmbogățit cu citratul de fier (III) (g) [136]. 

Procesul de sorbție microbiologică a ionilor de fier a fost descris prin modelele 

izotermelor de adsorbție Langmuir, Freundlich și Dubinin-Radushkevich, acestea fiind cel mai 

des utilizate pentru descrierea proceselor de sorbție biologică.  

Izotermele de adsorbție sunt modele matematice care descriu modalitatea în care 

substanța sorbită reacționează cu sorbentul, și furnizează informații despre natura interacțiunilor 

dintre adsorbat și sorbent.  

Modelul izotermei de adsorbție Langmuir este utilizat pentru evaluarea performanței 

diferitor biosorbenți. Acest model matematic se bazează pe presupunerea că maximul de 
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adsorbție corespunde unui monostrat saturat de molecule adsorbite pe suprafața adsorbantului. 

Conform acestei teorii, odată ce o moleculă a ocupat un centru activ, nici o altă sorbție nu poate 

avea loc pe centrul respectiv, de asemenea sunt excluse posibilele interacțiuni moleculare dintre 

centrii activi ai adsorbantului. Derivata izotermei de adsorbție Langmuir se referă la adsorbția 

omogenă în care toți centrii activi posedă aceeași afinitate pentru adsorbat, iar moleculele 

adsorbatului nu migrează în planul suprafeței adsorbantului. Modelul izotermei de adsorbție 

Langmuir este exprimat prin următoarea expresie matematică: 

𝑞𝑒 =
𝑄0𝑏𝐶𝑒

1+𝑏𝐶𝑒
                                                                                                                               (2.2) 

qe este capacitatea de adsorbție (mg metal/g de biomasă uscată);  

Ce este concentrația adsorbatului la echilibru (mg/L);  

b este constanta Langmuir a echilibrului de sorbție (L/mg);  

Q0 este capacitatea de formare a monostratului (mg/g).  

Q0 și b sunt determinate din forma liniară a ecuației modelului izotermei de adsorbție Langmuir. 

Forma liniară a ecuației izotermei de adsorbție Langmuir este exprimată prin relațiile matematice 

prezentate în Tabelul 2.1. 

 

Tabelul 2.1. Ecuațiile matematice ale expresiei liniare ale modelului 

izotermei de adsorbție Langmuir [137] 

Expresia liniară a izotermei Langmuir Grafic 

Tip 1 
𝐶𝑒
𝑞𝑒

=
1

𝑏𝑄0
+
𝐶𝑒
𝑄0

 
𝐶𝑒

𝑞𝑒
 în funcție de 𝐶𝑒  

Tip 2 
1

𝑞𝑒
=

1

𝑄0
+

1

𝑏𝑄0𝐶𝑒
 

1

𝑞𝑒
 în funcție de 

1

𝐶𝑒
 

Tip 3 𝑞𝑒 = 𝑄0 −
𝑞𝑒
𝑏𝐶𝑒

 𝑞𝑒  în funcție de 
𝑞𝑒

𝐶𝑒
 

Tip 4 
𝑞𝑒
𝐶𝑒

= 𝑏𝑄0 − 𝑏𝑞𝑒  
𝑞𝑒

𝐶𝑒
 în funcție de 𝑞𝑒  

 

Mai mult ca atât, constanta Langmuir poate fi utilizată în calculul unei constante 

adimensionale cunoscută ca factorul de separare, RL. Această constantă a fost definită de Webber 

și Chakkravorti [138] și este exprimată prin ecuația matematică: 
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𝑅𝐿 =
1

1+𝐾𝐿𝐶0
                                                                                                                             (2.3) 

KL este constanta Langmuir (L/mg); 

C0 este concentrația inițială a adsorbatului (mg/L).  

Constanta RL este utilizată pentru evaluarea procesului de adsorbție. În acest context: 

- pentru RL>1 procesul de adsorbție se va considera nefavorabil; 

- pentru RL=1 adsorbția este liniară; 

- pentru valori ale factorului de separare 0<RL<1 procesul este favorabil; 

- pentru RL=0 procesul este ireversibil. 

Modelul izotermei de adsorbție Freundlich descrie adsorbția non-ideală și reversibilă, 

nerestricționată de formare a monostratului de molecule adsorbite pe suprafața adsorbantului. 

Modelul este utilizat pentru descrierea sorbției în sistemele eterogene ținând cont de 

interacțiunile moleculare dintre centrii activi precum și cele dintre moleculele adsorbatului. 

Acest model consideră, de asemenea, că centrii cu afinitate puternică sunt ocupați primii. 

Modelul izotermei de adsorbție Freundlich este exprimat prin expresia matematică exponențială: 

𝑞𝑒 = 𝐾𝑓𝐶𝑒
1 𝑛                                                                                                                                (2.4) 

Forma liniară a ecuației izotermei de adsorbție Freundlich: 

𝑙𝑜𝑔 𝑞𝑒 = 𝑙𝑜𝑔 𝐾𝑓 +
1

𝑛
𝑙𝑜𝑔 𝐶𝑒                                                                                                         (2.5) 

Kf este constanta empirică ce oferă informații despre capacitatea de adsorbție a biomasei 

celulare; n este constanta empirică ce indică intensitatea procesului de sorbție.  

Valorile acestor constante sunt calculate din graficul logqe în funcție de logCe al ecuației liniare 

Freundlich. Valorile cuprinse între 0 și 1 ale logKf calculate din forma liniară a modelului 

Freundlich pot fi utilizate pentru a descrie intensitatea adsorbției sau eterogenitatea suprafeței: cu 

cât valoarea logKf se apropie de zero cu atât sistemul studiat este mai eterogen, iar pentru logKf 

mai mari decât 1 se consideră că are loc chemosorbția. Pe baza valorii constantei 1/n procesele 

de sorbție pot fi clasificate ca:  

- ireversibile dacă 1/n=0; 

- dacă se obțin valori 0<1/n<1, atunci se consideră procese favorabile; 

- iar pentru valori ale 1/n>1 se consideră procese nefavorabile [137]. 

Modelul izotermei de adsorbție Dubinin-Radushkevich descrie mecanismul de adsorbție 

utilizând distribuția Gaussiană a energiei pe suprafețele eterogene. Modelul este aplicat pentru a 
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diferenția adsorbția fizică de adsorbția chimică a ionilor de metale și este descris de expresia 

matematică: 

𝑞𝑒 =  𝑞𝑠 𝑒𝑥𝑝 −𝑘𝑎𝑑𝑠 𝜀
2                                                                                                             (2.6) 

Unde parametrul ε este constanta izotermei Dubinin-Radushkevich și poate fi obținut din relația: 

𝜀 = 𝑅𝑇𝑙𝑛  1 +
1

𝐶𝑒
                                                                                                                     (2.7) 

R este constanta gazului (8,314 J/molK);  

T este temperatura absolută (K);  

Ce este concentrația de echilibru a adsorbatului (mg/L).  

Forma liniară a ecuației este redată prin expresia: 

𝑙𝑛 𝑞𝑒 = 𝑙𝑛 𝑞𝑠 − 𝑘𝑎𝑑𝑠 𝜀
2                                                                                                         (2.8) 

qs este capacitatea de saturație a izotermei teoretice;  

kads este constanta izotermei Dubinin-Radushkevich.  

Relația dintre constanta izotermei Dubinin-Radushkevich și energia liberă medie per mol de 

adsorbent este exprimată prin ecuația matematică: 

𝐸 =  
1

 2𝑘𝑎𝑑𝑠
                                                                                                                             (2.9) 

Valorile parametrilor qs și kads sunt obținuți din graficul ln(qe) în funcție de ε
2
. În baza energiei 

libere de adsorbție, modelul Dubinin-Radushkevich permite identificarea tipului de sorbție ce are 

loc în sistemele modelate: 

- adsorbție fizică (1-8 kJ/mol); 

- adsorbție prin schimb ionic (9-16 kJ/mol); 

- adsorbție chimică (>16 kJ/mol) [137, 139]. 

 

Cultivarea biomasei Dunaliella salina 

Biomasa Dunaliellei salina CNM-AV-02 a fost cultivată în Laboratorul de 

Ficobiotehnologie al Institutului de Microbiologie și Biotehnologie al Academiei de Științe a 

Moldovei. Materialul originar a fost colectat din zona limanului Sasâc, situat pe teritoriul 

regiunii Odessa, de către echipa de cercetarea a domnului academician Valeriu Rudic [140]. 

Celulele au fost crescute în mediul lichid Ben-Amotz [141], timp de 14 zile, la 

temperatura de 25 ˚C și iluminare constantă. Componența mediului de cultivare standard este 

prezentată în Tabelul 2.2. 
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Tabelul 2.2. Componența mediului de cultivare Ben-Amotz 

Componența Cantitatea pentru 1 litru Concentrația 

NaCl 100 g 1,72 M 

MgSO4 0,60 g 5,00 mM 

CaCl2 0,03 g 0,30 mM 

KNO3 0,50 g 5,00 mM 

KH2PO4 0,003 g 0,40 M 

FeCl3 0,00024 g 1,50 μM 

EDTA 0,00223 g 6,00 μM 

NaHCO3 4,20 g 50,0 mM 

Soluția de microelemente 1 mL - 

 

Cantitatea de biomasă celulară a fost determinată spectrofotometric înainte de fiecare 

experiment prin măsurarea absorbanței suspensiei de celule la o lungime de undă specifică 

pentru tulpina Dunaliellei salina (λ=680 nm) [140] și ulterior convertirea valorii obținute în 

unități de masă uscată utilizând curba de calibrare obținută anterior prin metoda gravimetrică. 

 

Reactivi 

Reactivii utilizați în cadrul studiilor descrise în capitolul 2, erau de puritate analitică, 

procurați de la Sigma-Aldrich: citratul de fier (III) (BioReagent, pentru cultivarea biomasei 

celulare), clorura de sodiu (BioXtra 99,5 %), HEPES (puritate 99,5 %) , ferocianura de potasiu 

(puritate >90,0 %). Soluțiile au fost preparate prin dizolvarea reactivilor în apă deionizată și 

ultrafiltrată (instalația HFSuper NW series).  

 

Instrumente și aparate 

Spectroscopia în domeniul ultraviolet și vizibil (UV-VIS) este una dintre cele mai 

utilizate metode fizice de studiu a structurii substanțelor. Această metodă are la bază fenomenul 

de absorbție a radiațiilor electromagnetice din domeniul ultraviolet (200 – 400 nm), vizibil (400 

– 760 nm) și domeniul infraroșu foarte apropiat (760 – 1100 nm). Ca rezultat, are loc trecerea 

electronilor de pe orbitalii de legătură π, σ sau de antilegătură n de la o stare de energie mai joasă 

la o stare excitată. Datorită tranzițiilor electronice este înregistrat spectrul electronic ce oferă 

informații despre sistemele studiate [142]. Pentru studiile de sorbție microbiologică, măsurătorile 

în domeniul ultraviolet-vizibil au fost efectuate utilizând spectrofotometrul Perkin Elmer 

Lambda 25 din cadrul Institutului de Chimie al Academiei de Științe a Moldovei. 
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Spectroscopia în domeniul infraroșu (IR) este o metodă fizică de analiză structurală, care 

se bazează pe fenomenul de absorbție a radiației electromagnetice din domeniul infraroșu de 

către molecule, având ca urmare schimbarea energiei vibraționale a legăturilor interatomice. 

Această metodă este utilizată pentru identificarea grupelor funcționale din structura compușilor 

chimici cercetați [142]. Mai recent, această metodă a fost aplicată pentru cercetarea sistemelor 

celulare și identificarea modificărilor biochimice produse în compoziția biomasei celulare [143]. 

Astfel, pentru identificarea modificărilor produse în rezultatul expunerii biomasei Dunaliella 

salina la mediul cu concentrație sporită de ioni de fier, eșantioanele de biomasă celulară uscată 

au fost analizate în domeniul infraroșu utilizând spectrometrul Perkin Elmer FTIR Spectrometer 

Spectrum 100 din cadrul Institutului de Chimie al Academiei de Științe a Moldovei. Spectrele în 

domeniul infraroșu au fost înregistrate în intervalul 4000-650 cm
-1

. Descifrarea peak-urilor 

spectrelor înregistrate a fost efectuată conform datelor din literatura de specialitate [143] și 

[144]. 

Centrifugarea eșantioanelor de suspensie celulară s -a realizat utilizând centrifuga Hettich 

Micro200R în regimul de 13000 rpm timp de 5 min și temperatură de 23 ̊C. 

Măsurătorile pH-ului în sistemele modelate au fost efectuate utilizând pH-metrul WTW 

inoLab Multi 720. 

 

2.3. Efectul parametrilor de operare asupra procesului de sorbție microbiologică  

a ionilor de fier 

Prima etapă a procesului de sorbție microbiologică a ionilor metalici poate fi atribuită 

reacțiilor de oxido-reducere și de schimb ionic dintre speciile organice sau anorganice ale 

metalelor și grupările funcționale de pe suprafața celulară. În unele cazuri, această etapă este 

urmată de depunerea ulterioară a speciilor ionice adsorbite și inițierea proceselor de nucleație ce 

rezultă în formarea unor nanostructuri anorganice la suprafața celulară, aproximativ până în 50 

% din biomasa uscată. 

Un factor important ce influențează procesul de sorbție microbiologică este speciația 

chimică, adică distribuția unui element sau compus dat între diferite forme specifice și 

configurații disponibile, care împreună constituie concentrația totală a acelui element sau 

compus în probă. O atenție specială necesită reacțiile de hidratare și hidroliză. Raportul mare 

dintre sarcină și dimensiunea cationului rezultă în creșterea energiei de hidratare ceea ce conduce 

la formarea ionilor hidratați:  

M
+
 + nH2O → [M(H2O)n]

+
                                                                                                      (2.10) 
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Reacțiile de hidroliză se realizează atunci când aciditatea (raportul sarcină / dimensiune) 

a cationului este într-atât de mare, încât aceasta cauzează ruperea legăturii H-O și formarea 

ionului de hidroniu: 

Fe
3+

 +6H2O → [Fe(H2O)6]
3+

 → H3O
+
 + [Fe(H2O)5OH]

2+
                                                       (2.11) 

Existența produșilor multinucleari ai reacțiilor de hidroliză este un fenomen general. 

Speciile hidrolizate se transformă în dimeri în urma procesului de condensare. Dimerii pot suferi 

reacții de hidroliză ce conduc la formarea unor concentrații adiționale de grupări hidroxo. 

Secvența ambelor reacții, de obicei, rezultă în formarea hidroxo-polimerilor coloidali și în cele 

din urmă formarea precipitatelor. Formarea complecșilor mononucleari și polinucleari sunt 

procese dependente de concentrație [103]. Reacțiile menționate modifică compoziția chimică a 

soluțiilor de ioni metalici în timpul ‖îmbătrânirii‖ lor. În acest context, am examinat raporturile 

existente între speciile chimice al fierului trivalent în soluția apoasă în funcție de valoarea pH-

ului. Sistemele model create în cadrul studiilor de sorbție microbiologică sunt extrem de 

complexe, iar estimarea exactă a distribuției speciilor chimice ale ionilor de fier este dificil de 

obținut. O distribuție teoretică mai generală a speciilor ionilor de fier a fost obținută utilizând 

pachetul de programe Visual Minteq [145], prezentată în Figura 2.2. 

 
Fig. 2.2. Distribuția teoretică a speciilor ionilor de fier, calculată pentru sisteme model de 

concentrație de citrat de fier (III) de 0,5 mM în 50 mM HEPES. 
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Reieșind din estimările teoretice pentru sistemele studiate în echilibrul termodinamic 

atins la pH-ul 8,0 am obținut următoarea distribuție a speciilor chimice ale ionilor de fier: 

75,25% Fe(OH)
2+

; 8,44% Fe(OH)4
-
 și 3,94% Fe(OH)3. Studiile raportate în literatura de 

specialitate cu privire la speciația citratului de fier (III) la diferite valori ale pH-ului, arată că 

pentru concentrații mai mici de 0.1 mM de citrat de fier (III), la valori ale pH-ului mai mari de 

7.5 nu are loc formarea hidroxo-polimerilor coloidali [146, 147]. 

 

Efectul timpului de contact  

Procesul de sorbție microbiologică a fost urmărit pentru sistemele în care suspensia de 

biomasă celulară a fost dispersată în soluție de citrat de fier (III) de concentrație 0,5 mM în 50 

mM HEPES. Concentrația biomasei celulare era de 0,35 g/L. pH-ul inițial al sistemelor cercetate 

a fost ajustat până la valoarea 8,0. Sorbția microbiologică a fost urmărită prin monitorizarea 

diminuării concentrației citratului de fier (III) în soluția din sistemele cercetate.  

Cinetica procesului de sorbţie a ionilor de fier de către celulele vii ale Dunailellei salina 

este prezentată în Figura 2.3.  

 
Fig. 2.3. Cinetica procesului de sorbţie a ionilor de fier de către celulele vii ale Dunailellei 

salina. Condiții: citrat de fier (III) – 0,5 mM în 50 mM HEPES;  

concentrația biomasei - 0,35 g/L; pH 8,0. 

 

Reieșind din rezultatele obținute, se observă că în primele 15 minute de contact dintre 

celulele Dunaliellei salina și soluția de citrat de fier (III) sorbția este aproape nulă. Legarea 

ionilor de fier din mediul celular începe încet după primele 15 minute de contact și crește rapid 
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după 45 minute, ajungând la un echilibru termodinamic la 60 minute de timp de contact. O 

‖întârziere‖ similară în evoluția procesului de sorbție microbiologică a ionilor de fier de către 

tulpina Dunaliella salina a fost observată de Paz ș.a. [133] în sistemele în care se conținea 

biomasă celulară cultivată în mediul nutritiv în care se conținea și fier. Aparent, această 

‖întârziere‖ este indusă de prezența fierului acumulat din mediul nutritiv în care au fost cultivate 

microalgele și ar putea fi eliminată prin incubarea celulelor de microalge pentru 30-60 minute în 

mediu nutritiv deficitar de fier. Un alt factor ce influențează procesul de sorbție microbiologică 

în sistemele studiate ar putea fi speciația chimică a ionilor de fier. Pentru a testa aceasta 

posibilitate, s-a efectuat un studiu experimental în care a fost monitorizată fluctuația 

concentrației citratului de fier (III) de 0,5 mM în mediul de cultivarea al Dunaliellei salina. 

Rezultatele acestui studiu au indicat că în decursul a 2 ore ionii de fier din mediul de cultivare 

rămân accesibili pentru celulele microalgelor. Astfel, am presupus că această ‖întârziere‖ a 

procesului de sorbție microbiologică este asociată cu timpul necesar celulelor Dunaliella salina 

de a sintetiza liganzi responsabili de complexarea ionilor de fier din mediul extracelular, inclusiv 

proteine transportoare de cationi metalici. 

 

Efectul cantității de biomasă 

Efectul biomasei celulare vii asupra procesului de sorbție microbiologică a fost urmărit în 

sistemele în care s-a variat concentrația biomasei Dunaliella salina: 0,021; 0,084; 0,210și 0,378 

g/L. Procesul a fost urmărit pentru concentrația citrat de fier (III) de 0,5 mM în sistemele 

modelate. pH-ul inițial al sistemelor cercetate a fost ajustat până la valoarea 8,0. După 45 minute 

de contact al biomasei celulare vii cu soluția de citrat de fier (III) de concentrație 0,5 mM în 50 

mM HEPES a fost înregistrată concentrația remanentă a fierului trivalent în sistemele modelate. 

Reieșind din rezultatele obținute, a fost stabilit că procesul de sorbție se intensifică cu creșterea 

concentrației biomasei în sistem, după cum reiese din Figura 2.4. 

Cantitatea de biomasă este un factor cheie în procesul de sorbție microbiologică a 

cationilor metalici. În literatura de specialitate sunt enumerate mai multe grupe funcționale 

disponibile pe suprafața celulei, ce sunt implicate direct în legarea ionilor metalelor din mediul 

extracelular. Creșterea cantității de biomasă celulară în sistemele modelate va spori numărul de 

grupări funcționale disponibile pentru legarea ionilor metalelor [96]. De asemenea, este necesar 

de menționat contribuția interacțiunilor electrostatice între celule, care poate influența procesul 

de sorbție. În rezultatul acestor interacțiuni electrostatice, sistemele ce conțin concentrații scăzute 

de biomasă celulară vor acumula cantități mai mari de ioni ai metalelor [148]. Contrar la ceea ce 

se menționează în literatura de specialitate, că sporirea concentrațiilor de biomasă celulară duce 
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la reducerea procesului de sorbție microbiologică, în acest studiu au fost obținute rezultate care 

indică că procesul de sorbție se intensifică cu creșterea concentrației biomasei. Acest 

comportament poate fi explicat prin faptul că în sistemele studiate interacțiunile electrostatice 

sunt nesemnificative, astfel încât acestea nu influențează procesul de sorbție microbiologică a 

ionilor de fier. 

 
Fig. 2.4. Efectul cantității de biomasă celulară vie Dunailellei salina asupra procesului de 

sorbţie a ionilor de fier. Condiții: citrat de fier (III) – 0,5 mM în 50 mM HEPES; concentrația 

biomasei: 0,021; 0,084; 0,210și 0,378 g/L; pH 8,0; timp de contact – 45 min. 

 

Efectul valorii pH-ului inițial 

Un factor important ce ar trebui luat în considerație în studiile procesului de sorbție 

microbiologică este valoarea pH-ului inițial al soluțiilor din sistemele modelate, întrucât acesta 

determină speciația chimică a cationilor metalici și disponibilitatea grupelor funcționale de pe 

suprafața celulară. În acest sens, a fost examinat efectul valorii pH-ului inițial al soluțiilor asupra 

procesului de sorbție microbiologică a ionilor de fier de către celulele vii ale Dunaliellei salina. 

Astfel, au fost modelate sisteme în care am variat pH-ul inițial al soluțiilor, menținând constanți 

ceilalți parametri. Volumul soluției, concentrația biomasei celulare și concentrația inițială a 

citratului de fier (III) erau de 10 mL, 0,35 g/L și 0,5 mM, respectiv. După 45 minute de contact 

al biomasei celulare vii cu soluția de citrat de fier (III) de concentrație 0,5 mM în 50 mM HEPES 

a fost înregistrată concentrația remanentă a fierului trivalent în sistemele modelate. Rezultatele 

obținute sunt prezentate în Figura 2.5. Sorbția maximă a fost înregistrată la pH 8,0.  
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S-a constat că valoarea pH-ului influențează direct valoarea sarcinii totale a suprafeței 

celulare precum și disponibilitatea grupelor funcționale de pe suprafața celulară. Creșterea pH-

ului soluției conduce la deprotonarea grupărilor funcționale disponibile pe suprafața celulară, 

intensificând procesul de sorbție microbiologică [149].  

 
Fig. 2.5. Efectul valorii pH-ului asupra procesului de sorbţie a ionilor de fier  

de către celulele vii ale Dunailellei salina. Condiții: citrat de fier (III) – 0,5 mM în 50 mM 

HEPES; concentrația biomasei – 0,35 g/L; timp de contact – 45 min. 

 

În cazul tulpinii Dunaliella salina, procesul de sorbție microbiologică a ionilor de fier se 

realizează prin intermediul proteinei din familia transferinelor. Reacția dintre molecula proteică a 

transferinelor și ionii de fier este dependentă de pH-ul mediului de reacție. În literatura de 

specialitate se menționează că pH-ul din intervalul 7,5 - 9,5 va favoriza legarea fierului de 

moleculele proteice de transferină, pe când valorile scăzute al pH-ului vor conduce la disocierea 

parțială sau completă a complexului proteic [150]. Intensificarea procesului de sorbție 

microbiologică a fierului la valori ridicate ale pH-ului în sistemele modelate ar putea fi atribuite 

activității proteinei de tip transferină, produsă de celulele tulpinii Dunaliellei salina. 

 

Efectul concentrației inițiale de fier 

Procesul de sorbție microbiologică este influențat de concentrația inițială a ionilor 

metalici în soluție. Pentru a evalua efectul concentrației inițiale a fierului în mediul de reacție au 

fost modelate sisteme în care s-a variat concentrația citratului de fier (III) de 0,3; 0,5; 0,75; 1,25 

și 2,5 mM în 50 mM HEPES, menținând constanți ceilalți parametri. Volumul soluției, 
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concentrația biomasei celulare și pH-ul inițial al mediului erau de 10 mL, 0,35 g/L și 8,0, 

respectiv. Concentrația remanentă a fierului trivalent în sistemele modelate a fost înregistrată 

după 45 minute de contact al biomasei celulare vii cu soluția de citrat de fier (III).  

S-a identificat că pentru intervalul de concentrații analizat și timp de contact de 45 

minute, sorbția microbiologică a fierului este dependentă de concentrația inițială a fierului în 

sistemele modelate. Odată cu creșterea concentrației inițiale a fierului în sistem procesul de 

sorbție se intensifică (Figura 2.6). 

 
Fig. 2.6. Efectul concentrației inițiale a citratului de fier (III) asupra procesului de sorbţie 

microbiologică. Condiții: C0(C6H5FeO7) – 0,3÷2,5 mM în 50 mM HEPES;  

concentrația biomasei - 0,35 g/L; pH 8.0; timpul de contact – 45 min. 

 

Dependențe similare ale sorbției microbiologice de concentrația inițială a cationilor 

metalici au fost raportate în literatura de specialitate. Astfel, fenomenul intensificării procesului 

de sorbție microbiologică la creșterea concentrației cationilor metalici în sistemele modelate a 

fost explicat prin creșterea probabilității coliziunii ionilor metalici de suprafața celulelor 

microorganismelor [151]. 

 

Efectul altor factori operaționali  

Prezența ionilor de hidrogenocarbonat în sistem  

Microalga verde Dunaliella salina se deosebește de alte culturi de alge prin procesul 

specific de sorbție a ionilor de fier. Specificitatea procesului constă în producerea unei proteine 

de tip transferină pentru legarea fierului din mediul extracelular și transportarea acestuia în 

interiorul celulei. Producerea acestei proteine este un fenomen unic în lumea vegetală.  
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Transferinele sunt o familie de proteine responsabile de legarea fierului din mediu și 

transportarea acestuia. Fiecare moleculă proteică de transferină poate lega doi atomi de Fe(III). 

Reacția de complexare a ionilor de Fe(III) decurge cu participarea ionilor de carbonat / 

hidrogenocarbonat. Astfel, dacă sorbția fierului din mediu decurge cu participarea proteinei de 

tip transferină, atunci sorbția va fi influențată de prezența ionilor de hidrogenocarbonat în mediu.  

Pentru a examina efectul prezenței ionilor de hidrogenocarbonat am modelat două 

sisteme în care suspensia de biomasă celulară a fost dispersată în soluție de citrat de fier (III) de 

concentrație 0,5 mM în 50 mM HEPES. Concentrația biomasei celulare era de aproximativ 0,35 

g/L. pH-ul inițial al sistemelor cercetate a fost ajustat până la valoarea 8,0. Sistemele modelate 

diferențiau doar prin faptul că un sistem a fost suplimentat cu ioni de hidrogenocarbonat în 

concentrație de 5 mM. Dependențele înregistrate sunt redate în Figura 2.7.  

 
Fig. 2.7. Cinetica procesului de sorbție a ionilor de fier (1) - în absența ionilor de HCO3

-
 și  

(2) - în prezența ionilor de HCO3
-
 în concentrație de 5 mM.  

Condiții: citrat de fier (III) – 0,5 mM în 50 mM HEPES; concentrația biomasei – 0,35 g/L. 

 

Rezultatele obținute indică clar asupra efectului prezenței ionilor de hidrogenocarbonat în 

sistemele modelate. Deși pentru primele 15 minute de contact se păstrează ‖întârzierea‖ în 

evoluția procesului de sorbție microbiologică a ionilor de fier de către tulpina Dunaliella salina, 

prezența ionilor de hidrogenocarbonat intensifică procesul. 

Efectul salinității mediului de cultivare  

Tulpina microalgei Dunaliella salina este bine cunoscută pentru rezistența sa la mediul 

cu salinitate sporită (până la 5,5 M NaCl). Ca răspuns primar la șocul osmotic produs de 
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hipersalinitatea mediului, celulele Dunaliellei salina produc cantități sporite de glicerol pentru a 

regla presiunea osmotică internă. Însă, producerea glicerolului nu este suficientă pentru a explica 

toleranța Dunaliellei salina. Celulele acestei microalge apelează la mecanisme suplimentare care 

contribuie la sporirea toleranței la condițiile hipersaline. Unele mecanisme au fost identificate, o 

parte din ele fiind legată de producerea unor proteine [152]. De asemenea, s-a identificat că în 

condiții de salinitate substanțial ridicată este amplificată și producerea proteinei de tip 

transferină, responsabilă de legarea fierului din mediu. Prin urmare, se presupune că celulele 

cultivate în mediul cu salinitate sporită vor produce cantități mai mari de proteină de tip 

transferină și ca urmare se va intensifica procesul de sorbție microbiologică a ionilor de fier. În 

baza datelor științifice, raportate în literatura de specialitate, se poate postula că sporirea 

salinității mediului conduce în mod indirect la intensificare procesului de sorbție a fierului de 

către celulele Dunaliellei salina. 

Pentru a examina efectului salinității mediului de cultivare, celulele Dunaliellei salina au 

fost cultivate în două serii, în paralel. Mediul de cultivare pentru ambele serii era de compoziția 

mediului standard Ben-Amotz, cu diferență doar în concentrația sării de NaCl în mediu, în prima 

serie aceasta constituia 0,5 M, iar în a doua serie era de 1,72 M. Celulele au fost cultivate timp de  

14 zile, la temperatura de 25 ˚C și iluminare constantă. În continuare, acestea au fost utilizate 

pentru modelarea sistemelor. Pentru cercetarea procesului de sorbție microbiologică suspensia de 

biomasă celulară a fost dispersată în soluție de citrat de fier (III) de concentrație 0,5 mM în 50 

mM HEPES. Concentrația biomasei celulare era de aproximativ 0,35 g/L. pH-ul inițial al 

sistemelor studiate a fost ajustat până la valoarea 8,0. Efectul salinității mediului de cultivare 

asupra procesului de sorbţie a ionilor de fier de către biomasa celulară este prezentată în Figura 

2.8. Din rezultatele obținute, s-a constatat o sorbție sporită a ionilor de fier, în sistemele modelate 

în care se conținea suspensia biomasei celulare vii cultivate în condiții de salinitate redusă. 

Întrucât în literatură se specifică că în condiții de salinitate scăzută celulele vii ale Dunaliellei 

salina se caracterizează printr-o productivitate scăzută, fenomenul identificat în sistemele 

modelate poate fi asociat cu dezvoltarea unei biomase celulare străine în mediul de cultivare. 

Prezența ionilor de fier în mediul de cultivare a celulelor  

În literatura de specialitate se menționează că implicarea proteinei de tip transferină în 

procesul de legare a ionilor de fier din mediu este condiționată de absența fierului în mediul de 

cultivare [152]. Astfel, celulele Dunaliellei salina cultivate în mediul deficitar de fier vor 

dezvolta capacitatea de a sintetiza proteina de tip transferină, responsabilă pentru legarea fierului 

din mediu, ca urmare, aceste celule vor fi capabile să acumuleze mai mult fier din mediu. 

Reieșind din această constatare a fost cercetat efectul prezenței fierului în mediul de cultivare al 
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Dunaliellei salina asupra procesului de sorbție a ionilor de fier. Astfel, în sistemele modelate cu 

celule crescute în mediu deficitar de fier a fost înregistrată adsorbția de 26,14 mgFe/g (t=45 min) 

și 44, 68 (t=60 min), iar în sistemele celule crescute în mediu cu ioni de fier a fost înregistrată 

adsorbția de 24,14 mgFe/g (t=45 min) și 42, 68 (t=60 min). Lipsa fierului în mediul de cultivare 

al celulelor conduce în mod indirect la intensificarea sorbției fierului. 

 
Fig. 2.8. Cinetica procesului de sorbție a ionilor de fier de către celulele vii ale  

Dunailellei salina. Efectul salinității mediului de cultivare a fost cercetat pentru concentrații 

de: (1) 0,5 M NaCl și (2) 1,72 M NaCl. Condiții: citrat de fier (III) – 0,5 mM în 50 mM 

HEPES; concentrația biomasei – 0,35 g/L. 

 

2.4. Descrierea procesului de sorbţie microbiologică a ionilor de fier 

Modelele izotermelor de adsorbție Langmuir, Freundlich și Dubinin-Radushkevich au 

fost aplicate pentru descrierea procesului de sorbție microbiologică a ionilor de fier. În baza 

datelor obținute experimental au fost estimați parametrii izotermelor Langmuir, Freundlich și 

Dubinin-Radushkevich utilizând modele liniare și nelineare de regresie. Datele experimentale au 

fost comparate cu cele obținute folosind modelele acestor izoterme. 

Analiza regresiei liniare 

Analiza regresiei liniare a fost efectuată utilizând opțiunea Solver Excel al pachetului de 

programe Microsft Office. Această opțiune permite estimarea optimizată a valorilor pentru panta 

liniei de regresie și punctul de origine al dreptei, utilizați în recalcularea parametrilor izotermelor 

de sorbție. Modelul izotermei Langmuir poate fi liniarizat în patru tipuri diferite de regresii 

liniare (Tabelul 2.1). Dintre cele patru forme liniare Langmuir de Tip 1 și Tip 2 sunt cel mai 
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frecvent aplicate întrucât devierea ecuației liniare obținute este mai mică comparativ cu formele 

liniare Langmuir Tip 3 și Tip 4. În cadrul acestei etape au fost utilizate cele patru tipuri ale 

ecuației liniarizate ale modelului Langmuir pentru fitarea datelor experimentale. Parametrii 

obținuți în rezultatul analizei regresiei liniare pentru formele linearizate ale izotermelor de 

adsorbție împreună cu coeficienții de corelare R
2
 sunt indicați în Tabelul 2.3. 

 

Tabelul 2.3. Parametrii obținuți din forma liniară a izotermelor de adsorbție 

Izoterma Parametrii Valorile 

L
a
n
g
m

u
ir

 

T
ip

 1
 

b (L/mg) 0,008 

Q0 (mg/g) 32,787 

𝑅𝐿    0,6594 

R
2 

0,8664 

L
a
n
g
m

u
ir

 

T
ip

 2
 

b (L/mg) 0,0155 

Q0 (mg/g) 22,024  

𝑅𝐿    0,5193 

R
2 

0,9323 

L
a
n
g
m

u
ir

 

T
ip

 3
 

b (L/mg) 0,013 

Q0 (mg/g) 24,821 

𝑅𝐿    0,557 

R
2 

0,6893 

L
a
n
g
m

u
ir

 

T
ip

 4
 

b (L/mg) 0,009 

Q0 (mg/g) 31,11 

𝑅𝐿    0,635 

R
2 

0,6893 

F
re

u
n
d
li

ch
 Kf (mg/g) 0,7802 

n  1,5940 

R
2
 0,9802 

D
u
b
in

in
-

R
a
d
u
sh

ke
vi

ch
 qs (mg/g) 13,870 

E (kJ/mol) 70,060 

R
2
 0,7016 
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Se constată faptul, că valorile constantelor Langmuir variază în dependență de tipul de 

model aplicat. Comparând valorile coeficienților de corelare (R
2
) în cazul celor patru tipuri de 

ecuații lineare Langmuir, putem evidenția că forma de Tip 2 descrie mai bine distribuția datelor 

experimentale. Prin fitarea datelor experimentale cu ecuația liniară a modelului Freundlich s-a 

obținut un coeficient de corelare mai mare decât în cazul modelelor Langmuir, R
2
 fiind de 

0,9802. Modelul izotermei Dubinin-Radushkevich a fost aplicat pentru estimarea energiei libere 

(E) în sistemele modelate, E = 70,06 kJ/mol.  

În baza parametrilor obținuți prin analiza regresiei liniare au fost construite izotermele de 

adsorbție Langmuir, Freundlich și Dubinin-Radushkevich prezentate în Figura 2.9.  

 

 
 

Fig. 2.9. Izotermele de adsorbție a ionilor de fier (III) de tulpina Dunaliellei salina  

construite după modelul regresiei liniare. 

 

După cum se vede din Figura 2.9, forma liniară a modelului Freundlich descrie cel mai 

bine procesul de sorbție microbiologică a ionior de fier de către microalga verde Dunaliella 

salina în intervalul de concentrații 0,3 – 2,5 mM citrat de fier (III). 

Studiul de față prezintă eficacitatea aplicării analizei regresiei liniare pentru determinarea 

modelului izotermei de adsorbție ce descrie cel mai bine sistemele cercetate. 

Reieșind din analiza comparativă a valorilor R
2
 calculate din regresia liniară a datelor 

obținute pentru sistemele modelate Dunaliella salina în contact cu soluții de concentrații ale 

citratului de fier (III) variind în intervalul 0,3 – 2,5 mM, menționăm că dintre cele șase forme 

liniarizate ale modelelor izotermelor aplicate, forma linearizată Freundlich descrie cel mai bine 
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procesul de sorbție microbiologică, urmată de forma liniarizată Langmuir de Tip 2. Diferența 

pronunțată în valorile parametrilor izotermelor de adsorbție (Tabelul 2.3) indică asupra 

complexității estimării acestora utilizând tehnicile de linearizare. Această observație indică faptul 

că tehnicile de liniarizare nu sunt suficiente pentru prezicerea mecanismului de sorbție 

microbiologică. Diferența dintre datele experimentale și modelele liniare ale izotermelor obținute 

(Figura 2.9) se poate datora și problemei transformării expresiei neliniare în ecuații liniare 

mărind marja de eroare în estimările teoretice. Mai mult, expresiile liniare nu pot fi utilizate în 

cazul în care datele experimentale au formă neliniară. Astfel, în continuare datele experimentale 

au fost analizate prin regresia neliniară. 

Analiza de regresie neliniară  

Această etapă a fost efectuată utilizând opțiunea Solver Excel al pachetului de programe 

Microsft Office. Analiza de regresie neliniară a fost aplicată pentru estimarea parametrilor 

izotermelor de adsorbție Langmuir, Freundlich și Dubinin-Radushkevich, rezultatele sunt 

prezentate în Tabelul 2.4.  

 

Tabelul 2.4. Parametrii obținuți din ecuațiile neliniare ale izotermelor de adsorbție 

Izoterma Parametrii Valorile 

L
a
n
g
m

u
ir

 

b (L/mg) 0,006 

Q0 (mg/g) 39,2781 

𝑅𝐿    0,7169 

R
2 

0,9715 

F
re

u
n
d
li

ch
 Kf 0,6040 

n 1,4571 

R
2
 0,9881 

D
u
b
in

in
-

R
a
d
u
sh

ke
vi

ch
 qs 16,3243 

E (kJ/mol) 56,8803 

R
2
 0,7397 

 

Reieșind din rezultatele obținute (Tabelul 2.4) se observă că analiza de regresie neliniară 

pentru cele patru expresii liniare Langmuir rezultă în aceleași valori ale parametrilor. În baza 

parametrilor obținuți au fost construite izotermele de adsorbție Langmuir, Freundlich și Dubinin-

Radushkevic.  
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Din Figura 2.10 se poate observa că prin metoda de regresie neliniară, modelele 

Langmuir și Freundlich descriu mai bine procesul de sorbție urmărit în sistemele modelate. 

Analiza comparativă a valorilor parametrilor obținuți pentru fiecare model de izoterme și a 

coeficienților de corelare indică asupra faptului că modelul Freundlich descrie cel mai bine 

sorbția microbiologică a ionilor de fier de către tulpina Dunaliellei salina în intervalul de 

concentrații ale citratului de fier (III) 0,3 – 2,5 mM, având un coeficient de corelare (R
2
) de 

0,9881. Valoarea mică a coeficientului de corelare R
2
=0,7297 a modelului Dubinin-

Radushkevich demonstrează că sorbția în sistemele cercetate nu este în concordanță cu teoria 

acestei izoterme de sorbție. Însă, valoarea energiei libere de adsorbție estimată din modelul 

acestei izoterme, E=56,88 kJ/mol, conduce la concluzia că în sistemele studiate au loc procese de 

adsorbție chimică. Această constatare susține ideea că ionii de fier sunt legați chimic din mediul 

extracelular de către structuri chimice precum proteina de tip transferină produsă de biomasa vie 

a Dunaliellei salina. 

 

 
 

Fig. 2.10. Izotermele de adsorbție a ionilor de fier (III) de tulpina Dunaliellei salina construite 

după modelul regresiei neliniare. 

 

Valoarea calculată a factorului de separare RL este de 0,7169, ceea ce conduce la 

concluzia că procesul de sorbție microbiologică este favorabil pe întreg domeniul de concentrații 

utilizat în acest studiu. Această constatare este susținută și de valoarea constantei 1/n de 0,6863 

calculată din modelul izotermei Freundlich. Valorile relativ mici ale constantelor de sorbție 

obținute din izotermele de adsorbție (Tabelul 2.4) în comparație cu cele specificate în literatura 
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de specialitate pentru biomasa uscată a Dunaliellei salina [153] sugerează existența unui 

mecanism combinat de biosorbție și bioacumulare ce conduce la îmbogățirea cu fier a mediului 

intracelular. 

 

2.5. Analiza spectrală a biomasei Dunaliella salina în domeniul IR 

Spectroscopia în infraroșu cu transformata Fourier (FTIR) este utilizată la scară largă ca o 

metodă rapidă și directă pentru cercetarea subiectelor biologice și identificarea modificărilor 

biochimice produse în compoziția acestora [153]. Această tehnică oferă informații valoroase 

despre legăturile chimice și permite identificarea grupelor funcționale active de pe suprafața 

celulară. Spectrele înregistrate pentru eșantioanele de biomasă celulară reprezintă ‖amprenta‖ 

materialului biologic studiat. Analiza formei și intensității peak-urilor de absorbție FTIR oferă 

informații despre grupele funcționale specifice precum și structura moleculară. Această 

informație este utilizată pentru diferențierea anumitor procese biochimice ce au loc în celulele 

studiate.  

Spectrele FTIR înregistrate pentru eșantionul de biomasă uscată fără fier și eșantionul de 

biomasă uscată ce a contactat cu fierul sunt prezentate în Figura 2.11. Datele selectate din 

spectrele FTIR înregistrate sunt prezentate în Tabelul 2.5. 

 

 

 
 

 

 

Fig. 2.11. Spectrele FTIR înregistrate pentru biomasa uscată a Dunailellei salina, 

(a) fără fier și (b) îmbogățită cu fier. 
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Compararea celor două spectre arată că majoritatea variațiilor intensității peak-urilor au 

fost înregistrate în regiunea spectrală 3500-3200 cm
-1

 desemnate pentru grupa OH legată și 

vibrația de întindere NH. Prezența peak-urilor în această regiune a numerelor de undă confirmă 

prezența grupelor hidroxil și amino în structura biomasei Dunaliella salina. 

 

Tabelul 2.5. Compararea frecvențelor de vibrație din spectrele IR ale biomasei Dunaliellei salina 

Vibrații 

Numere de undă (cm
-1

) 

Grupele funcționale 

și compuși 
(a) 

D. salina 

(b) 

D. salina+Fe  

Grupa OH legat; vibrația de 

întindere NH 

3280 3329 apa, proteine 

[143,144] 

Întindere asimetrică CH2 2925 2927, 3007 Gruparea metilenică 

CH2 [144] 

Întindere asimetrică CH2 și CH3 - 2856 Gruparea metil sau 

metilinică [144] 

Vibrația de întindere C=O 1724 1743 Esterii lipidelor sau a 

acizilor grași [144] 

Vibrația de întindere C=O 1643 1591 Proteine (amide 

primare) [144] 

NH deformare simetrică, 

CH întindere simetrică 

- 1545 Proteine ( amide 

secundare) [144] 

Vibrații asimetrice de curbare 

ale CH2 și CH3 

1446 1456 Gruparea metil sau 

metilinică [144] 

S=O de întindere 1404 1379, 1356 Sulfonații [143] 

Curbarea CH 1283 1281 Izopropil (lipide) 

[143] 

P=O curbare asimetrică 1242 1231 Fosfolipide [143] 

C-O-C și C-O de întindere 1150-1075 1100-939 Polizaharide [144] 

P-C de întindere 750, 718, 707, 

672 

764, 722 Posfonați [143] 

 

 

Adițional, au fost înregistrate modificări ale intensității peak-urilor pentru numerele de 

undă ale aminelor primare și secundare ale proteinelor. Aceste observații conduc la concluzia ca 
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aceste grupe funcționale sunt implicate în legarea fierului din mediu prin intermediul reacțiilor 

de complexare ale proteinelor produse de tulpina Dunaliellei salina [131]. 

Mai mult, peak-urile caracteristice polizaharidelor suferă și ele modificări, deplasându-se 

spre numere de undă mai mici, de la 1150 - 1075 cm
-1

 spre 1100 - 939 cm
-1

. Dunaliella salina 

este cunoscută pentru producerea abundentă de polizaharide pe care le secretă în mediul 

extracelular [154]. Aceste polizaharide, în mediul apos, au tendința de a forma agregate 

extracelulare de dimensiuni mari care se comportă ca și cationiți pentru metalele grele [155]. 

Deplasarea spre numere de undă mai mici, înregistrată în spectrele obținute, sugerează 

deprotonarea grupelor funcționale –OH și participarea acestora în legarea fierului prin 

intermediul reacțiilor de schimb ionic (Figura 2.12). 
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Fig. 2.12. Reprezentarea schematică a reacției de schimb ionic dintre molecula de polizaharidă 

și ionii de Fe 
3+

. Polizaharida sintetizată de tulpina Dunaliella salina este constituită din 

monomeri de acetil glucozamina [154]. 

 

 

2.6. Concluzii la capitolul 2 

Cercetările efectuate în cadrul acestui capitol au permis stabilirea condițiilor optime 

pentru realizarea procesului de acumulare a ionilor de fier și formare a structurilor de dimensiuni 

nanometrice în celulele vii ale microalgei verzi Dunailellei salina.  

Astfel, în profilul evoluției în timp, al procesului de sorbţie a ionilor de fier de către 

celulele vii ale Dunailellei salina, a fost evidențiată o întârziere de 15 minute, iar timpul de 

contact optim pentru a asigura o sorbție eficientă a fost stabilit la 45 minute.  
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Creșterea cantității de biomasă celulară vie în sistemele modelate va conduce la sporirea 

procesului de acumulare a ionilor de Fe(III). 

De asemenea, pentru a obține o adsorbţie maximă a ionilor de Fe(III) de către biomasa 

celulară vie a Dunaliellei salina a fost stabilit pH-ul optim la valoarea 8,0. 

Pentru intervalul de concentrații 0,3-2,5 mM de citrat de fier (III), sorbția se intensifică 

odată cu creșterea concentrației citrat de fier (III) în sistem.  

Prezența ionilor de hidrogenocarbonat intensifică procesul de sorbție. Această constatare 

susține ideea că procesul de sorbție microbiologică a ionilor de fier de către celulele vii ale 

Dunaliellei salina are la bază reacția de complexare a ionilor de fier de către moleculele proteice 

de tip transferină. 

Studierea prezenței fierului în mediul de cultivare a celulelor a condus la concluzia că 

insuficiența fierului în mediul de cultivare al celulelor conduce în mod indirect la intensificarea 

sorbției fierului. 

Procesul de sorbție ionilor de fier de către celulele vii ale Dunaliellei salina este bine 

descris de modelul izotermei Freundlich (R
2
=0,9881). Capacitatea maximă de adsorbție calculată 

pe baza modelului Langmuir este de 39,2781 mgFe/g, pentru R
2
=0,9715. Factorul de separare RL 

are valoarea calculată de 0,7169, ceea ce conduce la concluzia că procesul de sorbție 

microbiologică este favorabil pe întreg domeniul de concentrații studiat. 

Prin aplicarea spectroscopiei FTIR au fost identificate reacțiile ce stau la baza procesului 

de adsorbție a ionilor de fier (III) de către biomasa Dunaliella salina, acestea fiind reacţiile de 

schimb ionic şi de complexare cu participarea unor structuri moleculare de tip proteină. 

Procedeul de examinare a tulpinii Dunaliella salina descris în cadrul acestui capitol poate 

fi utilizat în calitate de protocol de cercetare pentru testarea microorganismelor pentru 

identificarea capabilității de producere a nanoparticulelor. 
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3. STUDII FIZICO-CHIMICE ALE PROTEINELOR IMPLICATE ÎN PROCESUL DE 

SINTEZĂ MICROBIOLOGICĂ 

Sinteza microbiologică este o metodă eficientă de producere a nanoparticulelor cu 

morfologie controlată pentru aplicații bio-medicale [156]. Acest procedeu necesită o atenție 

deosebită întrucât implică utilizarea microorganismelor pentru sinteza particulelor de dimensiuni 

nanometrice. Mecanismele biochimice și moleculare care stau la baza sintezei microbiologice nu 

sunt pe deplin cunoscute deoarece celulele microorganismelor se comportă în mod diferit fața de 

ionii metalelor prezenţi în mediul celular, iar procesele metabolice implicate diferă şi ele între 

speciile microorganismelor. Entitățile biologice produc cantități mari de proteine responsabile de 

reducerea ionilor metalici și legarea acestora în mediul extracelular [157]. Studierea 

mecanismului interacţiunii structurilor proteice cu ionii de fier va contribui la înţelegerea și 

optimizarea procesului de sinteză microbiologică a nanoparticulelor de fier.  

 

3.1. Transferinele 

Proteinele sunt substanțe organice macromoleculare formate din lanțuri de aminoacizi, 

ele sunt prezente în celulele tuturor organismelor vii și reprezintă aproximativ 50 % din greutatea 

celulară uscată. Structural, proteinele sunt considerate polimeri ai aminoacizilor. Chiar dacă 

există o mare diversitate a tipurilor de proteine cu diferite funcții biologice, lanțul polipeptidic al 

proteinelor este constituit numai din 20 de L-α aminoacizi a căror structură este bine cunoscută. 

Secvența aminoacizilor în structura fiecărei proteine este unică, fiind codificată de o genă.  

Din punct de vedere chimic, proteinele sunt organizate în lanțuri polipeptidice primare. 

Lanțurile polipeptidice se formează în rezultatul policondensării aminoacizilor, aceștia fiind 

legați prin legăturile peptidice ale combinațiilor de grupări carboxilice și grupărilor amino ale 

aminoacizilor. Aranjarea structurală a aminoacizilor în lanțul polipeptidic este influențată de 

anumite interacțiuni intramoleculare ce definesc structura secundară a proteinei. Structura 

secundară a proteinei reprezintă conformația proteinei în mediul natural, fiind indusă de 

legăturile de hidrogen dintre resturile de aminoacizi din lanțul polipeptidic. Cele mai întâlnite 

tipuri de structură secundară sunt α-helixul și structurile β-pliate. Structura α-helix reprezintă o 

structură în formă de spirală ce se datorează legăturilor de hidrogen între unitățile peptidice. 

Acest tip de structură secundară oferă porozitate și mobilitate conformației proteice. Structura 

secundară de tip foaie β-pliată este formată din legăturile de hidrogen dintre lanțurile 

polipeptidice învecinate. Acest tip de structură secundară conferă rigiditate conformației proteice 

[158]. Chimia proteinelor este destul de complexă și presupune înțelegerea principiilor de 

formare a moleculelor proteice precum și organizarea structurală a acestora. Astfel, pentru 
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studierea proteinei de interes este important de stabilit o abordare separată specifică în care să se 

țină cont de construcția chimică, arhitectura precum și funcția biologică pe care aceasta o 

exercită. 

Transferinele sunt familia de proteine responsabile de legarea ionilor de fier din mediu. 

Printre membrii acestei familii de proteine se numără: transferina serică, lactoferina, 

ovotransferina și melanotransferina. Rolul esențial al transferinelor este fixarea ionilor de fier din 

mediul extracelular și transportul acestora în interiorul celulelor.  

Transferinele sunt glicoproteine cu masa moleculară în jur de 80 kDa, compuse dintr-un 

singur lanț polipeptidic de regulă pliat în doi lobi similari. Lanțul polipeptidic este construit din 

aproximativ 600-700 aminoacizi, numărul acestora variind în funcție de specie. O altă trăsătură 

caracteristică membrilor acestei familii de proteine este centrul activ al proteinei, acesta fiind 

constituit din patru aminoacizi implicați direct în legarea ionului de fier (III). Sfera de coordinare 

a ionului de fier din molecula proteică este completată de ionul de carbonat ce acționează în 

calitate de punte între transferină și ionul de fier. Transportul fierului spre celule se realizează 

prin legarea a două molecule de transferină diferică de receptorul homodimeric specific de pe 

suprafața celulară (Figura 3.1). Astfel, prin endocitoza mediată de receptor, fierul este eliberat 

rapid din structura transferinelor și depozitat în endozom [159].  

 

 

Fig. 3.1. Reprezentarea grafică a hetero-tetramerului AABB format din receptorul 

homodimeric (AA) și două molecule de transferine (BB).  

Modelul este reconstruit din fișierul de structura 3S9L.pdb. 
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Spre deosebire de ceilalți membri ai familiei de transferine, lactoferina este responsabilă 

doar de legarea ionilor de fier din mediu. De asemenea, mecanismul de legare a fierului, în cazul 

lactoferinei, este unul diferit. Întrucât, în literatura de specialitate a fost descris mecanismul de 

legare a fierului de molecule de transferina serică, ovotransferina, melanotransferina și mai puțin 

este cunoscut mecanismul specific lactoferinei, în continuare a fost cercetată molecula de 

lactoferină. 

 

3.2. Lactoferina 

Lactoferina este o glicoproteină monomer cu masa moleculară în jur de 80 kDa, 

responsabilă pentru legarea ionilor de Fe(III) din fluidele fiziologice. Această proteină a fost 

izolată pentru prima data din laptele bovin [160], iar cercetările ulterioare au arătat că lactoferina 

prezintă o afinitate înaltă faţă de ionii de fier. Mai târziu această proteină a fost recunoscută ca 

membru al familiei transferinelor, adică a proteinelor capabile să lege şi să transfere ionii de 

Fe(III) [161]. Lactoferina a fost identificată în secreţiile glandelor exocrine precum şi plasma 

sangvină. Principala sursă de lactoferină plasmatică sunt granulaţiile specifice neutrofilelor [162, 

163]. Deşi lactoferina a fost clasificată ca o glicoproteină cu o afinitate înaltă faţă de ionii de fier 

trivalent, studiile au arătat că acelaşi centru activ al proteinei este capabil de a lega și ioni ai altor 

metale. Astfel, s-a ajuns la concluzia că centrul activ al proteinei dispune de o flexibilitate 

suficientă pentru a modifica numărul de coordinare [164]. 

Lactoferina constă dintr-un singur lanţ polipeptidic alcătuit din 600-700 aminoacizi 

organizaţi în structuri de tip α-helix şi foaie β-pliată [165]. Lanţul polipeptidic al lactoferinei este 

pliat în doi lobi elipsoidali (N şi C) conectaţi printr-un helix (Figura 3.2.A). Fiecare lob este 

divizat în două subdomenii, lobul N în N1 și N2, iar lobul C este divizat în subdomeniile C1 și 

C2 (Figura 3.2.B). Lobii N și C dispun de câte un centrul activ în care ionul de fier este fixat de 

resturi ale patru aminoacizi: acidul aspartic, două molecule de tirozină şi o histidină (Figura 

3.2.C). Fiecare moleculă de lactoferină poate lega doi atomi de fier trivalent, iar în funcţie de 

nivelul de saturaţie cu fier se pot distinge trei forme ale lactoferinei: apolactoferina (forma fără 

fier), lactoferina monoferică şi lactoferina diferică (hololactoferina). Specificitatea procesului de 

legare a ionilor de Fe(III) se datorează participării ionilor de carbonat. Anionul trebuie să fie 

fixat în centrul activ al proteinei pentru a asigura legarea ionilor de Fe(III). Tabelul 3.1 prezintă 

dimensiunea legăturilor chimice dintre ionii de fier şi liganzii din sfera de coordinare. Datele au 

fost obţinute din analiza fişierului de structură al lactoferinei umane (1B0L.pdb) determinată 

experimental cu ajutorul difracţiei de raze-X.  
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A 
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C 

 
 

Fig. 3.2. Reprezentarea grafică a: (A) lactoferinei monoferice (1LHF.pdb);  

(B) lactoferinei diferice (1B0L.pdb); (C) sferei de coordinare a ionului de fier (III) în lobul N 

al lactoferinei de către reziduurile aminoacizilor. 
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Tabelul 3.1. Dimensiunea legăturilor chimice (Å) ale ionilor de Fe(III) coordinaţi la  

liganzii din centrii activi ai lactoferinei umane 

Legătura lobul N lobul C 

Fe-O:Asp60 (Asp395) 2,146 2,008 

Fe-O:Tyr92 (Tyr435) 2,035 2,004 

Fe-O:Tyr192 (Tyr 528) 1,817 1,848 

Fe-N:His253 (His597) 2,087 2,194 

Fe-O1:CO3
2-

695(CO3
2-

696) 2,007 2,286 

Fe-O2:CO3
2-

695(CO3
2-

696) 2,138 2,010 

 

Reacţia de legare a ionilor de Fe(III) este reversibilă şi dependentă de pH-ul mediului, 

lobul N al proteinei eliberează fierul la pH 5,0, iar lobul C reţine fierul până la pH 3,5 [166]. 

Studiile experimentale au arătat că molecula de lactoferină îşi schimbă conformaţia în timpul 

reacţiei. Astfel, hololactoferina va adopta conformaţia închisă, pe când apolactoferina va avea 

conformaţia deschisă. 

Lactoferina posedă numeroase funcţii biologice. Proprietăţile biochimice ale lactoferinei 

derivă din caracteristicile structurale ale acesteia precum şi din funcţia de bază de legare a ionilor 

de fier. Lactoferina este implicată în mai multe procese fiziologice inclusiv antimicrobiene [167], 

imunomodulatoare [168] şi anticancerigene [169, 170]. Datorită acestui motiv, cercetarea 

proprietăţilor lactoferinei este un domeniu de interes remarcabil, iar studierea mecanismelor de 

acţiune ale acesteia va contribui la înţelegerea procesului de sinteză microbiologică a 

nanoparticulelor de fier, dar și la elaborarea unor metodologii pentru aplicaţii biotehnologice în 

medicină.  

Obiectivul principal al acestui studiu este de a determina proprietățile specifice ale 

lactoferinei, care determină interacţiunea acesteia cu ionii de Fe(III) prin aplicarea tehnicilor 

computaţionale și experimentale. Obiectivul propus se realizează prin elaborarea unui protocol 

de cercetare pentru studierea structurilor moleculare biologice, care combină o serie de metode 

de analiză şi caracterizare structurală a lactoferinei.  

 

3.3. Metodologia de cercetare a structurii și mecanismului de interacțiune a lactoferinei cu 

ionii de Fe(III)  

De-a lungul ultimilor decenii, diverse metode au fost propuse pentru a studia structura și 

dinamica proteinelor. Metodele utilizate la momentul actual de către comunitatea științifică pot fi 



71 

clasificate în tehnici experimentale de spectroscopie și tehnicile computaționale. În cadrul acestei 

etape, metodele computaționale au fost utilizate pentru evaluarea secvențelor proteice de 

lactoferină disponibile în bazele de date pentru proteine, iar pentru caracterizarea structurală a 

lactoferinei în soluții au fost alese spectroscopia UV-VIS, FT-IR și SAXS. În continuare vor fi 

descrise metodele computaționale utilizate. 

Tehnici computaționale aplicate 

În prezent sunt disponibile în băncile de date pentru proteine structuri moleculare ale 

lactoferinelor izolate din diferite specii. În acest context, analiza acestor structuri în ideea de a 

evalua gradul de similitudine / omologie reprezintă o etapă importantă de realizat.  

În continuare au fost selectate cinci fișiere de structură ale lactoferinei izolate de la 

diferite specii animale, codul PDB al acestor fișiere este prezentat în Tabelul 3.2. 

 

Tabelul 3.2. Codul PDB al fişierelor de structură folosite 

Codul PDB Descrierea Referinţa 

1B0L Lactoferina diferică umană  [171] 

1BIY Lactoferina diferică de bivol [172] 

1BLF Lactoferina diferică bovină [173] 

1I6B Lactoferina diferică cabalină [174] 

1I6Q Lactoferina diferică de cămilă [175] 

 

Grafica moleculară este una din tehnicile esențiale pentru modelarea proteică, care are la 

bază analiza structurilor proteice 3D, manipularea în 3D, precum şi compararea diferitelor 

conformaţii moleculare. Pachetul de programe de grafică moleculară utilizat în cadrul acestei 

etape este VMD (Visual Molecular Dynamics) [176]. 

Metoda de aliniere multiplă al secvenţelor (Multiple Sequence Alignment) este un 

instrument informatic de modelare proteică bazat pe analiza gradului de omologie. Această 

metodă este utilizată pentru evaluarea seturilor de secvenţe şi structuri macromoleculare 

biologice ce au o relaţie de evoluţie comună. Folosirea combinată a informaţiei oferită de 

secvenţe şi a instrumentelor de calcul va conduce la creşterea înţelegerii funcţiei proteinelor cu 

structură similară. Protocolul de cercetare standard pentru realizarea studiului de aliniere 

multiplă cuprinde următoarele etape: 

1. identificarea secvenței proteice de interes; 

2. găsirea omologilor cu structura cunoscută pentru proteina cercetată; 
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3. alinierea secvențelor proteice;  

4. calculul setului de parametri pentru alinierea multiplă; 

5. evaluarea calităţii alinierii şi identificarea similitudinii sau diferenţelor dintre proteinele. 

Fişierele ce conţin informaţia de structură ale lactoferinelor au fost preluate din Banca de 

Date pentru Proteine (Protein Data Bank [177], PDB). Banca de Date pentru Proteine este o 

bază de date ce conține informația de structură 3D, de rezoluție înaltă, ale moleculelor biologice, 

ale căror structură a fost descifrată prin metode de difracție de raze-X și RMN. Fișierele cu 

informații de structură de rezoluție înaltă ale moleculelor biochimice sunt în format PDB. 

Studiul de aliniere multiplă a moleculelor de lactoferină a fost realizat cu pachetul de 

programe MultiSeq [178]. Acest program permite evaluarea secvenţelor şi structurilor 

moleculelor proteice şi acizilor nucleici. Pentru alinierea de secvenţă a lactoferinelor cercetate a 

fost utilizat plugin-ul ClustalW [179]. Pentru alinierea de structură a lactoferinelor cercetate a 

fost utilizat plugin-ul STAMP [180]. Rularea algoritmilor incluși în plugin-urile STAMP şi 

ClustalW rezultă în generarea unui set de parametri: Qres (similitudinea structurală per reziduu), 

QH (omologia structurală per reziduu), identitatea procentuală, RMSD (devierea medie 

pătratică). Valorile acestor parametri diferă în dependenţă de algoritmul aplicat pe acelaşi set de 

proteine. Prin urmare, acest set de parametri poate fi folosit pentru evaluarea calităţii alinierii şi 

pentru identificarea similitudinii sau diferenţei dintre proteinele cercetate.  

Calculele constantelor de aciditate (pKa) ale resturilor de aminoacizi din structura 

proteinei au fost realizate cu H++ web server [181-183]. Metoda care stă la baza acestor 

determinări a fost descrisă de Bashford D. şi Karplus M. [184] și aceasta constă în calcularea 

valorilor constantelor de aiciditate, pentru grupele ionizabile ale aminoacizilor din structura 

proteică prin aplicarea modelului electrostatic continuu Poisson-Boltzmann [185, 186]. 

Determinările pKa au fost realizate în condiţii de tărie ionică 150 mM, constanta dielectrică a 

proteinei 4,0 şi constanta dielectrică a solventului 80,0. Structurile PDB au fost protonate 

corespunzător mediului fiziologic de pH 7,4 utilizând câmpul de forţe AMBER [187]. 

Calculele potenţialului electrostatic pe suprafaţă au fost efectuate cu pachetul de 

programe APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) [188]. Protocolul de calcul al 

potențialului electrostatic de suprafață include procedura de adăugare a atomilor de hidrogen 

polari la structura 3D a proteinei aplicând un câmp de forțe, în studiul de față a fost utilizat 

câmpul de forțe PARSE [189]. Calculele potențialului electrostatic pe suprafață au fost realizate 

în condiții de temperatură de 298,15 K, tărie ionică 150 mM, constanta dielectrică a proteinei 1,0 

şi constanta dielectrică a solventului 78,0. Ceilalți parametri au fost setați automatic de pachetul 

de programe APBS. 
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Tehnici experimentale aplicate 

Reactivi - În cadrul acestui studiu a fost utilizată lactoferina diferică umană procurată de 

la Sigma-Aldrich. Pentru masurătorile de împrăștiere la unghiuri mici cu raze-X, probele de 

lactoferină diferică umană au fost tratate cu ditiotretiol (DTT) (de puritate BioUltra). DTT este 

un agent reducător puternic, utilizat pentru protejarea probelor biologice de radiație. DTT a fost 

procurat de la Sigma-Aldrich. Soluțiile au fost preparate prin dizolvarea reactivilor în apă 

deionizată și ultrafiltrată (instalația HFSuper NWseries). 

Instrumente și aparate - Metoda de împrăștiere la unghiuri mici cu raze-X (Small Angle 

X-ray Scattering, SAXS) este o tehnică fundamentală de analiză a structurii materiei condensate, 

ce oferă informații despre dimensiunea, forma și structura internă a materiei cercetate. Metoda 

SAXS este utilizată cu succes în domenii de cercetare precum fizica materiei condensate, 

biologia moleculară, biofizică, ș.a. Această metodă are la bază fenomenul de interacțiune a 

razelor-X de lungimi de undă mici (0,1 – 0,2 nm) cu materia. Comparativ cu difracția de raze-X, 

SAXS nu permite identificarea structurii atomice a materialelor.  

În timpul unei măsurători SAXS fascicolul monocromatic incident este direcționat spre 

eșantionul ce conține soluția cu particule coloidale sau macromolecule. În rezultatul interacțiunii 

fascicolului de raze-X cu eșantionul analizat are loc împrăștierea elastică a razelor-X la unghiuri 

mici față de fascicolul de raze incidente. În metoda împrăștierii la unghiuri mici se măsoară 

intensitatea fascicolului împrăștiat de raze-X și este determinată ca funcţie a unghiului de 

împrăștiere 2θ, care este proporțional cu vectorului de împrăştiere q, definit ca diferența dintre 

vectorul incident (ki) și vectorul de împrăștiere (ks) q= ks - ki, prezentat în Figura 3.3. 

 

Fig. 3.3. Definirea vectorului de împrăștiere q ca diferența dintre  

vectorul de incidență ki și vectorul de împrăștiere ks. 

 

Acest fenomen are la bază împrăștierea elastică a radiației electromagnetice de către 

particule de dimensiuni mult mai mici sau de dimensiuni de același ordinul cu fotonul care 

interacționează cu particula. Vectorului de împrăştiere este exprimat prin formula:  

𝑞 = 4𝜋 sin𝜃 𝜆                                                                                                                           (3.1) 
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2  este unghiul de împrăştiere;  

λ este lungimea de undă a fluxului incident de raze-X.  

Intensitatea de împrăștiere este produsul dintre factorul de formă P(q) și factorul de 

structură S(q): 

𝐼 𝑞 =
𝑁

𝑉
𝑃 𝑞 𝑆 𝑞                                                                                                                     (3.2) 

Factorul de formă oferă informații despre forma și dimensiunea particulelor sau 

macromoleculelor cercetate, iar factorul de structură despre interacțiunea dintre particule [190]. 

Analiza probelor de lactoferină a fost realizată la spectrometrul SAXS. Măsurătorile au fost 

efectuate la fascicolul de radiație X33 al inelului de accelerare Doris, la sincrotronul DESY 

(Deutsches Elektronen-Synchrotron) din Hamburg, Germania, un institut național în care 

acceleratorul de particule este utilizat pentru cercetarea structurii materiei. Curbele 

experimentale obținute au fost analizate folosind programele incluse în pachetul ATSAS [191]. 

Spectroscopia în domeniul UV-VIS este utilizată în studiul proprietăților fizico-chimice 

ale proteinelor în soluții. În literatura de specialitate se specifică că proteinele au un maxim de 

absorbție în intervalul de lungimi de undă 240 - 300 nm, care se datorează în mare parte 

absorbanței aminoacizilor aromatici triptofan, tirozina și fenilalanină. Legăturile disulfidice 

dintre două cisteine au un maxim de absorbție la 260 nm. Absorbanța aminoacizilor triptofan, 

tirozina și fenilalanină depinde de micromediul cromoforilor acestora, astfel încât fiind expuși la 

solvent acești aminoacizi vor avea spectrul puțin deplasat cu aproximativ 5 %. Grupele peptide 

ale lanțului proteic absorb și ele, însă în domeniul ultraviolet îndepărtat (180-230 nm). Mai mulți 

co-factori ai proteinelor absorb în domeniul UV-VIS [192]. Spectroscopia în domeniul 

ultraviolet și vizibil a fost utilizată pentru confirmarea prezenței ionilor de fier (III) în structura 

lactoferinei în soluție. Măsurătorile în domeniul ultraviolet-vizibil au fost în cadrul Laboratorului 

de Fizică a Neutronului, Institutul Unificat pentru Cercetări Nucleare, Dubna, Federația Rusă. 

Spectroscopia în domeniul infraroșu (IR) este o tehnică implementată cu succes pentru 

cercetarea structurilor proteice și a mecanismelor biochimice [193]. Probele au fost analizate în 

domeniul infraroșu utilizând spectrometrul Perkin Elmer FTIR Spectrometer Spectrum 100 din 

cadrul Institului de Chimie al Academiei de Științe a Moldovei. Spectrele în domeniul infraroșu 

au fost înregistrate în intervalul 4000-650 cm
-1

. 

 

3.4. Studiu de aliniere multiplă a moleculelor de lactoferină 

Reprezentarea alinierii multiple de secvență a lactoferinei umană, bivolină, bovină, 

cabalină și de cămilă, colorată după similitudinea secvențelor este redată în Figura 3.4.  
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Fig. 3.4. Reprezentarea grafică rezultată din alinierea multiplă a secvențelor 

lactoferinelor cercetate. Aminoacizii variabili sunt marcați cu alb [194]. 
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Compararea secvențelor proteice de lactoferină izolate de la patru specii animale (Tabelul 

3.2) s-a realizat cu scopul de a evalua similitudinea acestor secvențe proteice disponibile în baza 

de date pentru proteine cu la lactoferina umană. Figura 3.5. reprezintă imaginea grafică rezultată 

în urma alinierii multiple ale celor cinci secvenţe de lactoferină. Porţiunile colorate în negru, în 

reprezentarea grafică, indică faptul că moleculele sunt bine conservate în aceste puncte. 

Porţiunile colorate în gri sunt regiunile în care nu există o similitudine în structura moleculelor 

proteice. 

 

 

Fig. 3.5. Reprezentarea grafică rezultată din alinierea multiplă după similitudinii structurale 

per reziduu (Qres), a lactoferinelor cercetate.  

 

 

Parametrii alinierii de structură şi secvenţă, omologia structurală per reziduu (QH), 

identitatea procentuală, devierea medie pătratică (RMSD) pentru cele patru lactoferine cercetate 

sunt prezentaţi în Tabelele 3.3 şi 3.4. Lactoferina umană a fost utilizată ca moleculă de referinţă. 

 

Tabelul 3.3. Prametrii alinierii de structură [194] 

 Lactoferina 

de bivol 

Lactoferina 

bovină 

Lactoferina 

cabalină 

Lactoferina 

de cămilă 

QH 0,8393 0,8160 0,8688 0,3869 

RMSD (Å) 1,5354 1,8106 1,2773 1,6093 

identitatea procentuală (%) 69,35  68,88  74,31 30,60 
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Tabelul 3.4. Prametrii alinierii de secvenţă [194] 

 Lactoferina 

de bivol 

Lactoferina 

bovină 

Lactoferina 

cabalină 

Lactoferina 

de cămilă 

QH 0,8356 0,8154 0,8634 0,4503 

RMSD (Å) 1,6093 1,8616 1,1414 12,6343 

identitatea procentuală (%) 70,19 69,61 74,96 73,81 

 

Parametrii calculaţi din alinierea de structură arată că, în general structura lactoferinei 

umane este bine conservată printre speciile cercetate în acest studiu. În cazul lactoferinei de 

cămilă, valoarea parametrului de omologie structurală este mai mică comparativ cu celelalte 

lactoferine, QH este 0,3869 şi identitatea procentuală este 30,60 %. Alinierea de secvenţă arată că 

lactoferina de cămilă diferă nu doar în compoziţia chimică, ci şi din punct de vedere al 

aranjamentului aminoacizilor în molecula proteică (RMSD=12,6343). 

Figura 3.6 prezintă graficul similitudinii structurale per reziduu (Qres) al lactoferinei 

umane şi lactoferinei de cămilă. Chiar dacă valorile Qres diferă între cele două specii, forma 

graficelor este similară în ambele, cazuri indincând un profil strucural comun.  

 

 

Fig. 3.6. Graficul similitudinii structurale per reziduu (Qres) obţinut pentru lactoferina umană 

(negru) şi lactoferina de cămilă (gri) [194]. 

 

Rezultatele obținute evidențiază faptul că în ansamblu structura lactoferinei umane nu a 

suferit modificări de-a lungul evoluției în speciile cercetate în acest studiu. Deși gradul de 
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similitudine al lactoferinei de cămilă este mai mic comparativ cu celelalte specii (identitatea 

procentuală fiind doar de 30,60 %), profilul structural al acestei proteine este similar cu cel al 

lactoferinei umane (Figura 3.6). Luând în considerare rezultatele obținute, în continuare, 

lactoferina umană a fost selectată ca obiect de studiu, întrucât s-a evidențiat că aceasta este cea 

mai reprezentativă dintre cele cinci structuri cercetate [194]. 

 

3.5. Validarea fișierului de structură al lactoferinei diferice umane 

Evaluarea modelului de rezoluție înaltă propus de Banca de Date pentru Proteine și 

validarea acestuia este un studiu important de realizat. Structurile proteice sunt determinate 

experimental prin tehnici de difracție de raze-X sau prin spectroscopie cu rezonanță magnetică 

nucleară (RMN) de rezoluție înaltă. Aceste tehnici oferă informații despre poziția atomilor în 

moleculă. Spre deosebire de RMN, difracția de raze-X nu oferă informații cu privire la poziția 

atomilor de hidrogen în structura moleculară. Produsul final al unei măsurători de difracție de 

raze-X este harta densității electronilor atomilor din structură din care, cu ajutorul unor proceduri 

de calcul incluse în pachete de programe cu destinația specifică, se obțin pozițiile atomilor. 

Produsul final al unei determinări RMN este setul de distanțe între nucleele atomilor din 

interiorul moleculei. O altă deosebire dintre cele două tehnici este faptul că difracția de raze-X se 

realizează pe monocristalul de proteină, pe când RMN-ul măsoară proteina în soluție. Reieșind 

din cele expuse mai sus, ambele tehnici de determinare a structurii proteice au anumite 

dezavantaje, care ar putea conduce la obținerea unui model de structură mai puțin corect.  

Validarea fișierului de structură a lactoferinei diferice umane preluat din Banca de Date 

pentru Proteine, 1B0L.pdb, a fost realizată prin spectroscopia UV-VIS și împrăștierea la unghiuri 

mici cu raze-X, SAXS. 

 

Confirmarea prezenței ionilor de Fe(III) prin spectroscopia UV-VIS 

Soluția apoasă de lactoferină este incoloră, însă în prezența ionilor de Fe(III) aceasta 

capătă o culoare roșietică asociată cu formarea complexului Fe(III)-lactoferină. Colorația este 

vizibilă doar pentru soluțiile concentrate ale lactoferinei ferice.  

Pentru a verifica prezența fierului în soluția de lactoferină diferică umană preparată 

pentru măsurătorile de împrăștiere la unghiuri mici cu raze-X am înregistrat spectrul lactoferinei 

în regiunea UV-VIS (Figura 3.7). Spectrul înregistrat prezintă peak-ul tipic complexului  

Fe-transferină înregistrat la lungimea de undă 280 nm, care confirmă prezența fierului în 

structura lactoferinei [192]. 
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Fig. 3.7. Spectrul UV-VIS al soluției apoase a complexului Fe(III)-lactoferină, de 0,2%. 

 

Împrăștierea la unghiuri mici cu raze-X, SAXS 

SAXS este o metodă complementară ce permite studiul proteinelor în soluție cu ajutorul 

razelor-X. În urma măsurătorilor SAXS se obțin fișiere de structură de rezoluție joasă, însă prin 

suprapunerea acestora cu modelele de rezoluție înaltă putem evalua calitatea modelului de 

rezoluție înaltă [190]. Astfel, pentru validarea modelului de rezoluție înaltă al lactoferinei umane, 

1B0L.pdb, au fost efectuate o serie de măsurători SAXS ale probelor de lactoferină diferică 

umană în soluție apoasă pentru a identifica condițiile optime de realizare corectă a 

experimentului. Curba de împrăștiere obținută este prezentată în Figura 3.8.  

 

Fig. 3.8. Curba de împrăștiere SAXS obținută pentru complexul Fe(III)-lactoferină. 

 

Prima etapă în interpretarea datelor SAXS constă în aplicarea unor funcții standard. 

Astfel, din curba de împrăștiere a fost calculată raza de girație, (RG) în intervalul q de 0,034 – 

0,096 Å
-1

 utilizând aproximația Guinier: 
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𝐼 𝑞 = 𝐼(0)exp(−𝑞2𝑅𝐺
2/3)                                                                                                      (3.3) 

O valoare de RG=41,7±0,5 Å pentru raza de girație a lactoferinei umane a fost obținută, 

independent de factorul de formă. Pentru a determina valoarea mai exactă a razei de girație, din 

curba de împrăștiere s-a calculat funcția de distribuție folosind programul GNOM din pachetul 

de programe ATSAS. Funcția de distribuție descrie distribuția distanțelor dintre perechile de 

particule într-un volum cunoscut. Programul GNOM calculează funcția de distribuție a 

particulelor prin transformata Fourier indirectă: 

𝑝 𝑟 =
𝑟

2𝜋2  𝑞𝐼(𝑞) sin(𝑞𝑟)𝑑𝑞
∞

0
                                                                                                 (3.4) 

Parametrul r este distanța dintre două particule. Raza de girație este calculată din funcția 

de distribuție p(r) folosind formula: 

𝑅𝐺
2 =  𝑟2𝑝(𝑟)𝑑𝑟

𝐷𝑚𝑎𝑥

0
 𝑝(𝑟)𝑑𝑟
𝐷𝑚𝑎𝑥

0
                                                                                        (3.5) 

Parametrul Dmax este distanța maximă în interiorul particulei. Raza de girație obținută în 

valoare de 42,0±0,4 Å este apropiată de valoarea obținută din aproximația Guinier. De asemenea, 

din funcția de distribuție a fost calculată distanța maximă, Dmax=142,4±10 Å. Pentru a obține 

informații despre factorul de formă al macromoleculei de lactoferină, în continuare am aplicat 

funcția Kratky, în care se construiește graficul produsului I(q)q
2
 în funcție de q (Figura 3.9). 

Funcția Kratky este utilizată pentru evaluarea stării particulelor / macromoleculelor în soluții. 

Graficul Kratky obținut din curba de împrăștiere a indicat că lactoferina în soluția apoasă 

analizată nu este în stare monomerică. De aceea, în continuare datele au fost modelate utilizând 

programul SASREF din pachetul de programe ATSAS.  

 

 

Fig. 3.9. Graficul Kratky rezultat din curba de împrăștiere SAXS  

a complexului Fe(III)-lactoferină. 
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Programele SASREF și DAMAVER din pachetul de programe ATSAS au fost utilizate 

pentru procedurile de fitare a datelor experimentale și reconstrucția modelului 3D de rezoluție 

joasă a lactoferinei cercetate. Figura 3.10 prezintă procedura de fitare și modelul 3D obținut. 

Procedurile de fitare repetate ale datelor experimentale au condus la obținerea unui model al 

homodimerului de lactoferină. La suprapunerea modelului homodimerului de rezoluție înaltă al 

lactoferinei cu modelul de rezoluție joasă obținut din procedurile de fitare a datelor 

experimentale, se observă că cele două corespund. 

 

 

 

 

(A) (B) 

Fig. 3.10. Modelarea homodimerului de rezoluție înaltă al lactoferinei: 

(A) procedura de fitare a curbei SAXS; (B) modelul 3D al homodimerului obținut. 

 

Proteinele în soluție se comportă diferit, iar conformația pe care o adoptă în soluție poate 

să difere de cea din forma cristalină. Pentru o reproducere mai bună a rezultatelor obținute, 

trebuie respectate mai multe condiții. În cazul acestui studiu este necesar de creat un mediu 

pentru proteina cercetată astfel ca aceasta să existe în stare monomerică în soluția apoasă. Deși 

dovezile experimentale obținute din măsurătorile SAXS indică asupra faptului că lactoferina 

umană cercetată se auto-asociază în soluții apoase, rezultând în structuri homodimerice, 

rezultatele obținute ne-au permis să validăm modelul de rezoluție înaltă oferit de Banca de Date 

pentru Proteine. Astfel, fișierul de structură 1B0L.pdb al lactoferinei umane a fost utilizat în 

continuare în studiile computaționale. 
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3.6. Studiul constantelor de aciditate ale resturilor de aminoacizi din structura lactoferinei  

Procesul de legare şi eliberare a ionilor de fier de către molecula lactoferinei este precedat 

de modificări ale conformaţiei moleculare. Datorită interacţiunilor intermoleculare, tranziţia 

proteinei de la forma deschisă la forma închisă duce la modificarea stării de protonare a 

reziduurilor din compoziţia proteinei. Pentru cercetarea proceselor de protonare-deprotonare a 

reziduurilor lactoferinei şi identificarea aminoacizilor implicaţi direct în legarea şi eliberarea 

ionilor de fier a fost aplicat modelul electrostatic continuu Poisson-Boltzmann pentru molecula 

de lactoferină în conformaţia deschisă şi lactoferină în conformaţia închisă, în starea de 

protonare corespunzătoare unui pH fiziologic. Datele au fost colectate pentru lobul N în patru 

conformaţii ale lactoferinei: apolactoferina umană în conformaţia dechisă, hololactoferina 

umană, hololactoferina fără ioni de CO3
2-

, apolactoferina umană în conformaţia închisă. Tabelul 

3.5 prezintă valorile pKa calculate pentru lactoferina umană în cele patru conformaţii. 

Rezultatele obţinute confirmă că tranziţia lacoferinei de la o conformaţie la alta este însoţită de 

schimbări în starea de protonare a unor reziduuri proteice specifice. 

Acidul aspartic Asp-60 are valori pKa scăzute în toate conformaţiile închise. Reieşind din 

informaţia de structură din fişierul PDB, Asp-60 formează o legătură de hidrogen cu lizina din 

poziția 301 a lanțului polipeptidic (Lys-301) în conformaţia deschisă; în conformaţia închisă 

această legătură este absentă, ceea ce explică această diferenţă a valorilor pKa.  

La un pH fiziologic, tirozina este în stare deprotonată în toate pozițiile secvenței proteice, 

ce se află în conformaţiile închise, cu excepţia tirozinei Tyr-92 ce are o stare de protonare stabilă 

în toate patru conformaţii şi Tyr-192 care este protonată în toate conformaţiile închise. Această 

observaţie indică asupra importanţei stării de protonare a reziduului de tirozină Tyr-192. 

Protonarea acestuia în forma închisă va declanşa eliberarea ionilor de fier. 

Histidina, His-253 are valori scăzute în toate patru conformaţii ale lactoferinei. În 

formele închise ale lactoferinei valorile pKa se micşorează cu 4 pK unităţi. Închiderea lobului 

lactoferinei creează un mediu de interacţiuni electrostatice cu aminoacizii din proximitatea 

histidinei cauzând deprotonarea acesteia. 

Valorile pKa ale lizinei Lys-301 suferă modificări în timpul tranziţiilor de la forma 

deschisă la forma închisă a lactoferinei. Deprotonarea lizinei este cauzată de aminoacizii din 

proximitatea acesteia. 

Arginina, Arg-89, Arg-133, Arg-171, Arg-258, are valori ale pKa ridicate în forma 

deschisă şi scăzute în formele închise ale lactoferinei. În schimb, arginina Arg-121 şi Arg-210 

suferă modificări ale valorilor pKa cu 4 pK unităţi, subliniind importanţa participării resturilor 

aminoacidului din cele două poziții în procesul de închidere / deschidere al proteinei. 
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Tabelul 3.5. Valorile pKa calculate pentru lactoferina umană în diferite conformaţii [197] 

Aminoacizi 

pKa 

a b c d 

GLU-51 6,973 5,318 5,296 5,293 

*ASP-60 3,154 -0,405 -0,055 0,020 

TYR-65 14,139 12,972 12,986 12,977 

TYR-72 12,500 11,444 11,436 11,434 

GLU-80 3,016 4,147 3,967 3,980 

ARG-89 11,040 9,989 9,696 9,722 

HIS-91 4,670 4,387 3,462 3,476 

*TYR-92 12,218 12,034 12,615 12,857 

ARG-121 8,169 3,781 3,781 3,667 

ARG-133 16,499 11,879 11,946 11,936 

LYS-163 9,867 7,833 7,826 7,815 

ARG-171 14,304 11,913 11,908 11,908 

*TYR-192 9,463 12,315 13,265 13,687 

ARG-210 9,781 5,317 5,945 6,065 

GLU-211 5,808 4,472 4,741 4,806 

ARG-224 11,022 12,412 12,408 12,349 

TYR-227 16,134 14,127 14,145 14,152 

LYS-237 8,276 9,728 9,727 9,708 

LYS-243 10,328 9,117 7,868 7,868 

*HIS-253 2,371 -2,260 -1,762 -1,662 

ARG-258 14,548 10,862 10,821 10,824 

ASP-297 2,468 3,987 3,625 3,616 

LYS-301 7,727 4,980 4,634 4,676 

ASP-315 2,828 4,931 4,927 4,929 

a – pKa pentru apolactoferina umană în conformaţia dechisă; 

b - pKa pentu hololactoferina umană; 

c - pKa pentru hololactoferina fără ioni de CO3
2-

; 

d - pKa pentru apolactoferina umană în conformaţia închisă. 

Aminoacizii din centrul activ al proteinei, direct implicaţi în legarea ionilor de fier(III) sunt 

marcaţi cu asterisk. 
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Figura 3.11 prezintă dependenţa sarcinii totale a lactoferinei în conformaţia deschisă şi 

închisă calculate în funcţie de pH-ul mediului. Curbele obţinute au forma caracteristică tuturor 

proteinelor din familia de transferine. De asemenea, a fost calculat punctul izoelectric al 

proteinei cu valoarea de 9,48 pentru conformaţia deschisă şi 9,78 pentru conformaţia închisă. 

Aceste valori corespund cu valorile punctului izoelectric determinate experimental, menționate 

în literatura de specialitate [195, 196]. 

 
Fig. 3.11. Dependenţa sarcinii totale a lactoferinei în conformaţia deschisă (linie continuă) şi 

închisă (linie punctată) calculate în funcţie de pH-ul mediului [195]. 

 

Analiza valorilor pKa ale celor patru conformaţii ale lactoferinei confirmă faptul că 

legarea sau eliberarea ionilor de fier este permisă doar pentru anumite stări de protonare ale 

aminoacizilor implicaţi în aceste procese. Starea de protonare a acestor aminoacizi este 

determinată de interacţiunile electrostatice în care aceştia sunt implicaţi [195]. 

 

3.7. Calculul potenţialului electrostatic pe suprafaţă 

Un rol important în evaluarea stabilității și a relației dintre structura și funcția proteinelor 

este atribuit interacțiunilor electrostatice. Analiza electrostatică implică calculul distribuției 

potențialului electrostatic pe suprafața moleculei proteice.  

Proprietățile electrostatice influențează asupra activității biochimice a proteinelor, 

precum capacitatea de a lega substratul sau alte proteine. Astfel, evaluarea potențialului 

electrostatic pe suprafață reprezintă o etapă necesară de realizat. 

La pH-ul fiziologic (7,4) lactoferina este capabilă de a fixa ionii de fier rezultând în 

tranziţia conformaţiei de la forma deschisă la forma închisă. Scăderea pH-ului până la 5,0 
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declanşează deschiderea lobului N şi eliberarea ionului de fier. Reprezentarea grafică a lobului 

N, constituit din subdomeniile N1 și N2, este prezentată în Figura 3.2.B. La valori ale pH-ului 

mai mici de 3,5 lobul C eliberează ionul de fier. Reprezentarea grafică a lobului C, ce include 

subdomeniile C1 și C2, este prezentată în Figura 3.2.B. Toate aceste procese vor induce 

perturbaţii ale potenţialului electrostatic pe suprafaţa proteinei. Prin urmare, calcule ale 

potenţialului electrostatic pe suprafaţă au fost efectuate pentru valori ale pH-ului 3,5; 5,0 şi 7,4 

(pH fiziologic). Starea de protonare a resturilor de aminoacizi ai lactoferinei a fost desemnată în 

conformitate cu pH-ul ales. Figura 3.12 prezintă potenţialul electrostatic pe suprafaţă calculat 

pentru apolactoferina în conformaţia închisă şi deschisă la pH 7,4, în negru sunt prezentate 

suprafeţele încărcate negativ, iar în gri, suprafeţele încărcate pozitiv.  

 

Apolactoferina în conformația închisă 

 

 
 

 

Apolactoferina în conformația deschisă  

 

  
Potențialul Electrostatic 

pe Suprafață  

Suprafața de Contur a  

Potențialului Electrostic 

Fig. 3.12. Reprezentarea grafică a distribuției potenţialului electrostatic mapat pe suprafața 

moleculei de apolactoferină în conformația închisă şi deschisă. 
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Analizând rezultatele obţinute de pe urma acestui studiu (Figura 3.12) se poate observa că 

tranziţia de la forma deschisă la forma închisă rezultă în redistribuirea sarcinii negative pe 

suprafaţa moleculei proteice. Astfel, capacitatea de legare a proteinei depinde de proprietățile de 

suprafață ale acesteia, care influențează flexibilitatea proteinei. 

Figura 3.13 reprezintă distribuţia potenţialului electrostatic pe suprafață în centrul activ al 

proteinei din lobul N în forma deschisă, modelat pentru valori ale pH-ului 3,5; 5,0 şi 7,4. Analiza 

rezultatelor obţinute indică asupra faptului că valoarea pH-ului mediului influențează direct 

distribuția potențialului electrostatic pe suprafață. Micşorarea pH-ului mediului va contribui la 

extinderea regiunilor cu sarcină pozitivă pe suprafața proteinei, inducând respingerea 

electrostatică între reziduurile aminoacizilor inclusiv şi a celor din centrii activi ai proteinei, 

provocând deschiderea lobului N şi eliberarea ionului de fier. 

 

   
 

pH 3,5                                    pH 5,0                                   pH 7,4 

 

Fig. 3.13. Reprezentarea grafică a distribuţiei potenţialului electrostatic pe suprafață,  

în funcție de pH, în centrul activ din lobul N al proteinei în forma deschisă. 

 

3.8. Caracterizarea spectrală a lactoferinei umane în domeniul IR 

Spectroscopia în infraroșu cu transformata Fourier (FTIR) este o metodă experimentală 

utilizată pentru caracterizarea structurală a polipeptidelor și a proteinelor, atât în soluție cât și în 

stare cristalină. Această tehnică poate fi utilizată pentru cercetarea structurilor secundare 

(structurile α-helix, β-pliate, etc.) din componența proteinelor dar și pentru identificarea 

resturilor de aminoacizi ai moleculei proteice ce determină rolul biologic al proteinei. 

Spectroscopia FTIR a fost aplicată pentru caracterizarea conformațională a lactoferinei umane 

saturată cu ioni de fier trivalent (90 %) (complexul Fe(III)-lactoferină umană).  
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Spectrul FTIR înregistrat pentru lactoferina umană în stare cristalină este prezentat în 

Figura 3.14. Spectrul a fost analizat pentru evidențierea aminoacizilor din structura proteică, dar 

și pentru evidențierea structurilor secundare ce determină conformația proteinei. 

 

Fig. 3.14. Spectrul FTIR înregistrat pentru complexul Fe(III)-lactoferină umană. 

 

În Tabelul 3.6 sunt prezentate datele spectrale pentru resturile de aminoacizi din structura 

lactoferinei umane identificate în spectrul FTIR înregistrat. Deși, cele mai proeminente benzi în 

spectrele FTIR sunt cele caracteristice grupării amide primare, secundare și terțiare, totuși, a fost 

posibilă evidențierea prezenței aminoacizilor precum histidina, lizina, tirozina, fenilalanina, 

acidul aspartic, triptofanul, serina și treonina (Tabelul 3.6). Aminoacizii care prezintă un interes 

deosebit sunt histidina, tirozina și acidul aspartic, întrucât aceștia sunt implicați direct în legarea 

ionilor de Fe(III). 

Semnalul înregistrat la 1631,3 cm
-1

 a fost desemnat vibrației de întindere C=C a 

histidinei, peak-ul înregistrat se suprapune cu peak-ul caracteristic benzii grupării amide primare.  

Conform literaturii de specialitate [198], gruparea carboxilică a acidului aspartic prezintă 

un maxim de absorbție în apropierea 1402 cm
-1

, însă poziția peak-ului se deplasează cu +60/-90 

cm
-1

 în prezența cationului metalic. În spectrul FTIR înregistrat pentru lactoferina umană, 

semnalul apare la 1392,5 cm
-1

, fiind deplasat cu 9,5 cm
-1

 de la valoarea indicată în literatură, 

ceea ce demonstrează implicarea grupării carboxil a acidului aspartic în formarea legăturii 

chimice cu ionul de Fe(III). 
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Tabelul 3.6. Frecvențele de vibrație ale resturilor de aminoacizi din structura complexului 

Fe(III)-lactoferină umană, identificate în spectrul FTIR 

Vibrații Numere de undă (cm
-1

) 

Date experimentale Date din literatură [198] 

Histidina, vibrația de întindere C=C din 

inelul imidazol 

Amida primară, vibrația de  

întindere C=O 

1631,3 1631 

 

1690 - 1600 

Lizina, vibrația de deformare NH3
+
 

Amida secundară, vibrația de  

întindere C-N 

1528,9 1526-1527 

1575 - 1480 

Tirozina, vibrația de întindere CC și 

vibrația de deformare C-H din regiunea 

4-metilfenol 

Amida secundară, vibrația de  

întindere C-N 

1516,2 1516-1518 

 

 

1575 - 1480 

Fenilalanina, vibrația de deformare CH2 1447,5 1445-1480 

Acidul aspartic, vibrația de întindere C-O 

din gruparea carboxilică 

1392,5 1402, poziția benzii se 

deplasează cu +60/-90 cm
-1

 

în prezența cationului 

metalic 

Tirozina, vibrația de întindere C-O și CC 

din regiunea 4-metilfenol 

Amida terțiară, vibrația de  

întindere C-N 

1236,3 1235-1270 

 

1301 - 1229 

Tirozina, vibrația de deformare C-OH 

din regiunea 4-metilfenol 

1165,5 1169-1260 

Triptofan, vibrația de întindere NC și 

CC, de deformare C-H din regiunea 

benzopirol 

1067,1 1064 

Serina, vibrația de întindere C-O  980,5 983 

Treonina, vibrația de deformare C-O din 

gruparea carboxilică 

740,8 724-1174 
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În spectrul FTIR înregistrat au fost identificate trei semnale ale tirozinei la 1516,2; 1236,3 

și 1165,5 cm
-1

. Semnalul primar al tirozinei a fost înregistrat la 1516,2 cm
-1

. În literatură [198] se 

specifică că acest semnal este asociat cu starea de protonare a tirozinei, astfel în forma protonată 

semnalul apare la 1516 cm
-1

, iar în forma deprotonată peak-ul se deplasează la 1500 cm
-1

. 

Vibrația din apropierea 1270 cm
-1

 este asociată stării ionizate a tirozinei, pe când peak-ul din 

regiunea 1235-1270 cm
-1

 aparține tirozinei protonate, fiind asociat cu semnalul secundar. Banda 

înregistrată la 1165,5 cm
-1

 este semnalul terțiar al tirozinei, fiind asociat cu vibrația de deformare 

C-OH din regiunea 4-metilfenol. 

Analiza structurilor secundare presupune identificarea benzilor caracteristice grupării 

amide ce leagă aminoacizii din structura proteinei. Cele mai proeminente benzi în spectrele FTIR 

sunt cele caracteristice grupării amide primare (1600-1690 cm
-1

), grupării amide secundare 

(1480-1575 cm
-1

) și grupării amide terțiare (1229-1301 cm
-1

) [198, 199]. În cadrul etapei de 

analiză a structurilor secundare, s-au identificat benzile caracteristice amidelor primare, 

secundare și terțiare în spectrul FTIR înregistrat pentru lactoferina umană (Tabelul 3.7).  

 

Tabelul 3.7. Structurile secundare din molecula complexului Fe(III)-lactoferină umană 

Structura secundară Numere de undă (cm
-1

) 

Date experimentale Date din literatură 

[198, 199] 

 Banda amidei primare (1690 - 1600cm
-1

) 

Structurile de tip foaie β-pliată 1631,3 1623-1641 

Structurile de tip α-helix 1305,2 1648-1657, 1305  

 Banda amidei secundare (1575 - 1480cm
-1

) 

Structurile de tip foaie întoarcere-β (β-turn)
 

1528,9 1528, 1577 

 Banda amidei terțiare (1301 - 1229cm
-1

) 

Structurile de tip foaie β-pliată 1236,3 1235-1270 

 

 

Semnalele înregistrate la 1631,3 cm
-1

, 1528,9 cm
-1

 și 1236,3 cm
-1

 sunt conferite de 

structurile de tip foaie β-pliată și întoarcere-β (Tabelul 3.7). Analiza de grafică moleculară a 

structurii lactoferinei umane, determinată experimental cu ajutorul tehnicii de difracţiei de raze-

X (fișierul 1B0L.pdb), evidențiază prezența structurilor secundare de tip α-helix. Prezența 

structurilor de tip α-helix în spectrul înregistrat poate fi confirmată doar prin semnalul secundar 
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înregistrat la 1305,2 cm
-1

, întrucât semnalul principal caracteristic acestui tip de structuri 

secundare în banda amidei primare de la 1654 cm
-1 

[198] este înglobat în banda structurilor de tip 

β-pliate. 

 

3.9. Concluzii la capitolul 3 

În acest compartiment au fost studiate structura şi proprietățile specifice care determină 

interacţiunea lactoferinei umane cu ionii de Fe(III), prin aplicarea tehnicilor computaţionale și 

experimentale. Pentru realizarea acestui studiu, au fost utilizate structuri din Baza de Date pentru 

Proteine şi pachete de programe de simulare şi analiză: H++ server, PDB2PQR server, APBS și 

VMD. Au fost elaborate o serie de protocoale de cercetare şi caracterizare structurală a 

lactoferinei umane.  

Studiul gradului de similitudine dintre moleculele lactoferinei utilizând metoda de 

aliniere multiplă a secvenţelor a arătat că în general structura moleculei de lactoferină umană 

este bine conservată printre speciile cercetate.  

Modelul de rezoluție înaltă al lactoferinei umane preluat din Banca de Date pentru 

Proteine a fost validat experimental prin metoda de împrăștiere la unghiuri mici cu raze-X.  

Evaluarea valorilor constantelor de aciditate ale resturilor de aminoacizi din structura 

lactoferinei a evidențiat faptul că legarea sau eliberarea ionilor de fier este permisă doar pentru 

anumite stări de protonare ale aminoacizilor din centrii activi ai proteinei implicați în aceste 

procese. Mai mult, a fost subliniată importanța participării argininei din poziția 121 și 210 din 

lobul N al lactoferinei în procesul de închidere / deschidere al proteinei. 

Valoarea pH-ului mediului influențează direct distribuția potențialului electrostatic pe 

suprafață. Micşorarea pH-ului va contribui la extinderea regiunilor cu sarcina pozitivă pe 

suprafața proteinei. Rezultatele obținute conduc la concluzia că extinderea regiunilor de sarcină 

pozitivă pe suprafaţa proteinei va crea respingerea electrostatică între resturile aminoacizilor din 

structura proteinei inclusiv şi a celor din centrii activi, provocând deschiderea lobului şi 

eliberarea ionului de fier. 

Analiza spcetrală în domeniul IR a lactoferinei umane a permis evidențierea structurilor 

secundare α-helix, β-pliate din componența acesteia, care influențează direct mobilitatea 

proteinei. De asemenea, prin spectroscopia FTIR au fost identificați aminoacizii precum 

histidina, tirozina și acidul aspartic, ce determină rolul biologic al proteinei. 
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4. SIMULĂRI DE DINAMICĂ MOLECULARĂ 

Aspectele mecanismului de sinteză a nanoparticulelor pe baza de fier cu participarea 

microorganismelor au fost studiate prin simulare de dinamică moleculară. Această metodă de 

studiu a fost aplicată pe familia de transferine - proteine responsabile de legarea ionilor de fier 

din mediul celular şi transportarea acestora în interiorul celulei microorganismului. Pentru aceste 

studii a fost selectată molecula proteică de lactoferină, membru al familiei de transferine. 

Obiectivul principal al acestui studiu este de a caracteriza comportamentul lactoferinei 

utilizând metoda de simulare de dinamică moleculară. Obiectivul acestui studiu se realizează 

prin elaborarea unui protocol de cercetare pentru studierea structurilor moleculare biologice care 

combină o serie de metode de cercetare şi caracterizare structurală, pregătirea configuraţiei de 

pornire şi crearea sistemului molecular pentru simulare, experimente de simulare de dinamică 

moleculară şi interpretarea datelor obţinute. 

 

4.1. Bazele teoretice ale simulărilor de dinamică moleculară 

Simularea moleculară 

Simularea moleculară constituie un set de instrumente ce îmbină calcule teoretice şi 

tehnici computaţionale utilizate pentru a studia proprietăţile sistemelor moleculare în termeni de 

structură şi interacţiuni la scală microscopică [200]. Aceste metode de studiu pot oferi informaţii 

noi, ce nu sunt accesibile în experimentele de laborator. Simulările computaţionale pot fi 

considerate ca metode experimentale ‖virtuale‖ ce fac legătura între teorie şi experimentele de 

laborator [201, 202]. 

O simulare de dinamică moleculară constă în generarea unei configuraţii de pornire din 

structura moleculară determinată experimental şi simularea condiţiilor ce imită un mediu natural 

pentru această structură moleculară. Calitatea modelului dinamic obținut depinde de calitatea 

configuraţiei de pornire. Prin urmare, dinamica moleculară poate fi utilizată pentru abordarea 

unor întrebări specifice legate de proprietăţile sistemului-model studiat. Simulările de dinamică 

moleculară se referă în primul rând la energia sistemului molecular construit în baza structurii 

studiate. Astfel, etapa iniţială în realizarea unui studiu de modelare moleculară constă în 

descrierea problemei din punct de vedere al relaţiei structură-energie. Teoretic, există două 

modalităţi de studiu a energiei unor astfel de sisteme moleculare şi anume: (I) modelul mecanicii 

moleculare în care se aplică un câmp de forţe pentru calcularea interacţiunilor şi evaluarea 

energiei potenţiale a sistemului în funcţie de coordonatele atomice al modelului molecular; (II) 

modelul mecanicii cuantice ce descrie energia unei molecule în funcţie de interacţiunile între 

nuclee şi electroni descrise de ecuaţia Schrödinger [203, 204]. Principiile mecanicii cuantice sunt 
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mult mai potrivite pentru a descrie dinamica şi proprietăţile sistemelor moleculare [205]. Însă, 

din cauza limitărilor impuse de tehnologia computaţională disponibilă în prezent, este aproape 

imposibil de a cerceta prin metoda mecanicii cuantice sistemele moleculare. Prin urmare, pentru 

cele mai multe sisteme moleculare se va alege metoda mecanicii moleculare care apelează la 

aproximări precum ignorarea descrierii cuantice a electronilor [206, 207]. 

 

Mecanica moleculară 

Mecanica moleculară calculează structura şi energia moleculelor în baza interacţiunilor 

intramoleculare. Această metodă de studiu nu tratează electronii în mod explicit, însă se 

presupune că aceştia se vor regăsi într-o distribuţie optimă odată ce se vor cunoaşte poziţiile 

nucleelor [207]. Această presupunere se bazează pe aproximaţia Born-Openheimer în care se ţine 

cont de faptul că nucleele au masă mult mai mare decât electronii, astfel încât aceştia din urmă 

îşi ajustează instantaneu poziţiile odată cu mişcarea nucleelor [208, 209]. În modelele mecanicii 

moleculare atomii sunt priviţi ca sfere rigide cu raze fixe, obţinute teoretic sau experimental, iar 

legăturile chimice sunt considerate arcuri. Interacţiunile intramoleculare pe care le suferă 

modelul cercetat sunt descrise prin funcţii matematice simple. De exemplu, legea lui Hooke este 

utilizată pentru a urmări interacţiunile între atomii legaţi, iar interacţiunile între atomii nelegaţi 

pot fi uşor descrise de funcţia Lennard-Jones. O simulare de dinamică moleculară a modelelor 

simplificate rezolvă numeric ecuaţia de mişcare a lui Newton, ceea ce face posibilă urmărirea 

fluctuaţiilor structurale pe care le suferă sistemul în timp [210]. 

 

Metoda dinamicii moleculare 

Dinamica moleculară este o metodă de simulare moleculară ce descrie mișcarea 

moleculară şi interacţiunile din sistemul modelat, luând în calcul parametrii precum temperatura, 

presiunea şi interacţiunea cu solventul. Metoda a fost introdusă de către B.J. Alder și T.E. 

Wainwright, în anul 1959 pentru cercetarea sferelor rigide [211]. Simularea de dinamică 

moleculară a proteinelor a fost realizată pentru prima dată de J.A. McCammon, B.R. Gelin și M. 

Karplus în 1977 [202], iar 25 de ani mai târziu premiul Nobel este oferit lui M. Karplus pentru 

elaborarea unor modele pentru sistemele chimice complexe. Simularea de dinamică moleculară a 

proteinelor presupune determinarea energiei potenţiale corespunzătoare conformaţiei proteinei, 

adică calculul energiei potenţiale de interacţiune a atomilor constituenţi ca funcţie de distanţele şi 

unghiurile dintre aceştia. Scopul simulărilor de dinamică moleculară este de a examina 

comportamentul structural al sistemului şi de a lega acest comportament de energia potenţială. 

Această tehnică cere cunoaşterea funcţiei ce exprimă energia potenţială a sistemului în funcţie de 
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coordonatele relative ale atomilor. O importantă caracteristică a simulărilor de dinamică 

moleculară este că aceasta descrie mişcarea individuală a atomilor în timp. Metoda simulării 

dinamicii moleculare generează o traiectorie (configuraţie moleculară ca funcţie a timpului) a 

unui sistem molecular prin integrarea simultană a ecuaţiei de mişcare a lui Newton pentru toţi 

atomii sistemului molecular: 

𝐹𝑖 = 𝑚𝑖
𝜕2𝑟𝑖

𝜕𝑡 2                                                                                                                                 (4.1) 

Vectorul de poziţie în sistemul de coordonate carteziene 𝑟𝑖  este o funcţie de timp 𝑡, iar 𝐹𝑖  este 

forţa exercitată de către atomii sistemului molecular asupra unui atom 𝑖 din sistem. 

În practică, traiectoriile simulărilor de dinamică moleculară nu pot fi obţinute direct din 

ecuaţia de mişcare a lui Newton din cauza lipsei unei soluţii analitice. Cunoscând forţa 𝐹𝑖  şi 

masa 𝑚𝑖  pentru fiecare atom din modelul molecular, întâi se calculează acceleraţia atomului 𝑎𝑖 . 

După care, viteza 𝑣𝑖  se calculează din relaţia: 

𝑎𝑖 =
𝑑𝑣𝑖

𝑑𝑡
                                                                                                                                       (4.2) 

În final, vectorul de poziţie 𝑟𝑖  se calculează din relaţia: 

𝑣𝑖 =
𝑑𝑟𝑖

𝑑𝑡
                                                                                                                                       (4.3) 

Astfel, ecuaţiile de mişcare cuplate sunt rezolvate pas cu pas [212]. Algoritmul dinamicii 

moleculare integrează numeric ecuaţiile de mişcare Newton pentru a genera traiectoriile. Cu 

toate că există unele limitări, în prezent, mai mulţi algoritmi sunt utilizaţi pentru calcularea 

traiectoriilor. 

 

Câmpul de forţe 

Metodele mecanicii moleculare, inclusiv simulările de dinamică moleculară se bazează 

pe aproximarea empirică a câmpului de forţe pentru calcularea interacţiunilor intramoleculare şi 

evaluarea energiilor potenţiale ale sistemului cercetat.  

Un câmp de forţe este o expresie matematică care îmbină funcţii analitice clasice ce 

descriu interacţiunile atomilor din sistemul modelat. Câmpul de forţe este forma analitică a 

potenţialului interatomic 𝑈 𝑟1, 𝑟2,⋯𝑟𝑁 , ce reprezintă energia potenţială a 𝑁 atomi ce 

interacţionează în funcţie de poziţia acestora, 𝑟𝑖  [213]. Câmpurile de forţe sunt calibrate conform 

rezultatelor experimentale şi calculelor cuanto-mecanice pentru modele de compuşi de 

dimensiuni mici. Un câmp de forţe tipic include următoarele tipuri de interacţiuni: 

- întinderea legăturii; 
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- deformarea unghiului de valenţă; 

- torsiunea legăturii; 

- interacţiuni între atomii nelegaţi. 

Ecuaţiile însumate ale acestor interacţiuni precum şi parametrii necesari pentru descrierea 

atomilor şi legăturilor chimice reprezintă câmpul de forţe [214], redat de expresia matematică: 

 

𝑈 =  
1

2
𝑙𝑒𝑔 ă𝑡𝑢𝑟 𝑖

𝑘𝑏 𝑟 − 𝑟0 
2 +   

1

2
𝑢𝑛𝑔 𝑖𝑢𝑟𝑖

𝑘𝑏 𝜃 − 𝜃0 
2  

𝑉𝑛
2

𝑡𝑜𝑟𝑠𝑖𝑢𝑛𝑖

 1 + cos 𝑛𝜙 − 𝛿   

+  𝑉𝑖𝑚𝑝
𝑖𝑚𝑝𝑟𝑜𝑝𝑟𝑖 𝑖

+  4𝜖𝑖𝑗  
𝜎𝑖𝑗

12

𝑟𝑖𝑗
12 −

𝜎𝑖𝑗
6

𝑟𝑖𝑗
6 +

𝐿𝐽

 
𝑞𝑖𝑞𝑗

𝑟𝑖𝑗
𝑒𝑙𝑒𝑐

                        (4.4)  

 

4.2. Procedura simulării de dinamică moleculară 

Configuraţiile de pornire pentru experimentele de simulare de dinamică moleculară sunt 

create în baza structurilor moleculare determinate experimental cu ajutorul tehnicilor de difracţie 

de raze-X şi rezonanţă magnetică nucleară. Pentru acest studiu, fişierele ce conţin coordonatele 

iniţiale ale structurii proteice au fost preluate din Banca de Date pentru Proteine.  

Toate experimentele de simulare de dinamică moleculară din cadrul acestui studiu au fost 

realizate utilizând pachetul de programe GROMACS v4.5 [215-218]. Acest pachet de programe 

rulează în mediul de operare Linux.  

Protocolul procedurii generale de realizare a unui experiment de simulare de dinamică 

moleculară cu pachetul de programe GROMACS include următoarele etape: 

1. evaluarea calității fișierului de structură de tip PDB și generarea fișierelor ce conțin 

coordonatele inițiale ale atomilor din structura proteinei cercetate; 

2. generarea fișierului cu topologia moleculară; 

3. stabilirea condiţiilor periodice de limită; 

4. minimizarea energiei potențiale; 

5. echilibrarea sistemului; 

6. simularea de dinamică moleculară; 

7. analiza traiectoriilor rezultate. 

Fișierele PDB sunt utilizate pentru generarea fișierelor ce conțin coordonatele inițiale 

ale atomilor din structura proteică precum și viteza inițială a acestora. Viteza inițială a atomilor 

este generată aleatoriu astfel încât să se respecte distribuția Maxwell-Boltzmann.  
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Topologia moleculară conține informația despre atomii din sistemul studiat, inclusiv, 

lungimea legăturilor, unghiul legăturilor, masa atomilor, sarcinile parțiale.  

Simulările de dinamică moleculară a sistemelor macromoleculare precum proteinele sau 

acizii nucleici în solvent, necesită impunerea condiţiilor periodice de limită pentru a reduce 

efectul produs de dimensiunea sistemului. Astfel, fișierele de structură inițială și topologie 

moleculară sunt utilizate pentru generarea modelelor computaționale care reprezintă o cutie de 

reacție de formă geometrică cubică, octaedru sau rombic dodecaedru în care se conține sistemul 

molecular studiat și solventul. Dimensiunile cutiei de reacție sunt stabilite reieșind din 

dimensiunea proteinei. 

Minimizarea energiei potențiale se face în scopul de a obține valori minime locale al 

energiei potențiale. Această etapă este necesară pentru eliminarea interacțiunilor de nelegătură de 

natură repulsivă dar și eventualele distorsiuni geometrice ce generează perturbații în câmpul de 

forțe.  

Echilibrarea sistemului este etapa la care ansamblul molecular optimizat este echilibrat în 

vederea uniformizării temperaturii utilizând ansamblul termodinamic izoterm-izocor și 

echilibrarea presiunii prin ansamblul termodinamic izoterm-izobar. Etapa de minimizare a 

energiei sistemului asigură calitatea sistemului modelat în termeni de geometrie și orientarea 

solventului. Însă pentru experimentele de dinamică moleculară a proteinelor în soluție este 

necesară etapa de echilibrare a solventului și ionilor cu proteina cercetată. Pentru experimentele 

de dinamică moleculară în vid această etapă este omisă. 

Simularea de dinamică moleculară propriu-zisă este etapa în care se descrie dinamica și 

interacțiunile din sistemul cercetat, luând în calcul temperatura, presiunea și interacțiunea cu 

solvenții. Înainte de reluarea acestei etape se cunosc coordonatele carteziene, energiile și setul 

inițial de viteze pentru fiecare atom din sistemul cercetat. Asupra sistemului se acționează cu o 

forță într-un interval de timp prestabilit pentru a simula mișcarea sistemului. 

Analiza traiectoriilor rezultate se realizează pentru a evalua modificările apărute în 

sistemul cercetat și pentru a răspunde la întrebările științifice prestabilite [220].  

Experimentele de dinamică moleculară în cadrul acestui studiu au fost realizate pe 

sistemul de operare Linux kernel: Fedora v17 (64-bit). 

 

4.3. Simularea de dinamică moleculară a lactoferinei 

Metodologia simulărilor de dinamică moleculară a fost testată pe sisteme model, în care 

s-a utilizat molecula de lizozimă, și a fost implementată cu succes pe molecula de lactoferină 

umană. Studiul dinamicii moleculare a lactoferinei a fost orientat în două direcţii: (i) cercetarea 
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stabilităţii lactoferinei în diferite conformaţii şi (ii) studierea rolului unor resturi de aminoacizi 

din apropierea sferei de coordinare a ionilor metalului din centrul activ al lactoferinei.  

Modelele de difracţie de raze-X, de rezoluţie înaltă, ale moleculelor de apolactoferină 

(1LFH.pdb [221]) şi hololactoferină (1B0L.pdb [171]) au fost utilizate pentru generarea 

configuraţiilor de pornire în experimentele de simulare. Structura hololactoferinei a fost validată 

anterior (capitolul 3). Aceste două modele proteice au fost întâi rafinate prin eliminarea tuturor 

moleculelor de apă. Atomii ce lipseau din structura resturilor aminoacizilor, arginina din poziția 

86 (Arg-86) şi glutamina din poziția 418 (Gln-418), ai moleculei de hololactoferină au fost 

reconstruiţi cu ajutorul aplicaţiei Swiss-PdbViewer [222]. În continuare, fişierul cu informaţia de 

structură a hololactoferinei a fost folosit pentru generarea a două structuri adiţionale: 

conformaţia închisă a apolactoferinei și lactoferina în conformaţia închisă ce conţine doi ioni de 

carbonat. Cele patru modele de lactoferină au fost utilizate pentru experimentele de dinamică 

moleculară. Sistemele simulate sunt prezentate în Tabelul 4.1. 

 

Tabelul 4.1. Sumarul simulărilor de dinamică moleculară realizate pentru evaluarea  

stabilităţii lactoferinei în diferite conformaţii 

Modelul simulat Compoziţia modelului Durata simulării 

S1 Apolactoferina în conformaţia deschisă 5 ns 

S2 Apolactoferina în conformaţia închisă 5 ns 

S3 Apolactoferina în conformaţia închisă + 2 CO3
2- 

5 ns 

S4 Hololactoferina 5 ns 

 

În cadrul etapei de evaluare a stării de protonare a aminoacizilor din lobul N al 

lactoferinei prin metoda de calcul a pKa realizată în capitolul 3 a fost subliniată implicarea 

argininei din pozițiile 121 (Arg-121) și 210 (Arg-210) în procesul de închidere și deschidere al 

lobului N al proteinei. Aminoacizii Arg-121 și Arg-210 fac parte din sfera a doua de coordinare a 

ionului de Fe(III) în centrul activ al proteinei. Astfel, pentru a evalua rolul acestor două arginine 

în procesul de legare a ionului de Fe(III) au fost create două modele adiționale: hololactoferina 

din structura căreia a fost îndepărtată arginina din poziția 121 și hololactoferina fără arginina din 

poziția 210. Tabelul 4.2 prezintă sumarul experimentelor de dinamică moleculară realizate în 

cadrul acestui studiu. 

Programul PDB2PQR Server [223, 224] a fost utilizat pentru a desemna starea de 

protonare a tuturor resturilor de aminoacizi din structura proteică a modelului simulat, 
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corespunzătoare pH-ului fiziologic de 7,4. Câmpul de forţe OPLS-AA (Optimized Potential for 

Liquid Simulations [225]) a fost utilizat pentru construirea topologiei proteinei.  

Sistemele modelate pentru experimentele de dinamică moleculară conțin ioni ce nu sunt 

definiți în câmpurile de forțe ale pachetului de programe GROMACS. Astfel, sarcinile atomice 

ale ionului de carbonat au fost preluaţi din literatură [226]. Parametrii potenţialului Lennard-

Jones ai ionilor de Fe(III) în soluţie au fost preluaţi din literatură [227]. 

 

Tabelul 4.2. Sumarul simulărilor de dinamică moleculară realizate pentru evaluarea rolului  

unor resturi de aminoacizi din structura proteică 

Modelul simulat Compoziţia modelului Durata simulării 

S4 Hololactoferina 5 ns 

S5 Hololactoferina fără Arg-121 5 ns 

S6 Hololactoferina fără Arg-210 5 ns 

 

Iniţial, modelul proteinei a fost plasat într-o celulă de reacţie de formă cubică. Celula a 

fost setată astfel încât să aibă 10 Å profunzime în jurul proteinei. Condiţiile periodice de limită 

au fost aplicate în toate direcţiile celulei de reacţie. Ulterior, cutia de reacţie a fost umplută cu 

molecule de apă modelate de funcţia TIP3P [228], iar pentru neutralizarea sarcinii electrice în 

sistemul creat s-au adăugat ioni de clor. Figura 4.1 prezintă imaginea sistemului obţinut. După 

care a urmat minimizarea energiei potenţiale a sistemului timp de 100 picosecunde (ps) folosind 

algoritmul steepest descent.  

Pentru a stabiliza temperatura întregului sistem, după etapa de minimizare, acesta a fost 

echilibrat timp de 500 ps folosind ansamblul termodinamic izoterm-izocor NVT (număr constant 

de atomi, N, volum constant, V şi temperatură constantă, T). Temperatura a fost menținută 

constantă prin utilizarea termostatului Berendsen. 

Stabilizarea presiunii s-a realizat prin echilibrare sistemului timp de 500 ps folosind 

ansamblul termodinamic izoterm-izobar NPT (număr constant de atomi, N, presiune constantă, P 

şi temperatură constantă, T). Presiunea a fost menţinută constantă prin utilizarea barostatului 

Parinello-Rhaman [229]. După care au urmat simulările de dinamică moleculară propriu-zise. 

Distanţa cutoff pentru interacţiunile van der Waals a fost de 14 Å. Calculul forţelor 

electrostatice îndepărtate a fost realizat prin metoda PME (particle-mesh Ewald) cu dimensiunile 

nodurilor de 1 Å. În timpul simulării lungimea legăturilor a fost constrânsă cu algoritmul LINCS 

(Linear Constraint Solver [230]). Simulările de dinamică moleculară s-au desfăşurat la 

temperatura de 300 K şi lungimea traiectoriilor rezultate a fost de 5 ns pentru fiecare model 
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molecular. Traiectoria sistemelor simulate a fost analizată pentru atomii de carbon Cα, care 

constituie primul atom de carbon atașat de gruparea funcțională din structura aminoacidului. 

Timpul total dedicat experimentelor de dinamică moleculară este prezentat în Tabelul 4.3. 

Analiza simulărilor s-a realizat cu programele GROMACS şi VMD. Reprezentările grafice au 

fost produse cu programul VMD. 

 

Fig. 4.1. Reprezentarea grafică a modelului de lactoferină în celula de reacţie cu apă. 

 

Tabelul 4.3. Timpul de calcul dedicat experimentelor de dinamică moleculară 

Sistemul 

modelat 
S1 S2 S3 S4 S5 S6 

Timpul de 

calcul 
60h 49min 64h 22min 56h 43min 55h 52min 62h 13min 59h 31min 

 

4.4. Evaluarea calității experimentelor de dinamică moleculară 

Procedura generală de realizare a experimentelor de simulare de dinamică moleculară 

poate fi divizată în trei etape generale: prima este pregătirea configuraţiei de pornire şi crearea 

sistemului molecular pentru simulare, minimizarea energiei şi echilibrarea, a doua este însăşi 

rularea simulării şi producerea traiectoriei, iar a treia este analiza traiectoriilor şi interpretarea 

datelor obţinute. Ultima etapă poate fi divizată în alte trei subetape:  

- verificarea calităţii experimentelor de dinamică moleculară. În această etapă se verifică 

evoluţia în timp a energiei potenţiale, temperatura, presiunea şi densitatea sistemului; 
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- realizarea analizelor menite să răspundă la întrebările ştiinţifice propuse pentru 

desfășurarea simulării de dinamică moleculară; 

- analiza comparativă a rezultatelor obţinute din mai multe simulări pentru evaluarea 

complexă a problemei cercetate. 

Verificarea calității experimentelor de dinamică moleculară se realizează la diferite etape 

ale experimentului de simulare de dinamică moleculară.  

Astfel, evaluarea calitativă a rezultatului obținut din etapa de minimizare a energiei 

sistemului modelat se realizează prin verificarea energiei potențiale, ale cărei valori trebuie sa fie 

negative și de ordinul 10
5
-10

6
 (în dependență de mărimea sistemului modelat și de numărul de 

molecule de apă). Figura 4.2 prezintă ca exemplu evoluția minimizării energiei potențiale în 

sistemul modelat S1. Calitatea modelelor computaționale și deci implicit și a etapei de 

echilibrare a temperaturii sistemelor modelate a fost testată prin verificarea evoluției temperaturii 

sistemului (Figura 4.3). 

 

Fig. 4.2. Evoluția minimizării energiei potențiale în sistemul modelat S1. 

 

 

Fig. 4.3. Temperatura versus timpul de simulare pentru modelul S1. 
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Calitatea etapei de echilibrarea a presiunii în sistemele modelate a fost testată prin 

verificarea cu atenție a evoluției presiunii sistemelor modelate (Figura 4.4), dar și prin verificarea 

densității (Figura 4.5). 

 

 

Fig. 4.4. Presiunea versus timpul de simulare pentru modelul S1. 

 

 

 

Fig. 4.5. Densitatea versus timpul de simulare pentru modelul S1. 

 

După fiecare etapă de echilibrare realizată în cadrul experimentelor de dinamică 

moleculară, parametrii precum energia potențială, temperatura, presiunea și densitatea prezintă 

valori stabile. O concordanță excelentă a fost găsită între densitatea sistemelor modelate și 

densitatea apei după aplicarea etapelor de echilibrare.  

Valorile medii ale parametrilor esențiali ai sistemelor modelate, stabiliți prin proceduri de 

minimizare și echilibrare ale sistemelor studiate sunt prezentate în Tabelul 4.4. Sistemele 

modelate echilibrate din punct de vedere energetic dar și optimizate geometric în continuare au 

fost utilizate pentru rularea simulărilor de dinamică moleculară propiu-zise. 
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Tabelul 4.4. Valorile medii ale parametrilor esențiali ai sistemelor modelate,  

stabiliți prin proceduri de minimizare și echilibrare 

Sistemul 

modelat 

Energia 

potențială, kJ/mol 

Temperatura, 

K 

Presiunea, 

bar 

Densitatea, 

kg/m
3 

S1 -2604400 299,907 1,04271 1007,61 

S2 -2519410 299,904 1,02411 1008,30 

S3 -2495210 299,916 1,02478 1008,40 

S4 -2515200 299,905 1,02467 1008,80 

S5 -2524950 299,919 1,00756 1008,69 

S6 -2504270 299,920 1,02423 1008,65 

 

 

4.5. Evaluarea stabilităţii lactoferinei în diferite conformaţii  

Experimentele de simulare de dinamică moleculară au fost realizate în scopul evaluării 

stabilităţii moleculei proteice de lactoferină în patru conformaţii: apolactoferina deschisă, 

apolactoferina închisă, apolactoferina în conformaţia închisă + 2CO3
2-

 şi hololactoferina 

(lactoferina în conformația închisă + 2CO3
2-

 + 2Fe
3+

). În continuare ne vom referi la aceste 

sisteme ca S1, S2, S3, S4, după cum este indicat în Tabelul 4.1.  

Analiza comparativă a comportamentului proteinelor la nivel unimolecular a fost 

realizată cu ajutorul pachetelor de programe GROMACS, XmGrace şi VMD.  

Prima etapă în evaluarea experimentelor de dinamică moleculară constă în verificarea 

caracterului compact al structurii proteice din sistemul simulat. La această etapă s-a verificat 

evoluția razei de girație a proteinei în sistem de-a lungul timpului de simulare. Raza de girație 

este un parametru ce descrie conformația proteinei și este definită ca distanța pătratică medie a 

constituenților masici ai proteinei față de centrul de masă: 

𝑅𝑔 =  
  𝑟𝑖 

2𝑚 𝑖𝑖

 𝑚 𝑖𝑖
 

1

2
                                                                                                                  (4.5) 

unde, parametrul mi este masa atomului i, iar ri este poziția atomului i față de centrul de masă a 

moleculei proteice.  

Evoluția fluctuațiilor valorilor razei de girație a lactoferinei, în cele patru sisteme 

modelate, a fost evaluată pe toată perioada de simulare. Din Figura 4.6 se observă că cele mai 

pronunțate modificări ale conformației suportă lactoferina din sistemul S2 și S4.  
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Fig. 4.6. Raza de girație a lactoferinei versus timpul de simulare a  

sistemelor S1, S2, S3 și S4. 

 

În continuare, sistemele modelate au fost caracterizate din punct de vedere energetic 

utilizând pachetul de programe GROMACS. Contribuțiile energetice la valoarea energiei totale 

ale sistemelor simulate sunt prezentate în Tabelul 4.5. 

 

Tabelul 4.5. Caracteristicile energetice ale sistemelor modelate 

Sistemele 

modelate 

Energia potențială, 

kJ/mol 

Energia cinetică, 

kJ/mol 

Energia totală, 

kJ/mol 

S1 -2204160 411202 -1792950 

S2 -2124100 396226 -1727880 

S3 -2125400 396249 -1729150 

S4 -2134180 396235 -1737950 

 

Următoarea etapă de analiză a rezultatelor simulărilor de dinamică moleculară constă în 

evaluarea traiectoriilor obținute. Traiectoria sistemelor pe parcursul etapei de simulare de 

dinamică moleculară a fost analizată prin intermediul evoluţiei devierii medii pătratice pentru 

atomii de carbon Cα (Figura 4.7). Devierea medie pătratică (RMSD) este utilizată în analiza 

simulărilor de dinamică moleculară pentru a măsura distanța medie dintre atomii din structura 

proteică utilizând ca referință structura inițială a proteinei din sistemul simulat. Pachetul de 

programe GROMACS calculează RMSD-ul după ecuația matematică: 

𝑅𝑀𝑆𝐷 𝑡1, 𝑡2 =  
1

𝑀
 𝑚𝑖 𝑟𝑖 𝑡1 − 𝑟𝑖 𝑡2  

2𝑁
𝑖=1  

1

2
                                                                      (4.6) 
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unde 𝑀 =  𝑚𝑖
𝑁
𝑖=1  ,  

ar 𝑟𝑖 𝑡1  este poziția atomului i în timpul t.  

Analiza RMSD este aplicată în determinarea tranziţiilor structurale ale secvenţelor 

proteice de-a lungul simulărilor de dinamică moleculară. Curbele RMSD-ului calculate pentru 

molecula proteică în toate patru sisteme au prezentat diferenţieri. Analizând graficul prezentat în 

Figura 4.7 se poate observa că valorile RMSD cresc brusc în primele 100 ps ale simulării în toate 

patru sisteme cercetate, atingând valori de 1,5-2,0 Å. Pe perioada întregii simulări valorile 

RMSD prezintă fluctuaţii cu valori maxime cuprinse între 2,5-3,8 Å. 

 

 

Fig. 4.7. Evoluţia devierii medii pătratice (RMSD) ale atomilor Cα din structura lactoferinei 

pe întreaga perioadă a simulării de dinamică moleculară, pentru sistemele studiate. 

 

Reieşind din graficul din Figura 4.7 sistemul S3 prezintă cele mai mici fluctuaţii indicând 

că această conformaţie este şi cea mai stabilă dintre cele patru cercetate. Interesant este faptul că 

S1 şi S2 diferă în evoluţia RMSD-ului de-a lungul simulării, apolactoferina în forma deschisă 

fluctuează mai mult decât apolactoferina în forma închisă.  

O imagine mai detaliată despre comportamentul moleculelor de lactoferină în sistemele 

studiate poate fi obţinută prin intermediul analizei evoluţiei fluctuaţiilor medii pătratice ale 

atomilor Cα (Figura 4.8). Fluctuațiile medii pătratice (RMSF) sunt devierile standard ale 

pozițiilor atomice din structura proteică simulată în comparație cu pozițiile atomice din structura 

proteică de referință. Analiza RMSF permite evaluarea mai detaliată a porțiunilor flexibile din 

structura proteinei. Rezultatele obţinute corespund observaţiilor ce au reieşit din analiza evoluţiei 

RMSD. Sistemul S4 în care se conţine hololactoferina (lactoferina saturată cu ioni de fier (III)) 

suferă cele mai notabile fluctuaţii.  
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Fig. 4.8. Evoluţia fluctuaţiilor medii pătratice (RMSF) ale atomilor Cα din structura 

lactoferinei pe întreaga perioadă a simulării de dinamică moleculară ale celor patru sisteme: 

(a) pentru aminoacizii din pozițiile 1-350 în structura lactoferinei, 

(b) pentru aminoacizii din pozițiile 350-690 în structura lactoferinei. 

 

Aria suprafeței accesibilă solventului este definită ca aria pe care centrul unei molecule 

de solvent o generează de-a lungul contactului cu molecula proteică. Mișcarea proteinelor în 

soluție este strâns legată de aria de suprafața. Astfel, analiza fluctuațiilor ariei suprafeţei 

accesibilă solventului în timpul simulărilor de dinamică moleculară oferă informaţie adiţională 

asupra flexibilităţii structurale ale proteinei. Graficul ariei suprafeței accesibilă solventului 

(SASA) versus timpul de simulare (Figura 4.9) oferă o informaţie diferită decât rezultatele 

RMSD şi RMSF. S-a identificat că sistemul S2 (apolactoferina în conformaţia închisă) suferă 

cele mai mari fluctuaţii. Această observaţie sugerează ideea că apolactoferina în conformaţia 

închisă este cel mai puţin stabilă, astfel rearanjarea conformaţională locală este necesară pentru 

stabilizarea moleculei. Metoda de analiză a ariei de suprafață accesibilă solventului a fost 

utilizată pentru determinarea suprafeței proteice hidrofobe expuse la solvent. Astfel, suprafața 

hidrofobă accesibilă solventului constituie 15926 Å
2
 în sistemul S4, 15692 Å

2
 în sistemul S3 și 
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15451 Å
2
 în sistemul S2. Eliberarea ionilor de Fe(III) precum și a ionilor de carbonat rezultă în 

modificări ale comportamentului lactoferinei în mediul apos. Legăturile de hidrogen stabilite 

între aminoacizii lactoferinei în conformația închisă se desfac în timpul tranziției spre 

conformația deschisă, în consecință resturile de aminoacizi interacționează cu moleculele de apă. 

 

Fig. 4.9. Evoluţia ariei suprafeţei accesibilă solventului (SASA) calculate pentru  

traiectorii de 5 ns ale celor patru sisteme cercetate. 

 

În cadrul acestei etape a fost evaluată aria suprafeței accesibilă solventului per reziduu 

pentru aminoacizii cheie ai lactoferinei în sistemele simulate. În acest sens au fost analizate 

resturi ale aminoacizilor din sfera de coordinare primară: acidul aspartic din poziția 60 și 395, 

tirozina din poziția 92, 192, 435 și 528, histidina din poziția 253 și 597. Rezultatele acestei 

evaluări sunt indicate în Tabelul 4.6.  

 

Tabelul 4.6. Aria suprafeței accesibilă solventului per rest de aminoacid (Å
2
) 

Resturi ale 

aminoacizilor 

S1 S2 S3 S4 

Asp-60 198,198 215,690 222,150 209,461 

Tyr-92 279,695 281,239 304,552 292,524 

Tyr-192 294,033 302,849 289,500 318,465 

His-253 240,508 249,887 264,988 249,240 

Asp-395 218,708 224,465 211,776 222,664 

Tyr-435 277,937 296,674 290,257 260,346 

Tyr-528 293,928 292,190 282,324 294,777 

His-597 244,137 255,033 252,342 247,203 
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Pentru a obține o informație mai exactă despre modificările pe care le suferă aminoacizii 

din sfera de coordinare primară din sistemele supuse simulărilor de dinamică moleculară, au fost 

examinate distanțele dintre aminoacizii cheie. Distanțele dintre aminoacizi de-a lungul 

simulărilor au fost extrase din traiectoriile structurilor simulate, cu pachetul de programe VMD. 

În Figura 4.10 se exemplifică evoluția distanțelor dintre resturile aminoacizilor Arg-121:Tyr-92, 

Arg-121:Tyr-192, His-253:Asp-60 și Tyr-92:Asp-60 de-a lungul simulărilor de dinamică 

moleculară. 

  

(A) (B) 

  

(C) (D) 

Fig. 4.10. Evoluția distanței dintre resturile aminoacizilor: (A) arginina din poziția 121 și 

tirozina 92; (B) arginina din poziția 121 și tirozina 192; (C) histidina din poziția 253 și acidul 

aspartic 60; (D) tirozina din poziția 92 și acidul aspartic 60. 
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Din Figura 4.10 se observă că absența fierului în sistem nu induce modificări vizibile în 

conformația proteinei, pe când absența ionilor de carbonat induce distanțarea resturilor de 

aminoacizi, ca rezultat lobul proteinei se deschide. Această observație este confirmată de 

evoluția distanței dintre seturile de aminoacizi Arg-121:Tyr-92 și Arg-121:Tyr-192 în sistemul 

S2, care după 3 ns ajunge să se suprapună cu evoluția distanțelor acestor seturi de aminoacizi în 

conformația deschisă a proteinei din sistemului S1. Compararea distanțelor înregistrate pentru 

seturile de aminoacizi din sfera primară de coordinare și cea secundară susține observația expusă 

anterior. Cele mai notabile distanțări se petrec între seturile de aminoacizi precum Tyr-90 și Asp-

60, Tyr-192 și Asp-60, Tyr-192 și Arg-121, His-253 și Asp-60, His-253 și Tyr-92 variind între 

1,9 și 4,0 Å. Astfel, eliberarea ionilor de carbonat din structura proteinei induce tranziția 

structurală de la forma închisă spre forma deschisă a lactoferinei. 

 

4.6. Evaluarea rolului unor resturi de aminoacizi din structura proteică 

Centrul activ al lactoferinei este constituit din resturile a patru aminoacizi: acidul aspartic, 

două molecule de tirozină și histidina. Acești aminoacizi formează sfera de coordinare primară a 

ionului de Fe(III). Aminoacizii din sfera de coordinare secundară influențează indirect fixarea 

ionilor de Fe(III), prin legăturile de hidrogen pe care le formează cu aminoacizii liganzi. În 

capitolul 3, în cadrul etapei de evaluare a stării de protonare a aminoacizilor din lobul N al 

lactoferinei, a fost evidențiată implicarea indirectă a argininei din pozițiile 121 și 210 în procesul 

de legare a ionilor de Fe(III). Arg-121 și Arg-210 fac parte din sfera a doua de coordinare a 

ionului de Fe(III) în centrul activ al proteinei. Astfel, pentru a evalua rolul argininei, din cele 

două poziții ale secvenței proteice, în procesul de legare a ionului de Fe(III), a fost aplicată 

metoda de simulare de dinamică moleculară. Specificațiile sistemelor simulate sunt prezentate în 

Tabelul 4.2. Analiza contribuțiilor energetice la valoarea energie totale ale sistemelor simulate 

nu a evidențiat modificări semnificative (Tabelul 4.7). 

 

 

Tabelul 4.7. Caracteristicile energetice ale sistemelor modelate 

Sistemele 

modelate 

Energia potențială, 

kJ/mol 

Energia cinetică, 

kJ/mol 

Energia totală, 

kJ/mol 

S4 -2134180 396235 -1737950 

S5 -2133350 396146 -1737200 

S6 -2133530 396162 -1737360 
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În continuare a fost aplicată analiza RMSD pentru determinarea tranziţiilor structurale ale 

secvenţelor lactoferinei de-a lungul simulărilor de dinamică moleculară realizate în cadrul acestei 

etape de studiu. Suprapunerea curbelor RMSD ale sistemelor simulate este prezentată în Figura 

4.11. Din analiza comparativă a evoluției RMSD-ului pentru lactoferina din cele trei sisteme 

modelate (S4, S5 și S6) se observă că absența argininei din poziția 121 (S5), cât și a celei din 

poziția 210 (S6) induce modificări ale conformației închise a lactoferinei în primele 3 ns de 

simulare, urmând stabilizarea conformației structurale în ultimele 2 ns. Modificările structurale 

ale conformației lactoferinei au fost observate și din analiza comparativă a evoluției fluctuațiilor 

medii pătratice, RMSF, prezentate în Figura 4.12.  

Cele mai notabile fluctuații au fost înregistrate în lobul N al lactoferinei din sistemul S6. 

Mutația argininei din poziția 210 cauzează o restructurare locală a aminoacizilor din lobul N. 

Datele experimentale prezentate în literatura de specialitate arată că mutația argininei din poziția 

210 induce restructurări conformaționale locale, astfel încât lizina din poziția 301 își schimbă 

conformația pentru a ocupa locul din care lipsește arginina 210, interacționând cu aminoacizii 

din sfera primară de coordinare, tirozinele din poziția 92 și 192 [231]. 

 

Fig. 4.11. Evoluţia devierii medii pătratice (RMSD) ale atomilor Cα din structura lactoferinei 

pentru traiectorii de 5 ns ale sistemelor S4, S5 și S6. 

 

Analiza SASA a fost efectuată pentru a obține informaţii despre fluctuaţiile ce au loc la 

suprafaţa proteinei. În Figura 4.13 se observă că lactoferina din sistemul S5 prezintă modificări 

la suprafață pe parcursul timpului de calcul. Aceste modificări sunt asociate cu restructurarea 

conformației lactoferinei în decursul tranziției de la forma închisă spre forma deschisă a lobului 

N, indusă de absența argininei din poziția 121. Datele prezentate în literatura de specialitate 

[232] arată că arginina din poziția 121 este responsabilă de fixarea ionului de carbonat pe centrul 

activ al lobului N al lactoferinei.  
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Fig. 4.12. Evoluţia fluctuaţiilor medii pătratice (RMSF) ale atomilor Cα din structura 

lactoferinei pentru traiectorii de 5 ns ale sistemelor S4, S5 și S6: 

(a) pentru aminoacizii din pozițiile 1-350 în structura lactoferinei, 

(b) pentru aminoacizii din pozițiile 350-690 în structura lactoferinei. 

 

 

 

Fig. 4.13. Evoluţia ariei suprafeţei accesibile solventului (SASA) calculate pentru  

traiectorii de 5 ns ale sistemelor S4, S5 și S6. 
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Din experimentele de simulare de dinamică moleculară, s-a stabilit că mutația argininei 

din poziția 121 cauzează deplasarea ionului de carbonat în centrul activ al proteinei rezultând în 

destabilizarea structurală a conformației lactoferinei.  

Prin aplicarea tehnicii de simulare de dinamică moleculară au fost aduse dovezi 

suplimentare despre comportamentul lactoferinei și mecanismul de interacțiune cu ionii de 

Fe(III). Rezultatele simulărilor de dinamică moleculară și calculele constantelor de aciditate ale 

aminoacizilor, împreună cu datele din literatură, sugerează mecanismul de legare a ionului de 

Fe(III) în centrul activ al lobului N al lactoferinei umane, prin reacția de complexare dintre 

aminoacizii histidină (His-253), acid aspartic (Asp-60) și tirozină (Tyr-92 și Tyr-192), și ionul de 

carbonat stabilizat de arginină (Arg-121) (Figura 4.14).  
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Fig. 4.14. Reprezentarea schematică a procesului de legare a ionului de Fe(III) în centrul activ al 

lobului N al lactoferinei umane, prin reacția de complexare. 
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Analiza SASA a fost aplicată pentru evaluarea resturilor de aminoacizi din sfera primară 

de coordinare a ionului metalic, rezultatele obținute sunt prezentate în Tabelul 4.8. 

 

Tabelul 4.8. Aria suprafeței accesibilă solventului (SASA) per rest de aminoacid (Å
2
) 

Resturi ale  

aminoacizilor 

S4 S5 S6 

Asp-60 209,461 220,077 218,000 

Tyr-92 292,524 293,462 285,682 

Tyr-192 318,465 290,438 298,128 

His-253 249,240 274,424 278,011 

Asp-395 222,664 213,375 214,460 

Tyr-435 260,346 292,614 289,311 

Tyr-528 294,777 284,354 313,23 

His-597 247,203 260,219 243,803 

 

 

4.7. Concluzii la capitolul 4 

În acest compartiment, a fost propusă cercetarea stabilităţii lactoferinei în diferite 

conformaţii şi evaluarea rolului argininei din pozițiile 121 și 210 în procesul de legare a ionilor 

de Fe(III), prin aplicarea metodei de simulare de dinamică moleculară. Pentru realizarea acestui 

studiu au fost utilizate structuri din Banca de Date pentru Proteine şi pachete de programe de 

simulare şi analiză: GROMACS, VMD, XmGrace. 

Analiza comparativă a rezultatelor obținute relevă că absența fierului în sistem nu induce 

modificări vizibile în conformația proteinei, pe când absența ionilor de carbonat induce 

distanțarea resturilor de aminoacizi, ca rezultat lobul N al lactoferinei se deschide. Eliberarea 

ionilor de carbonat din structura proteinei induce tranziția structurală de la forma închisă spre 

forma deschisă a lactoferinei. Astfel, prin metoda de simulare de dinamică moleculară a fost 

demonstrată importanța participării ionilor de carbonat în procesele de legare și eliberare a 

ionilor de Fe(III). 

Simulările de dinamică moleculară, realizate în scopul evaluării rolului unor resturi de 

aminoacizi din sfera secundară de coordinare, au arătat că mutația argininei din poziția 210 

cauzează o restructurare locală a aminoacizilor din lobul N, pe când mutația argininei din poziția 

121 conduce la restructurarea conformației lactoferinei în decursul tranziției de la forma închisă 
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spre forma deschisă a lobului N. Arginina din poziția 121 este responsabilă de fixarea ionului de 

carbonat pe centrul activ al lobului N al lactoferinei, iar mutația acestui aminoacid în secvența 

proteică cauzează destabilizarea ionului de carbonat în centrul activ al lactoferinei. 

Astfel, prin aplicarea tehnicii de simulare de dinamică moleculară au fost aduse dovezi 

suplimentare despre comportamentul lactoferinei și mecanismul de interacțiune cu ionii de 

Fe(III). Protocolul de cercetare elaborat în cadrul acestei etape se recomandă pentru studierea 

macromoleculelor de tip proteină. 
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CONCLUZII GENERALE ȘI RECOMANDĂRI 

Prezenta teză de doctorat și-a propus studiul aspectelor fizico-chimice și simulări de 

dinamică moleculară ale procesului de sinteză microbiologică a nanoparticulelor de fier cu 

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

Rezultatele originale obținute în cadrul prezentului studiu au permis formularea 

următoarelor concluzii: 

 Au fost cercetaţi factorii operaţionali şi identificate condițiile optime pentru sinteza 

nanoparticulelor de fier (III) în celulele vii ale tulpinii de microalge verzi Dunaliellei 

salina. În acest sens, s-a stabilit că pentru un timp de contact de 45 min procesul de 

sorbţie microbiologică a ionilor de Fe(III) decurge favorabil la un pH de 8,0, pentru 

intervalul de concentraţii de citrat de fier (III) 0,3-2,5 mM în 50 mM HEPES şi 0,35 g/L 

concentraţie a biomasei celulare vii cultivate în mediu deficitar de fier.  

 Procesul de sorbție microbiologică a ionilor de Fe(III) a fost descris cu ajutorul modelelor 

izotermelor de adsorbție Langmuir, Freundlich și Dubinin-Radushkevich. Conform 

rezultatelor de fitare a datelor experimentale cu ecuațiile liniare ale modelelor studiate, 

modelul Freundlich descrie cel mai bine (R
2
=0,9881) procesul de sorbție a ionilor de 

Fe(III) de către microalga Dunaliella salina, în intervalul de concentrații de 0,3-2,5 mM 

citrat de fier (III). 

 Utilizând spectroscopia FTIR, a fost stabilită implicarea grupelor funcţionale ale 

proteinelor şi polizaharidelor, sintetizate de celulele vii ale Dunaliellei salina CNM-AV-

02, în procesul de legare a ionilor de Fe(III). Acest rezultat indică faptul că reacțiile care 

stau la baza procesului de sorbţie microbiologică a ionilor de fier sunt reacţiile de schimb 

ionic şi complexare cu participarea unor structuri moleculare de tip proteină.  

 Studiul mecanismelor procesului de sinteză microbiologică la nivel unimolecular a fost 

realizat prin cercetarea interacțiunii moleculei de lactoferină cu ionii de Fe(III) cu 

aplicarea tehnicilor experimentale și computaţionale. A fost determinată influența unor 

factori, precum starea de protonare a aminoacizilor din sfera de coordinare primară, dar și 

a argininei din poziția 121 și 210, și lizinei din poziția 301 din secvența proteică a 

lactoferinei, asupra procesului de legare ionilor de Fe(III) pe centrul activ al proteinei.  

 Capacitatea lactoferinei de legare a fierului depinde de proprietățile de suprafață ale 

acesteia şi de valoarea pH-ului mediului. Valoarea pH-ului optim ce favorizează 

interacţiunea lactoferinei cu ionii de Fe(III) este de 7,0-8,0.  
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 A fost demonstrată eficiența metodei de simulare de dinamică moleculară în studierea 

proprietăților fizico-chimice ale proteinelor. Prin aplicarea tehnicii de simulare de 

dinamică moleculară au fost aduse dovezi suplimentare despre comportamentul 

lactoferinei și mecanismul de interacțiune cu ionii de Fe(III).  

 Rezultatele demonstrează importanța ionilor de carbonat în stabilizarea centrilor activi pe 

care se leagă ionii de Fe(III). De asemenea, evidențiază că arginina din poziția 121 este 

responsabilă de fixarea ionului de carbonat pe centrul activ al lobului N al lactoferinei, iar 

mutația acestui aminoacid în secvența proteică cauzează deplasarea ionului de carbonat în 

centrul activ al proteinei, rezultând în destabilizarea structurală a conformației 

lactoferinei.  

 

Problema științifică soluționată constă în identificarea mecanismelor ion-moleculare 

care stau la baza procedeului dirijat de sinteză a nanoparticulelor de fier cu utilizarea tulpinii de 

microalge verzi Dunaliella salina CNM-AV-02. 

 

Recomandări practice: 

 Metodologia studiului de sorbţie microbiologică, elaborată în cadrul acestei teze de 

doctorat, se recomandă ca un protocol de cercetare privind testarea microorganismelor 

pentru identificarea capabilității de producere a nanoparticulelor metalice. 

 În cadrul testării capabilității microorganismelor de a sintetiza nanoparticule metalice, se 

recomandă evaluarea factorilor precum timpul de contact, cantitatea de biomasa utilizată, 

valoarea pH-ului inițial, concentraţia iniţială a ionilor metalici în mediu, prezența altor 

specii în mediu, efectul compoziției mediului de cultivare a microorganismelor.  

 Se recomandă utilizarea spectroscopiei în infraroşu în cercetarea biomasei celulare uscate 

pentru identificarea modificărilor biochimice produse în compoziția acesteia la variația 

factorilor de mediu. 

 Protocolul de cercetare pentru realizarea experimentelor de simulare de dinamică 

moleculară, elaborat în cadrul prezentei teze de doctorat, se recomandă pentru studierea 

macromoleculelor de tip proteină. 

Cercetările fundamentale și aplicative derulate în cadrul acestei teze de doctorat oferă 

posibilitatea evaluării capabilității microorganismelor de a sintetiza nanoparticule metalice, dar și 

optimizarea metodelor microbiologice existente pentru modificarea dirijată a parametrilor fizico-

chimici ai nanoparticulelor de interes științific. 
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