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ADNOTARE

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

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

Domeniul de studiu: 144.01. - Chimie fizica

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

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

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

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

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

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

Implementarea rezultatelor stiintifice. Metoda de evaluare a microorganismelor pentru
identificarea capabilitatii de obtinere a nanoparticulelor, la nivel de laborator, a fost testata in
Laboratorul de Ficobiotehnologie, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie ASM.
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Anrena Jlwmsa «PU3MKO-XUMUYECKHE ACIEKThl Mpouecca MHKPOOHOJIOTHYECKOro
CHHTe3a HAHOYACTHI ’Kejle3a» JIuccepTalus JOKTOopa XuMudeckux Hayk, Kummues, 2016.
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3agaum: pa3paboTka METOJUKHM TECTUPOBAHUS MHUKPOOPIaHU3MOB JJISl BBISBJICHUS
CIIOCOOHOCTH IIOJIyYE€HUsI HAHOYACTUL, B JIaOOPATOPHBIX YCIIOBUSX; BBISBICHHE (UZHUKO-
XUMHYECKHX  (aKTOpPOB  BIMSIONIMX HAa  TPOIECC  MHUKPOOMOJIOTHYECKOTO  CHHTE3a;
UCCJIEJOBAaHNE HEKOTOPBIX MPOTEUH yYaCTBYIOLIUX B MPOLIECCE MUKPOOHOIOIMYECKOTO CUHTE3a
HAHOYACTHII JKeJle3a.

Haylmas{ HOBH3HA M OPHUIHMHAJBHOCTL: BHepBbIe ObUIH BBIABICHBI MEXaHU3MBI
mpounecca MI/IKpO6I/IOJIOFPI‘ICCKOFO CHHTC3a HaAHO4YaCTHII. BnepBHe ObUI HCIIOJB30BaH MCTO
pacucTa MOHGKyJ'ISIpHOﬁ JUHaAMHUKHU JJIA HUCCICIOBaHUA MCEXaHU3MOB mnmporecca
MI/IKp06I/IOJ'IOFI/I‘~IeCKOFO CHHTE3a HAHOYACTHI] XKCJIC3a.

PemeHnasi HayyHass mpo0JeMa COCTOMT B BBISBICHHH OCHOBHBIX HOHHO-
MOJICKYJISIPHBIX MEXaHH3MOB MHKPOOMOJOTMYECKOT0 CHHTE3a HAHOYACTHI] JKeJie3a HUCIOJb3Ys
mrtam 3eneHod Bojgopociu Dunaliella salina CNM-AV-02 49TO MO3BOJMT ONTUMHU3UPOBATH
CYIIECTBYIOIINE MUKPOOMOJIOTUIECKUE METO/IbI CHHTE3A.

Teopernueckoe 3HaueHue. [loyueHHbIE PE3yNbTaThl CIIOCOOCTBYIOT PACIIUPEHUIO U
YIIIyONEeHUI0 3HAaHMM O MeXaHM3Max, JIeXKalluX B OCHOBE Ipolecca MUKPOOHOIOrMYECKOro
CHHTE3a HAaHOYACTHIl C UCIOJIb30BaHUEM MHUKpoBojopociel. Takxke B pabore ObLIO J10Ka3aHO
BO3MOXXHOCTh HCIOJIb30BAaHUSI METO/Ia pacyera MOJEKYJISIpHOW JWHAMUKU JAJS UCCIEIOBAaHUS
(bU3UKO-XMMHUYECKUX MPOIIECCOB, MPOUCXOASIINX Ha MOJIEKYJISIPHOM YPOBHE.

IIpakTnyeckasi 3HAYUMOCTH PadoThbl. [IpoBeneHHBIE TPAKTUYECKHE HCCICTOBAHUS
MO3BOJIMJIM pa3paboTaTh METOAMKY OIIEHKH CIOCOOHOCTH MHKPOOPTaHU3MOB CHHTE3UPOBATH
HAHOYACTHIIBI, @ TAKXE€ BO3MOXKHOCTH OINTHMHU3AIUHU CYIIECTBYIOIIMX MHKPOOHOIOTHYECKHUX
METOJIOB JIJIs YIy4IIeHUs (PU3NKO-XUMUYECKUX TTapaMeTPOB HAHOUACTHII.

Hcnonb3oBanue pe3yJibTaTOB MCCIeI0BaHU. MeTOa OLIEHKM MHUKPOOPTaHU3MOB JUIS
BBISIBJICHHUSI CIOCOOHOCTH CHHTE3MPOBATh HAHOYACTHUIIBI, B J1AOOPAaTOPHBIX YCIOBUSX, OBLI
ucnbITad B Jlaboparopun ®@uromukpoduonoruu, Muctutyr MukpoOuonoruu 1 buorexnonoruu
AHM.



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.



LISTA ABREVIERILOR

HEPES acid N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(2-etan sulfonic)
DTT ditiotretiol

SAXS imprastiere la unghiuri mici cu raze-X

PDB baza de date pentru proteine

RMSD devierea medie patratica

RMSF fluctuatiile medii patratice

SASA aria suprafetei accesibila solventului



INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei abordate. Nanotehnologia este un termen general
utilizat pentru a defini tehnologiile moderne elaborate pentru fabricarea dispozitivelor de
dimensiuni nanometrice, capabile si manipuleze materia la nivel atomic si molecular [1]. Tn
ultimele decenii domeniul nanotehnologiilor s-a impus ca un domeniu de mare actualitate cu un
impact revolutionar industrial si social. Acest fapt este confirmat de existenta programelor de
cercetare internationale in domeniul nanotehnologiilor precum Initiativa Nationald 1n
Nanotehnologie (SUA) [2] si Programul Cadru 7 sau Orizont 2020 (Uniunea Europeanad) [3], In
care se pune accent pe dezvoltarea nanotehnologiilor si aplicatiile acestora. Nanomaterialele cu
proprietati magnetice ofera multe avantaje. Datorita proprietatilor structurale si magnetice unice
care se manifestd la scard nanometrica, nanoparticulele magnetice au devenit elemente cheie in
diferite domenii precum fabricatie, mediu, energie si sanatate [4]. O categorie de nanoparticule
de interes major reprezintd nanoparticulele pe baza de fier. Datorita utilizarii acestora intr-0
gama largd de aplicatii precum dispozitive de nregistrare, catalizatori, materiale magnetice,
dispozitive pentru remedierea mediului si fluide cu aplicatii bio-medicale, o atentie deosebita a
fost acordata elaborarii procedeelor de sinteza a nanoparticulelor pe baza de fier [5].

Metoda de sinteza este o componenta importanta in stabilirea domeniului de aplicabilitate
a nanoparticulelor, intrucdt aceasta influenteaza direct proprietatile morfologice, structurale
(marimea si forma particulelor), chimice si magnetice ale nanoparticulelor sintetizate [6, 7].
Astfel, exista un interes continuu indreptat spre elaborarea noilor metode de sinteza a particulelor
de dimensiuni nanometrice. Nanoparticulele pe baza de fier ca si nanoparticulele in general se
pot prepara prin metode fizice, chimice sau biologice [8]. Cele mai utilizate tehnici fizice sau
chimice utilizate pentru sinteza nanoparticulelor pe baza de fier includ condensarea [9], nano-
dispersarea [10], descompunerea termica [11], reducerea chimica [12], sinteza Tn micele inverse
[13] si co-precipitarea [14]. Tehnicile biologice de sinteza a materialelor constau n utilizarea
enzimelor microbiene, agentilor fitochimici cu proprietati oxidante sau reducdtoare, Sau
utilizarea directd a microorganismelor pentru sinteza nanoparticulelor [15-18]. Metodele
biologice reprezinta o categorie aparte, intrucdt acestea ofera posibilitatea de a obtine
nanoparticule ale caror proprietati fizico-chimie sunt compatibile cu proprietatile biochimice ale
mediului celular. Compozitia chimica si proprietatile de suprafata ale acestor nanoparticule sunt
adaptate astfel Incat sa raspundd fortelor biochimice si biomecanice, reactiilor celulare sau
tesuturilor vii [19]. Din acest motiv, nanoparticulele obtinute prin metodele biologice prezinta
interes pentru aplicatiile bio-medicale. Tn cadrul categoriei de tehnici biologice de sinteza se

detaseaza metoda microbiologica, care consta in utilizarea biomasei celulare pentru obtinerea
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particulelor metalice de dimensiuni nanometrice. In ultimii ani asistim la o intensificare a
cercetarilor la nivel international privind sinteza microbiologicd a nanoparticulelor metalice.
Literatura de specialitate abunda de dovezi experimentale ce demonstreaza capabilitatea mai
multor organisme, atat unicelulare cat si pluricelulare, de a sintetiza materiale anorganice, fie
intracelular sau extracelular [20-24]. La nivel national au fost initiate cercetari legate de
obtinerea nanoparticulelor de argint cu utilizarea tulpinii de microalge verzi-albastrii Spirulina
platensis [25, 26]. Tn acest context apare necesitatea de a studia mecanismele care stau la baza
sintezei microbiologice a nanoparticulelor pe baza de fier si evaluarea rolului macromoleculelor
organice de tip proteine participante in cadrul acestor mecanisme. Studierea structurii proteinelor
si a proceselor biochimice ale acestora conduce la o intelegere mai bund a procesului de sinteza
microbiologica a particulelor de dimensiuni nanometrice, ceeca ce va permite imbunatatirea
parametrilor de structurd a nanoparticulelor pentru diferite aplicatii.

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

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

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

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

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

- cercetarea proteinelor implicate in procesul de sinteza microbiologica a
nanoparticulelor pe baza de fier la Dunaliella salina CNM-AV-02 prin metode
experimentale si simuldri de dinamica moleculara pentru stabilirea mecanismelor care
stau la baza procedeului de sinteza dirijata a nanoparticulelor de fier.

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

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

procesele fizico-chimice de acumulare a ionilor de fier.
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Pentru prima data a fost utilizatd metoda de simulare de dinamica moleculara pentru
cercetarea mecanismelor procesului de sinteza a nanoparticulelor pe baza de fier.

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

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

Semnificatia teoreticd. Cunostintele fundamentale obtinute au fost ulterior utilizate
pentru explicarea mecanismelor procesului de sinteza microbiologica a nanoparticulelor pe baza
de fier cu utilizarea microalgelor. De asemenea, a fost demonstratd posibilitatea utilizarii
metodelor de simulare de dinamica moleculara pentru explicarea fenomenelor fizico-chimice ce
se petrec la nivel molecular.

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

Baza metodologica a cercetarilor stiintifice descrisa in prezenta teza de doctorat include
o serie de metode de cercetare si caracterizare structurald a macromoleculelor organice, precum
grafica moleculara, metoda de aliniere multipla a secventelor cu pachetul de programe Visual
Molecular Dynamics, calculele constantelor de aciditate ale resturilor de aminoacizi din structura
proteica prin aplicarea modelului electrostatic continuu Poisson-Boltzmann, calculele
potentialului electrostatic pe suprafatd realizate cu pachetul de programe APBS, metoda de
imprastiere la unghiuri mici cu raze-X, spectroscopia UV-VIS si FTIR. Experimentele de
simulare de dinamica moleculard au fost realizate cu pachetul de programe GROMACS v4.5.
Acest pachet de programe ruleaza in mediul de operare Linux. Fisierele ce contin coordonatele
initiale ale structurii proteice au fost preluate din Banca de Date pentru Proteine.

Rezultate stiintifice principale inaintate spre sustinere:

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

- Elaborarea procedeului de evaluare a procesului de sorbtie microbiologica, fiind
recomandat ca un protocol de cercetare pentru testarea microorganismelor, cu scopul

de a identifica capabilitatea de producere a nanoparticulelor metalice.
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- Determinarea gruparilor functionale ale proteinelor si polizaharidelor, sintetizate de
celulele vii ale Dunaliellei salina CNM-AV-02, implicate in procesul de legare a
ionilor de Fe(l1).

- ldentificarea mecanismelor procesului de sintezi microbiologica la nivel
unimolecular prin cercetarea interactiunii moleculei de lactoferina cu ionii de Fe(lll)
cu aplicarea tehnicilor experimentale si computationale.

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

- Utilizarea metodei de simulare de dinamica molecularda pentru demonstrarea
importantei ionilor de carbonat in stabilizarea centrilor activi responsabili de legarea
ionii de Fe(ll1).

Implementarea rezultatelor stiintifice. Metoda de evaluare a microorganismelor pentru
identificarea capabilitatii de obtinere a nanoparticulelor, la nivel de laborator, a fost testata in
Laboratorul de Ficobiotehnologie, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie ASM (Anexa 1).
obtinerea nanoparticulelor metalice cu o gama larga de aplicatii bio-medicale; (ii) a metodologiei
simularilor de dinamica moleculara adaptata pentru cercetarea interactiunii moleculelor de tip
proteina cu ionii metalici.

Aprobarea rezultatelor. Rezultatele obtinute au fost prezentate la 10 conferinte stiintifice
si publicate in 12 lucrari stiintifice.

In cadrul conferintei ”2nd European Nuclear Physics Conference”, 17-21 Septembrie
2012, Bucuresti, Romania, rezultatele prezentate au fost apreciate cu diplomd pentru cea mai
buna prezentare poster in domeniul Aplicatii ale Fizicii Nucleare.

Consiliul Stiintific al Laboratorului de Fizica a Neutronului ”ILM. Frank” din cadrul
Institutului Unificat pentru Cercetari Nucleare, Dubna, Federatia Rusa a oferit diploma pentru
seria de lucrari efectuate la tema “Biogenic nanoparticles produced by Klebsiella oxytoca for
medical applications structure and properties investigations” (vezi Anexa 2).

Consiliului Stiintific al Institutului Unificat pentru Cercetdri Nucleare, Dubna, Federatia
Rusa a oferit premiul de incurajare in domeniul Cercetarilor in Fizica Experimentald pentru anul
2014 pentru directia 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 obtinute au fost prezentate in cadrul seminarelor stiintifice:
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1. “Molecular dynamics simulations and experimental studies of diferric human
lactoferrin”, Departamentul de Fizica Nucleara, IFIN-HH, Magurele, Bucuresti,
Romania, 13.12.2012;

2. “Molecular Dynamics simulations of human lactoferrin: Insights into the mechanism
of iron binding”, Departamentul de Fizica Nucleara, IFIN-HH, Magurele, Bucuresti,
Romania, 24.04.2013,;

3. ”Molecular Dynamics simulations of the mechanism of iron binding to lactoferrin”,
Institutul de Chimie al Academiei de Stiinte a Moldovei, Chisinau, 03.06.2013.

Sumarul compartimentelor tezei. Lucrarea este structurata in patru capitole principale, Tn
care sunt prezentate notiuni teoretice si contributii proprii ce constau din rezultate obtinute
experimental si teoretic, concluzii generale si recomandari.

In capitolul 1 ”Sinteza microbiologici a nanoparticulelor de fier” se prezintd partea
teoreticd a lucrarii ce vizeaza prezentarea si analiza stadiului actual al cunoasterii in domeniul
sintezei microbiologice a nanoparticulelor pe bazi de fier. In prima parte a acestui capitol, in
rand cu introducerea generald, se prezintd o scurtd introducere in subiectul sintezei
nanoparticulelor. De asemenea, este introdusa o scurtd discutie privind metoda microbiologica,
cu accent pe aspectele fizico-chimice ale mecanismelor, care stau la baza acestei metode. Se
subliniaza importanta studierii mecanismelor ion-moleculare implicate in metoda microbiologica
de sinteza a nanoparticulelor.

Tn capitolul 2 ”Aspectele fizico-chimice ale sintezei microbiologice a nanoparticulelor
de fier” se prezintd metoda de evaluare a capabilitatii microorganismelor de a sintetiza
nanoparticule metalice cu utilizarea tulpinii Dunaliella salina CNM-AV-02.

Microalga verde Dunaliella salina are o selectivitate sporita a sistemului de transport
pentru ionii de Fe(Ill), caracterizat de un proces neobisnuit de acumulare a ionilor de fier din
mediu ce constd din: (I) etapa de legare a fierului din mediu, care ar putea fi atribuita proceselor
de biosorbtie la suprafata celulara; (II) etapa de de transportare a fierului in interiorul celulei, ce
se datoreaza proceselor metabolice din etapa de acumulare. Ambele etape se realizeaza cu
participarea unei proteine, identificatd ca membru al familiei de transferine. Specificitatea
procesului de legare a fierului consta in producerea acestei proteine, de tip transferind, care este
un fenomen deosebit, intrucat in literatura de specialitate nu existd indicatii anterioare despre
plante sau alte specii de alge care sa produca acest tip de proteine. Astfel, celulele microalgei
verzi Dunaliellei salina au fost selectate pentru studierea factorilor esentiali si identificarea
conditiilor optime pentru desfasurarea procesului de acumulare a ionilor de fier si formare a

nanoparticulelor.
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Au fost cercetati factorii ce influenteazd performanta sorbtiei microbiologice a
Dunaliellei. In acest sens a fost urmarit procesul de sorbtie microbiologica a ionilor de fier din
mediul extracelular in functie de factorii operationali responsabili de realizarea procesului de
sorbtie microbiologicd: timpul de contact; cantitatea de biomasa utilizata; pH-ul initial al
solutiei; concentratia initiala a ionilor de fier in mediu; prezenta ionilor de fier in mediul de
cultivare a celulelor; prezenta altor specii in mediu; efectul salinitatii mediului de cultivare.

Procesul de sorbtie microbiologica a ionilor de fier, cercetat in cadrul studiului a fost
descris prin modelele izotermelor de adsorbtiec Langmuir, Freundlich si Dubinin-Radushkevich.
S-a stabilit ca sorbtia ionilor de fier de catre celulele vii ale Dunaliellei salina este bine descrisa
de modelul izotermei Freundlich.

Tn plus, biomasa Dunaliellei salina a fost cercetati prin spectroscopia FTIR, iar
rezultatele acestei analize au permis identificarea reactiilor care stau la baza procesului de
adsorbtie a ionilor de fier, acestea fiind reactiile de schimb ionic si complexare cu participarea
unor structuri moleculare de tip proteine.

Tn capitolul 3 »Studii fizico-chimice ale proteinelor implicate Th procesul de sintezi
microbiologica” se prezintd rezultatele cercetdrilor legate de structura si mecanismul de
interactiune a moleculei proteice de lactoferina cu ionii de fier prin aplicarea tehnicilor
computationale si experimentale.

Mecanismele biochimice si moleculare care stau la baza sintezei microbiologice nu sunt
pe deplin cunoscute, deoarece celulele microorganismelor se comporta in mod diferit fata de
ionii metalelor prezenti in mediul celular, iar procesele metabolice implicate diferd si ele Intre
speciile microorganismelor. Microorganismele sintetizeaza cantitati mari de proteine
responsabile de reducerea ionilor metalici si legarea acestora in mediul extracelular. Studierea
mecanismului interactiunii structurilor proteice cu ionii de fier contribuie la intelegerea si
optimizarea procesului de sinteza microbilogicd a nanoparticulelor de fier. Pentru realizarea
obiectivelor propuse in capitolul 3 a fost selectata molecula de lactoferina.

Lactoferina poseda numeroase functii biologice. Proprietatile biochimice ale lactoferinei
deriva din caracteristicile structurale ale acesteia precum si din functia de baza de legare a ionilor
de fier. Din acest motiv, cercetarea proprietatilor lactoferinei este un domeniu de interes
remarcabil, iar studierea mecanismelor de actiune ale acesteia va contribui la intelegerea
procesului de sinteza microbilogica a nanoparticulelor de fier, dar si la elaborarea unor
metodologii pentru aplicatii biotehnologice in medicina.

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

moleculare biologice care combind o serie de metode de cercetare si caracterizare structurald a
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lactoferinei. Au fost utilizate fisiere de structura preluate din Banca de Date pentru Proteine si
pachete de programe de simulare si analiza: H++ server, PDB2PQR server, APBS si VMD si
tehnici experimentale precum spectroscopia UV-VIS, FTIR si metoda de imprastiere la unghiuri
mici cu raze-X.

Prin metoda de calcul a constantelor de aciditate ale resturilor de aminoacizi din structura
proteinei, s-a aratat ca procesul de legare sau eliberare a ionilor de Fe(lll) de pe centrii activi ai
proteinei este influentat de starea de protonare a aminoacizilor din sfera de coordinare primara,
dar si de arginina din pozitia 121 si 210, si lizina din pozitia 301 din sfera de coordinare
secundara a secventei proteice.

Prin metoda de calcul al potentialului electrostatic pe suprafatd, a fost stabilita
dependenta procesului de modificare a conformatiei lactoferinei de valoarea pH-ului mediului.
S-a aratat cd, micsorarea pH-ului mediului conduce la modificarea potentialului electrostatic pe
suprafata, iar odata cu micsorarea pH-ului mediului fiziologic creste sarcina pozitiva a proteinei.
Extinderea regiunilor de sarcind pozitiva pe suprafata proteinei va crea respingerea electrostatica
intre resturile aminoacizilor, inclusiv si a celor din centrii activi ai proteinei, rezultdind in
deschiderea lobului si eliberarea ionului de fier.

In capitolul 4 ”Simuliri de dinamici moleculari”, au fost studiate aspectele
mecanismului de sinteza a nanoparticulelor pe baza de fier cu participarea microorganismelor
prin tehnica de modelare de dinamica moleculara. Aceasta metoda de studiu a fost aplicata pe
familia de proteine, transferine, ce sunt responsabile de legarea ionilor de fier din mediul celular
si transportarea acestora in interiorul celulei microorganismului. Pentru aceste studii, a fost
selectatda molecula proteica de lactoferina.

Cercetarile realizate in cadrul acestei etape au fost orientate in doud directii i anume:
studierea stabilitatii lactoferinei in diferite conformatii, iar pe de alta parte, evaluarea rolului unor
resturi de aminoacizi din structura proteica din apropierea sferei de coordinare a ionilor metalului
din centrul activ al lactoferinei.

In cadrul capitolului 4, a fost elaborat un protocol de cercetare pentru studierea
structurilor moleculare biologice, care combina o serie de metode de cercetare si caracterizare
structurald, pregartirea configuratiei de pornire si crearea sistemului molecular pentru simulare,
realizarea experimentelor de simulare de dinamica moleculara si interpretarea rezultatelor
obtinute.

Astfel, prin metoda de simulare de dinamicd moleculard, a fost stabilitd importanta

participarii ionilor de carbonat in stabilizarea centrilor activi pe care se leagd ionii de fier.
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Eliberarea ionilor de carbonat din structura proteinei induce tranzitia structuralda de la
conformatia inchisa spre conformatia deschisa a moleculei de lactoferina.

Utilizdnd metoda de simulare de dinamicd moleculara, s-a stabilit cd arginina din pozitia
121 este responsabila de fixarea ionului de carbonat pe centrul activ al lobului N al lactoferinei,
iar mutatia acestui aminoacid in secventa proteica cauzeaza deplasarea ionului de carbonat in
centrul activ al proteinei rezultand in destabilizarea structurald a conformatiei lactoferinei.

Cercetarile realizate In cadrul acestei teze de doctorat au fost efectuate in centrele de
cercetare nationale si internationale precum Institutul de Chimie al Academiei de Stiinte a
Moldovei, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al Academiei de Stiinte a Moldovei,
Institutul Unificat pentru Cercetari Nucleare, Dubna, Federatia Rusa, DESY (Deutsches
Elektronen-Synchrotron) din Hamburg, Germania, Institutului National de Cercetare-Dezvoltare

pentru Fizica si Inginerie Nucleard Horia Hulubei, Magurele, Bucuresti, Roméania.
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1. SINTEZA MICROBIOLOGICA A NANOPARTICULELOR DE FIER

Nanotehnologia este un domeniu multidisciplinar care poate revolutiona un numar mare
de aplicatii 1n diferite arii ale stiintei si tehnologiei. Dezvoltarea continud a acestui domeniu
include si crearea noilor metode de sintezd a materialelor la scara nanometrica (sub 100 nm),
care sa permitd controlul riguros al dimensiunii, dispersitatii, omogenitatii si compozitiei chimice
ale acestor nanostructuri, dar si cercetarea acestora pentru definirea potentialelor aplicatii.
Materialele de dimensiuni nanometrice prezinta interes atat pentru cercetarile fundamentale cat si
pentru cele cu caracter aplicativ. Acest interes se datoreaza fenomenelor si proprietatilor
interesante si uneori neasteptate, care apar la materialele de dimensiuni nanometrice. Aceleasi
materiale la scald nanometrica vor avea o arie a suprafetei mai mare, prin urmare reactivitatea lor
va fi sporitd. De asemenea, la scald nanometrici domind efectele cuantice care influenteaza

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

1.1. Nanoparticulele pe baza de fier si proprietatile acestora

De-a lungul ultimilor ani, nanoparticulele pe baza de fier au constituit subiecte de
cercetare de mare interes datoritd utilizarii acestora intr-o gama largd de aplicatii precum
dispozitive de inregistrare, catalizatori, materiale magnetice, dispozitive pentru remedierea
mediului si fluide cu aplicatii bio-medicale. Este necesar de mentionat cd aceste nanoparticule,
cu o suprafata de acoperire de o compozitie chimica corespunzatoare, sunt un instrument eficient
pentru numeroase aplicatii medicale precum intensificarea contrastului in domeniul de imagistica
prin rezonanta magnetici cu agenti de contrast, tratarea tesuturilor, teste imunologice,
detoxificarea fluidelor biologice, tratamentul cancerului prin hipertermie, transportul
medicamentelor [27-29].

Proprietatile fizice si chimice ale particulelor la scald nanometrica sunt influentate de
forma si dimensiunea acestora [30]. Prin urmare, proprietatile acestora pot fi manipulate prin
varierea marimii lor §i prin adaptarea suprafetei de acoperire.

Dimensiunea particulelor pe bazd de fier constituie un factor decisiv in definirea
proprietatilor magnetice. S-a observat cd in cazul structurilor de dimensiuni nanometrice la
temperaturi suficient de ridicate apare un raspuns superparamagnetic. Astfel, datorita
dimensiunilor nanometrice, particulele de magnetita (Fe3O,) in fluid au o valoare a temperaturii
Curie de 850 K, iar polarizarea aproape completd a spinului are loc la temperatura camerei,
ambele proprietati avand un potential mare de aplicare in producerea nano-dispozitivelor de tip

valva de spin cu magnetorezistenta gigantica [31].
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O categorie aparte a nanotehnologiei o constituie ferofluidele, ce prezinta simultan
proprietatile unui lichid cat si proprietati magnetice ca ale unui solid. Acestea sunt constituite din
nanoparticule coloidale cu proprietati magnetice suspendate intr-un solvent. Ferofluidele constau
din particule pe baza de fier, iar proprietatile acestora sunt influentate de dimensiunea
particulelor, de gradul de dispersare omogena al acestora in mediul lichid dar si de surfactantul
utilizat pentru dispersarea acestora [32].

Nanoparticulele pe baza de oxizi de fier, precum maghemita y-Fe,O3, magnetita Fe3;O4 si
hematitul a-Fe,O3 au fost intens studiate pentru potentiale aplicatii in domeniul ingineriei
medicale. Una dintre cerintele de baza ale aplicatiilor bio-medicale este dimensiunea
nanometrica a particulelor. Aceasta cerinta este justificata de faptul ca dimensiunea nanometrica
este caracteristici moleculelor biologice si sistemelor celulare. Tn acest context, particulele de
dimensiuni nanometrice sunt candidatii ideali pentru aplicatii in vivo si in vitro in cercetarea bio-
medicala [33]. De asemenea, pentru realizarea aplicatiilor bio-medicale este esential controlul
toxicitagii si  biocompatibilitatea nanoparticulelor. Studiile realizate pentru evaluarea
citotoxicitatii nanoparticulelor de fier au aratat ca acestea nu induc alterari ale permeabilitatii
membranare si prezinta un nivel scazut de citotoxicitate in vivo si in vitro [34]. Citotoxicitatea
identificata se datoreaza reagentilor chimici utilizati in procesul de sintezd al nanopaticulelor.
Prin urmare, un factor important ce influenteaza aplicatiile nanoparticulelor este Tnsasi metoda de

sinteza a acestora.

1.2. Aplicatii ale nanoparticulelor pe baza de fier

Interesul crescut pentru domeniul cercetarilor axate pe nanomateriale a condus la
dezvoltarea rapidi a aplicatiilor in domeniul nanotehnologiilor. In momentul de fata,
nanoparticulele pe baza de fier sunt implementate cu succes in domenii precum fabricatie,
mediu, energie si sanitate. In continuare vor fi evidentiate doar cateva aplicatii ale

nanoparticulelor pe bazd de fier care au fost raportate in literatura de specialitate.

Aplicatii industriale

Nanoparticulele pe baza de fier au capatat un mare interes pentru aplicatiile industriale
datoritd proprietatilor intrinseci ale componentelor acestora precum si a efectelor de dimensiune
si de suprafatd. La scala nanometrica, particulele pe bazid de fier manifestd proprietati
superparamagnetice. De asemenea, acestea au o puternicad tendintd de aglomerare care poate fi
inlaturatd prin tratarea particulelor cu agenti de acoperire. Fiecare aplicatie potentiald a acestor

nanoparticule necesita diferite proprietati si diferiti agenti de acoperire. De exemplu, in domeniul
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dispozitivelor de Inregistrare, proprietatile feromagnetice si antiferomagnetice ale componentelor
nanostructurale influenteaza capacitatea de inregistrare a dispozitivelor [35, 36]. Un alt exemplu
de posibile aplicatii industriale ale nanoparticulelor pe baza de fier este utilizarea acestora in
calitate de catalizatori de tip Fenton pentru fotodegradarea poluantilor organici [37, 38].
Catalizatorii pe baza de oxizi ai fierului precum magnetita si hematitul au o intrebuintare
larga in producerea industriala, precum sinteza NHj (procesul Haber), desulfurizarea gazului
natural, dehidrogenarea etilbenzenului si obtinerea stirenului, sinteza Fischer-Tropsh a

hidrocarburilor, oxidarea alcoolilor si producerea la scara larga a butadienei [39].

Aplicatii medicale
In practica curentd, nanoparticulele pe bazi de fier trebuie si indeplineasca urmitoarele
cerinte pentru aplicatiile medicale:
- s nu induca toxicitate;
- sa nu modifice pH-ul sdngelui;
- sa posede o rezistentd buna la actiunea degradanta a fluidelor biologice;
- sa nu declangeze fenomene de respingere din partea organismului;
- sanu se acumuleze in tesuturi.

In acest sens, nanoparticulele pe bazi de fier trebuie tratate astfel incat acestea si fie
biocompatibile cu organismul viu, stabile si sa aiba o buna dispersie in surfactant.
Nanoparticulele pe baza de fier sunt atractive pentru aplicatiile bio-medicale. Aceste aplicatii
includ terapia cancerului, hipertermia, transportul medicamentelor, analiza ADN-ului, agenti
antibacterieni, biosensori, agenti de contrast in imagistica prin rezonanta magnetica [40].

Hipertermia este o metoda de tratare a cancerului care in combinatie cu chimioterapia
reprezintd o alternativa eficientd in tratamentul unor forme de cancer. Distrugerea celulelor
canceroase prin aplicarea tratamentelor clasice precum chimioterapia si radioterapia duce la
deteriorarea celulelor sanitoase. In acest sens, hipertermia a primit o atentie deosebiti din partea
cercetatorilor intrucat conceptul care sta la baza acestui tratament consta in aplicarea locala a
tratamentului termic in zona afectatd de celulele canceroase. Pentru a obtine o eficientd maxima,
in tratamentul prin hipertermie se utilizeaza agenti hipertermici precum nanoparticule pe baza de
fier, care sunt injectate in zona afectatd. Nanoparticulele pe baza de oxizi de fier sunt utilizate in
hipertermie, deoarece oxizii de fier sunt mediatori de caldura eficienti si in acelasi timp
transportori de medicamente [41, 42]. In prezent, magnetita este utilizata pe scara larga ca agent
hipertermic. Particulele magnetice localizate in zona tumorii induc efectul de caldura sub

influenta unui camp magnetic alternativ drept consecintd are loc cresterea temperaturii locale

20



pana la 40 — 50 °C. Astfel, celule canceroase sunt distruse fara a cauza un prejudiciu suplimentar
tesuturilor sanatoase. Metoda este considerata a fi eficientd, deoarece s-a identificat ca celulele
canceroase sunt mai senzitive la temperatura decat celulele sanatoase [43, 44].

Sistemele de transportare a medicamentelor au fost dezvoltate pentru a permite
patrunderea medicamentelor pana la tesutul tinta si preconcentrarea acestora in zona de interes,
astfel diminuand efectele secundare al medicamentelor. Nano-transportorii tintd trebuie sa
navigheze prin barierele tesuturilor vii pentru a ajunge la celule. Particulele transportoare de
medicamente trebuie sa fie de dimensiuni mici, astfel Tncat acestea sa poata trece de bariera
hematoencefalica si jonctiunea tesutului epitelial, care in mod normal impiedica livrarea
medicamentelor la tesutul tinta. Sistemele magnetice utilizate Tn transportul medicamentelor sunt
directionate catre tesutul tintd prin aplicarea unui gradient de camp magnetic. Majoritatea
studiilor axate pe dezvoltarea medicamentelor cu transportare la tintd utilizeaza in calitate de
transportori oxizi ai fierului precum magnetita si maghemita, intrucat fierul are proprietati toxice
scazute [45]. Astfel, eficacitatea acestor sisteme va depinde de anumiti parametri precum
proprietatile structurale si morfologice ale nanoparticulelor utilizate, concentratia acestora,
modalitatea de administrare, intensitatea cdmpului magnetic s.a.

Nanoparticulele pe baza de fier functionalizate au fost implementate cu succes in
Imagistica prin rezonanta magneticd este o tehnica a imagisticii medicale utilizatd cu succes
pentru identificarea §i vizualizarea detaliatd a structurii interne si functiilor corpului uman.
Aceasta metoda foloseste fenomenul de rezonantd magneticd nucleard pentru obtinerea
imaginilor medicale. Campul magnetic rotativ produs de catre atomii de hidrogen din corpul
uman sub influenta unui camp magnetic puternic este detectat de catre instalatia de masurare.
Semnalul 1inregistrat este receptionat de calculator si convertit intr-0 imagine bi- sau
tridimensionala. Pentru a obtine un contrast intre celulele sanatoase si cele afectate de cancer,
aceastd tehnica necesita agenti de contrast [48]. Tn prezent, tehnica de imagistica prin rezonanti
magnetica este limitatd de proprietatile nanoparticulelor de fier. Astfel, imbunatatirea
proprietatilor morfologice, structurale, chimice si prin urmare si magnetice ale nanoparticulelor

de fier va contribui la imbunatatirea contrastului in semnalul receptionat.

1.3. Consideratii generale ale sintezei nanoparticulelor pe baza de fier
Metoda de sinteza este o componenta importanta in stabilirea domeniului de aplicabilitate
a nanoparticulelor. Astfel, au fost elaborate si descrise in literatura stiintifici numeroase metode

de sintezd a nanoparticulelor [49]. Tn general, acestea pot fi clasificate in metode fizice, chimice
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si biologice. De asemenea, metodele de sinteza a nanoparticulelor pot fi clasificate in top-down —
de la ,,mare” la ,,mic” (nano) si bottom up sau auto-asamblarea, de la ,,mic” (atomi, molecule) la
»mare”. Metodele de tip top-down reprezinta metodele fizice in care se utilizeaza procedee de
maruntire a sistemelor mari pentru a obtine sisteme de dimensiuni nanometrice. De cele mai
multe ori, nanoparticulele obtinute prin aceste metode au suprafete si dimensiuni neomogene.
Metodele de tip bottom up reprezinta totalitatea metodelor care au la baza procesele de auto-
asamblare sau nucleatie, in care participa atomii sau moleculele pentru obtinerea sistemelor de
dimensiuni nanometrice. In aceasta categorie sunt incluse metodele chimice si biologice [30].
Numarul mare de aplicatii ale nanoparticulelor determind cercetatorii sa elaboreze noi
metode de obtinere ale acestora. La intocmirea noilor metode de sinteza a nanoparticulelor
trebuie sa se tina cont de urmatoarele cerinte:
- complexitatea structurala a particulelor de dimeniuni nanometrice, biocompatibilitatea;
- posibilitatea de a obtine nanoparticule de forme si dimensiuni specifice;
- metoda trebuie sa fie simpla si sa fie reproductibila.
In practica este destul de dificil de elaborat o metoda care si intruneasci toate aceste

cerinte de aceea atentia cercetdtorilor este continuu Indreptata spre gasirea de noi metode.

Metode fizice

In ultimele decenii au fost dezvoltate mai multe metode fizice pentru obtinerea
nanoparticulelor, cum ar fi metodele de condensare si nano-dispersarea. Aceste doud categorii de
metode fizice sunt cel mai frecvent utilizate in practica curenta.

Principiul care std la baza metodelor de condensare constd in auto-asamblarea atomilor si
moleculelor cu anumite proprietati in faza de vapori si formarea nanoparticulelor de structura si
dimensiunea dorita. Printre aceste metode se numara: sinteza in plasma [50], ablatia cu laser
pulsat [51], sinteza Tn arc electric [52]. Aceste tehnici sunt reproductibile, iar nanostructurile
rezultate sunt de puritate Tnaltd. Aplicabilitatea acestor metode este limitatd de echipamentele
complicate si costisitoare care sunt utilizate in proces.

O alti categorie de metode fizice de obtinere a nanostructurilor este nano-dispersarea. In
cadrul acestei categorii de tehnici de sintezd se detaseazd sinteza mecano-chimica. Aceasta
metodd constd 1n utilizarea energiei mecanice pentru intensificarea reactiei chimice.
Nanoparticulele obtinute prin aceasta metoda au un grad de dispersie redus [53]. Din aceasta
categorie poate fi menfionatd o altd metoda de obtinere a nanostructurilor, si anume eroziunea

electroliticd a aliajelor. In acest caz, produsii de reactie din lichidul dielectric acopera suprafata
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particulelor de dimensiuni nanometrice. Dimensiunea medie a particulelor rezultate este invers

proportionald cu intensitatea curentului electric [54].

Metode chimice

Metodele chimice au fost implementate cu succes pentru obtinerea nanoparticulelor.
Acestea constau Tn utilizarea moleculelor de surfactant precum micele, polimeri sau alti agenti de
acoperire pentru a controla distributia dimensiunii particulelor sintetizate [55, 56]. Printre cele
mai utilizate tehnici de sinteza chimica a nanoparticulelor se numara: descompunerea termica,
reducerea chimica, sinteza in micele inverse, sinteza la interfata gaz-lichid.

Termoliza compusilor pe baza de metal conduce la formarea nanoparticulelor. Particulele
rezultate sunt stabilizate atunci cand reactia se petrece in mediul lichid in care se contin molecule
de surfactanti sau polimeri [57, 58]. Aceasta metoda este atractiva datoritd utilizarii surfactantilor
si a polimerilor solubili in calitate de agenti de acoperire, ce asigurd obtinerea nanoparticulelor
monodisperse cu un grad de puritate Tnalt.

Reducerea chimica are la baza utilizarea agentilor reducatori ce interactioneaza activ cu
sarurile metalelor rezultind in formarea nanoparticulelor. Aceasti metodd depinde de
proprietatile chimice ale agentilor reducatori si necesita utilizarea agentilor de acoperire pentru a
controla dimensiunea particulelor rezultate. Reactiile chimice se petrec in solufii apoase sau
solventi organici [59].

Sinteza nanoparticulelor in micele inverse are la baza procesele de nucleatie si crestere a
particulelor, ce decurg n interiorul micelelor. Micelele inverse sunt picaturile mici de apa
stabilizate intr-un solvent hidrofob, iar formarea nanoparticulelor are loc in interiorul acestor
picaturi de apd. Aceastd metodd oferd posibilitatea de a controla dimensiunea medie a
particulelor si monodispersia lor, cunoscand cantitatea exacta de metal in fiecare micela [60].

Nanoparticulele pot fi sintetizate la interfata gaz-lichid. In cadrul acestui procedeu are loc
descompunerea compusilor metalelor si formarea unor specii active ce inifiazd procesul de
nucleatie, rezultand in formarea nanoparticulelor de dimensiunea doritd. Desi metoda ofera
posibilitatea de a controla dimensiunea particulelor, cinetica procesului este influentata de

compozitia chimica a sarurilor metalelor si de faza lichida si gazoasa a sistemului de reactie [61].

Metode biologice
In prezent existd un interes continuu indreptat spre dezvoltarea noilor metode de sintezi a
nanoparticulelor, justificat de aplicatiile numeroase ale acestora, raportate n literatura de

specialitate. O alta categorie de metode de sintezd a nanoparticulelor este cea biologica.
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Procedeul implica utilizarea enzimelor microbiene, agentilor fitochimici cu proprietati oxidante
sau reducdtoare, sau utilizarea directd a microorganismelor pentru sinteza nanoparticulelor.
Implementarea acestui set de metode oferd posibilitatea de a obtine nanoparticule ale caror
proprietati sunt compatibile cu proprietatile biochimice ale mediului celular. Compozitia chimica
si proprietatile de suprafatd ale acestor nanoparticule sunt adaptate astfel incat sa raspunda
fortelor biochimice si biomecanice, reactiilor celulare sau tesuturilor vii. Astfel, in cadrul acestel
categorii de tehnici de sintezd se detageazd metoda microbiologicd, care implicd utilizarea
microorganismelor pentru obtinerea particulelor metalice de dimensiuni nanometrice.

Celulele microorganismelor, intacte sau tratate in prealabil, fiind dispersate in solutiile
sarurilor unor metale, in conditii normale de temperatura si presiune, sintetizeaza particule de
dimensiuni nanometrice. Tn Figura 1.1 este prezentatd schema bloc a procedeului de sinteza

microbiologicd a nanoparticulelor metalice.
Selectarea microorganismelor cu rezistentd la metalele finta

!

Microorganismele sunt dispersate in solutiile sirurilor unor metale

!

Identificarea conditiilor optime
(pH, conc., timpul de contact)

Producerea nanoparticulelor

!

Separarea nanoparticulelor de biomasa celulara

Y

Caracterizarea fizico-chimica

Y

Identificarea potentialelor aplicatii

Fig. 1.1. Schema bloc a procedeului de sinteza microbiologica

a nanoparticulelor metalice [62].

In functie de locul in care se formeaza nanoparticulele, sinteza microbiologica poate fi

clasificatd in sinteza intracelulara [63] si extracelulara [64]. Literatura de specialitate abunda de
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dovezi experimentale ce demonstreaza capabilitatea mai multor organisme, atat unicelulare cat si
pluricelulare, de a sintetiza materiale anorganice de dimensiuni nanometrice, fie intracelular sau
extracelular. Microorganismele propuse pentru sinteza microbiologicd intracelulard sau

extracelulara a nanoparticulelor de fier sunt prezentate in Tabelul 1.1.

Tabelul 1.1. Microorganisme utilizate in sinteza microbiologica a nanoparticulelor de fier [65]

Tulpina Nanoparticule Dimensiunea Forma Locatia Ref.
Bacteria magnetotactica magnetita, 32 -43 nm cub intracelular  [66]
Bacteria magnetotactica greigit 32 -43 nm cub intracelular  [66]

Saccharomyces cerevisiae  fosfatul de fier 50 — 200 nm sfera extracelular  [67]
HSMV-1 magnetita <45nm alungita  intracelular  [68]
Sargassum muticum magnetita 18 £ 4 nm cub extracelular  [69]
BoFeN1 Acidovorax sp.  fosfatul de fier 100 £ 25 nm sfera extracelular  [70]
BoFeN1 Acidovorax sp  fosfatul de fier 40 nm sfera intracelular  [70]
Shewanella oneidensis magnetita 40 —50 nm cub extracelular  [71]
Shewanella putrefaciens magnetita / 30—-50nm  alungita intracelular  [72]
maghemit
Dechlorosoma suillum magnetita - - intracelular  [73]
Actinobacter sp. magnetita 1-40nm sfera - [74]
Desulfovibrio magneticus magnetita 40 nm alungita  intracelular  [75]
Desulfovibrio magneticus hematita 5-10nm alungita  extracelular  [75]
QH-2 magnetita 58 + 20 nm - intracelular  [76]
Aspergellius fumigates magnetita 42,40 nm pulbere - [77]
Chaetomium globusum magnetita 25,30 nm pulbere - [77]
Curvularia lunata magnetita 20,80 nm pulbere - [77]
Aspergillius wentii magnetita 46,50 nm pulbere — [77]
Alcaligenes faecalis sulfat de fier 43,60 nm pulbere — [77]
Alcaligenes faecalis magnetita 12,30 nm pulbere - [77]
Bacillius coagulans sulfat de fier — pulbere — [77]
Fussarium oxysporum magnetita 20 — 50 nm sferd extracelular  [78]
Verticillium sp. magnetita 10 — 40 nm cub extracelular  [78]
Klebsiella oxytoca ferihidrit — — extracelular  [79]
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Tn acest context, apare necesitatea de a studia mecanismele care stau la baza sintezei
microbiologice a nanoparticulelor pe baza de fier si evaluarea rolului macromoleculelor organice
de tip proteine participante in cadrul acestor mecanisme. Studierea structurii proteinelor si a
proceselor biochimice ale acestora conduce la o intelegere mai bund a procesului de sinteza
microbiologica a nanoparticulelor, ceea ce va permite imbunatatirea parametrilor de structura a

nanoparticulelor pentru diferite aplicatii.

1.4. Aspectele fizico-chimice ale mecanismului de sintezi microbiologici a
nanoparticulelor de fier

Fierul este un metal esential pentru microorganisme deoarece este implicat in diferite
procese fiziologice intracelulare. lonii de fier sunt utilizati de cétre microorganisme in
transportul oxigenului molecular si reactiile de transfer de electroni. De asemenea, fierul este
folosit de catre microorganisme pentru Sinteza unor enzime ce catalizeaza reactiile biochimice
din interiorul celulei [80]. Cresterca concentratiei fierului intracelular conduce la initierea unor
reactii nefavorabile pentru celula vie rezultaind in modificarea structurald sau distrugerea
proteinelor [81]. Astfel, ionii de fier catalizeaza reactiile chimice si formarea radicalilor liberi.

Radicalii liberi sunt responsabili de stresul oxidativ intracelular ducand la distrugerea
proteinelor de structurd. Din acest motiv microorganismele au dezvoltat mecanisme de reglare a
concentratiei fierului atat in mediul intracelular cat si in cel extracelular. O varietate de
mecanisme specifice sau nespecifice pot fi atribuite transformarilor redox, reactiilor de chelare
intracelulard sau reactiilor de precipitare intracelulara si extracelulara, care se realizeaza cu
participarea unor proteine sau liganzi sintetizati de catre celulele vii ale microorganismelor. De
cele mai dese ori excesul de fier este depozitat in feritind sau incluziuni citoplasmatice [82].
Intelegerea acestor procese la nivel molecular este o problema fundamentald pentru sinteza
microbiologica a particulelor nanostructurate.

De exemplu, s-a identificat ca in conditii microaerofile, tulpina bacteriei Klebsiella
oxytoca produce extracelular si intracelular nanoparticule de ferihidrit [83-87]. Studiile au aratat
ca aceste nanoparticule sunt produse in rezultatul proceselor de biominerealizare a citratului feric
din mediul nutritiv al bacteriei. In cadrul studiilor mecanismelor care stau la baza sintezei
microbiologice cu participarea tulpinii Klebsiella oxytoca s-a determinat ca nanoparticulele
produse intracelular sunt incapsulate intr-un material organic de tip proteina [88], pe cand cele
produse extracelular sunt inglobate intr-o matrice de polizaharida [89]. De asemenea, s-a stabilit
ca bacteria Klebsiella oxytoca produce doua tipuri de ferihidrit ca rezultat al variatiei conditiilor

de cultivare a tulpinii bacteriene. Aceasta diferentiere a fost observatid in probele uscate cu
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ajutorul spectroscopiei Mdssbauer, masuratorilor magnetice statice si difractia de raze-X [88,
90]. Proprietatile structurale si morfologice ale nanoparticulelor de ferihidrit au fost studiate
utilizand spectroscopia in domeniul infrarosu si spectroscopia Raman. Tn cadrul experimentelor
de imprastiere la unghiuri mici cu raze-X, au fost studiate nanoparticulele de ferihidrit dispersate
in apa si tratate la ultrasunet. Rezultatele acestui studiu au aratat ca particulele de ferihidrit au
forma alungita si dimensiunea razei de giratie de 6,73 = 0,16 nm, fiind Tnglobate intr-o matrice
de exopolizaharida [89, 91]. O descriere mai detaliatd a cercetarilor legate de structura si
morfologia nanoparticulelor de ferihidrit sintetizate de bacteria Klebsiella oxytoca este redata in
doua articole publicate in reviste stiintifice internationale cu recenzenti SAXS studies of
ultrasonicated dispersions of Biomineral particles produced by Klebsiella oxytoca [91] si
Characterization of bio-synthesized nanoparticles produced by Klebsiella oxytoca [89].

Un alt exemplu 1l constituie tulpina celulelor fungice Saccharomyces cerevisiae. S-a
stabilit ca in procesul de formare a nanoparticulelor pe baza de fier in mitocondriile celulelor
Saccharomyces cerevisiae este implicata proteina mitocondriala frataxina [92].

Mecanismele care stau la baza sintezei microbiologice a nanoparticulelor nu au fost
concretizate pand in momentul de fatd. Motivul principal este cd celulele microorganismelor
reactioneazd in mod diferit fatd de ionii metalelor prezenti in mediul celular, iar procesele
metabolice implicate difera si ele intre speciile microorganismelor [93].

La modul general, mecanismul care sta la baza sintezei microbiologice poate fi descris ca
un proces alcdtuit din doua etape. Prima etapd constd in absorbtia speciilor organice sau
anorganice ale metalelor, atat solubile cat si insolubile prin mecanisme fizico-chimice precum
adsorbtia. Schema generala a proceselor fizico-chimice ce se realizeazd la suprafata celulei
microbiene pentru legarea ionilor metalici din mediu este redatd in Figura 1.2. Aceste reactii se
realizeaza datoritd grupelor functionale de pe suprafata peretelui celular al microorganismelor,
capabile sd lege ionii metalelor. Totalitatea acestor procese a fost definitd ca procese de
biosorptie. Prefixul ”bio” se refera la utilizarea entitatilor biologice precum celule vii sau moarte,
tesuturi, componente ale peretelui celular sau proteine in calitate de substante adsorbante. A doua
etapd se realizeazd prin reactiille de oxido-reducere care implicd participarea proteinelor
membranare responsabile pentru captarea ionilor metalelor din mediul celular. Aceasta etapa se
finalizeaza cu transportarea ionilor metalelor prin membrana celulard, depozitarea acestora in
incluziuni citoplasmatice sau feritind si formarea nanoparticulelor intracelulare. Etapa a doua a
procesului de sinteza microbiologicd a fost denumitd etapa de biomineralizare. Totalitatea

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

chimice de la suprafata celulei microbiene [94].

1.4.1. Biosorptia

Microorganismele sunt cunoscute pentru capacitatea naturala de a adsorbi ionii metalici si
n special a metalelor grele din mediu [95]. Datoritd acestei trasaturi, biomasa celulara a capatat
o atentie deosebitda din partea cercetdtorilor pentru aplicatiile potentiale in domeniul
biosorbentilor utilizati pentru tratarea apelor uzate, devenind gradual un subiect de top in
domeniul controlului poludrii cu metale, in ultimele decenii. Aceasta directie de cercetare este
sustinuta de necesitatea de a dezvolta noi tehnologii de eliminare a poluantilor din apele uzate,
care sa fie prietenoase cu mediul si necostisitoare [96].

Proprietatea biomasei celulare vii sau moarte de a lega ionii metalici din mediu a fost
definitd ca biosorbtie. Insd, in literatura de specialitate, biosorbtia este utilizatd ca termen
specific pentru a defini metodele in care sorbentii de origine biologica sunt utilizati pentru
indepartarea substantelor de origine organica sau anorganicd din solutiile apoase. Cercetarile au
aratat cd biosorbtia poate fi utilizatd cu succes pentru recuperarea metalelor pretioase,
radionuclidelor, a unor proteine, steroizi si produse farmaceutice [97].

Biosorbtia ionilor metalici se realizeaza printr-o multitudine de procese fizico-chimice ce
au loc concomitent sau separat la suprafata celulara a microorganismelor utilizate [98, 99]. S-a
identificat ca mecanismele care stau la baza acestor procese sunt diferite si depind de speciile
ionilor metalelor dar si de proprietatile biomasei celulare utilizate.

Selectarea corecta a microorganismelor adecvate pentru biosorbtia ionilor metalici

necesita cunoasterea mai multor caracteristici atat ale procesului de retinere a ionilor metalici cat
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si ale microorganismelor, cum sunt: mecanismele care stau la baza procesului de retinere a
ionilor metalici, cunoasterea metabolismului specific, factorii care influenteaza capacitatea de
retinere s.a. Pentru a obtine o biosorbtie eficienta si reproductibild a metalelor din solutia apoasa
sunt selectate tulpinile microorganismelor cu capacitate inaltd de sorbtie a ionilor metalici.
Aceste microorganisme au o toleranta sporita fata de ionii metalici. Rezistenta unor tulpini de
microorganisme in solutii de concentratii mari de ioni metalici se datoreaza unuia sau mai multor
mecanisme care includ:
- legarea ionilor metalici pe suprafata celulara;
- precipitarea pe suprafata celular;
- sinteza unor agenti de chelare care pot servi la complexarea si astfel retinerea ionilor
metalici din solutie;
- oxido-reducerea enzimatica ce duce la transformarea formei toxice a elementului n
forma mai putin toxica,
- dezvoltarea unor sisteme de transportare si depozitare in interiorul celulei.

Apeland la aceste mecanisme de tolerantd, microorganismele pot retine metalele din
mediile apoase. Mecanismele enumerate mai sus se realizeaza prin combinarea mai multor
procese precum complexare, coordinare, chelare, schimb ionic, microprecipitare si fixare a
ionilor metalelor in matricea polizaharidelor ca urmare a gradientului de concentratie si difuzie
prin peretele celular al microorganismelor [100, 101]. De asemenea, S-a aratat ca mecanismul
biosorbtiei este unul diferit in cazul celulelor metabolic inactive sau moarte, fatd de mecanismul

celulelor vii (Figura 1.3).

Mecanismele biosorbtiei

7 R

Dependente de procesele Independente de procesele
metabolice metabolice

LN N s

Transportul prin

< Precipitare Adsorbtia fizica Schimb ionic Complexare
membrana celulard ’

Fig. 1.3. Mecanismele biosorbtiei [102].

Eficacitatea retinerii ionilor metalici din mediul apos depinde in mare parte de structura

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

de legarea metalelor, compozitia chimica a biomasei celulare si determinate grupele functionale

active de la suprafata celulard. Cercetarile orientate 1n acest sens aratd cd biomasa celulara are o

compozitie chimica complexa, iar compozitia chimicd a peretelui celular si numarul grupelor

functionale (Tabelul 1.2) de pe suprafata peretelui celular al microorganismelor responsabile de

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

Tabelul 1.2. Grupele functionale din biomasa celulara responsabile de

legarea ionilor metalici din solutie [103]

Grupa functionali pKa Atomul-ligand  Biomoleculele

Hidroxil 9,5-13,0 @) polizaharide, acidul uronic,
aminoacizi, sulfopolizaharide

Carbonil - @) Peptide

Carboxil 1,7-4,7 o) acidul uronic, aminoacizi

Sulfhidril 8,3-10,8 S Aminoacizi

Tiol 1,3 @) Sulfopolizaharide

Tioeteri - S Aminoacizi

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

Amina secundara 13,0 N peptidoglicani, aminoacizi

Amida - 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

Cercetdrile au aratat cd biosorptia ionilor metalelor de cétre celulele microorganismelor

este influentata de urmatorii factori:

- morfologia celulelor;

- temperatura;

- pH-ul mediului;

- speciatia chimica a metalelor n mediul apos;

- concentratia cationilor si anionilor in mediu [104].

30



Morfologia celulelor tulpinilor utilizate influenteaza direct procesele ce se realizeaza in
cadrul biosorbtiei ionilor metalici. De exemplu, S-a constat cd biomasa bacteriana retine ionii
metalici prin procese de micro-precipitare sau complexare prin liganzii extracelulari sintetizati de
celula bacteriand, sau atomii-liganzii N si O din componenta peretelui celular. Micro-precipitarea
este precedata de legarea de grupele functionale ale componentelor peretelui celular rezultand in
generarea unor puncte de nucleatie. Principalele componente ale peretelui celular bacterian sunt
peptidoglicanii, acizii teichoici si acizii teichuronici. Peptidoglicanii sunt heteropolimeri lineari
alcatuiti din componentul glicanic si unul peptidic. Partea glicanica este o polizaharida
constituita din N-acetil-glucozoamina si acidul N-acetil-muramic legat de 0 componenta
peptidica (Figura 1.4). Partea peptidicad este fixatd de acidul muramic si este alcatuitd din
aminoacizi precum acidul aspartic, lizind, cisteind sau asparagind. Acizii teichoici sunt
componente polizaharidice constituite din resturi de ribitol sau glicerol unite prin legaturi

difosforice (Figura 1.4).

Peptidoglican Acidul teichoic

acidul acetil 0 :
muramic CH,OH v CH,OH fosfo- fO_SfU— —O
\)/F \ diester | _OH dlgster | oH o
\ﬁ\o 7 & Y
P —OH P —oH P

HyC-C = o o o\

N E-CH N C-CH L_OH _ OH

C (0] C O

._.H.N ......................... 0— o—
Ala[—-fﬂ . acetil glucozamina ribitol ribitol
| NH.L\c—Ala-COOH i ‘

L S . peptida

Fig. 1.4. Componenti ai peretelui celular bacterian.

S-a constatat ca gruparile carboxilice si cele fosforice sunt responsabile de legarea ionilor
metalici din mediu. Tn cazul bacteriilor gram-negative, peptidoglicanii constituie doar 10 % din
masa uscata a peretelui celular. Celulele bacteriilor gram-negative sunt acoperite cu 0 membrana
externd alcatuita dintr-un strat dublu lipidic cu proteine inserate. Grupele fosfat ale acestei
membrane actioneaza ca si captatori de ioni metalici [105].

Peretele celular al celulelor fungice este constituit 90 % din polizaharide precum celuloza
si glucan, chitind si chitosan (Figura 1.5) sau chitind si glucan. Grupele carboxilice si 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, insa
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dupa cum s-a stabilit, contributia acestora in procesele de sorbtie a cationilor metalici este
nesemnificativa. S-a stabilit cd celulele fungice acumuleaza cantitati sporite de metale grele din
mediul apos, fiind utilizate cu succes pentru decontaminarea apelor uzuale [106]. La fel ca si in
cazul celulelor fungice si bacteriene, biosorbtia metalelor grele de catre celulele algelor este
influentatd de structura suprafetei celulare. S-a identificat ca suprafata celulara a algelor este
constituitd din polizaharide precum celulozi, hemiceluloza, chitina, pectine, alginati [107]. Tn
literatura de specialitate se specificd ca anume grupele carboxilice, hidroxil, sulfat si amino ale

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

Chitina Chitosan
CHZOH CHZOH
14 CHZOH CHQOH

O

N- c CHs N=C=CHg

I

H O H O
acetil glucozamina acetil glucozamina glucozamina glucozamina

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

Procesele fizico-chimice ce au loc la suprafata celulara, dar si activitatea metabolica a
celulelor, sunt influentate de temperatura mediului nutritiv . Insa, s-a aritat ci temperaturile in
intervalul de 20-35C nu vor influenta procesul de sorbtie microbiologica, pe cand temperaturile
mai joase vor duce la inhibarea activitatii celulare.

Unul dintre factorii principali ce afecteaza sorbtia microbiologica este pH-ul solutiei,
intrucat acesta influenteaza speciatia chimica a cationilor metalici. Mai mult, pH-ul solutiei
determina starea de protonare a grupelor functionale de pe suprafata celulara. La un pH acid
protonii vor concura cu ionii metalici pentru completarea grupelor functionale. Astfel, protonarea
grupdrilor functionale ale suprafetei celulare va diminua randamentului biosorbtiei ionilor
metalici.

Studierea acestor factori si evaluarea impactului acestora asupra procesului de biosorbtie
este importantd din punct de vedere al elaborarii metodologiilor de sinteza microbiologica a

structurilor de dimensiuni nanometrice.
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1.4.2. Biomineralizarea

Biomineralizarea sau mineralizarea biologica reprezinta totalitatea proceselor metabolice,
reactiilor de oxido-reducere care implicd participarea proteinelor responsabile pentru captarea
ionilor de metale din mediul celular, transportarea si depozitarea acestora [108]. Acecasta
categorie de reactii depinde de caile metabolice specifice tulpinii microorganismelor utilizate,
dar si de proteinele implicate precum transferinele si oxidazele [109]. In literatura de specialitate
termenul de ”biomineralizare” este utilizat pentru a defini procesul general prin care organismele
produc unele structuri minerale sau partial minerale. In prezent sunt cunoscute mai mult de 60 de
minerale produse de catre entitdtile biologice ca rezultat al procesului de biomineralizare [110].

Tn literatura de specialitate sunt descrise unele mecanisme care stau la baza sintezei
microbiologice a nanoparticulelor de fier. Tn acest context, s-a stabilit ci la baza producerii
nanoparticulelor cu participarea microorganismelor sta procesul de mineralizare biologica care
poate fi diferentiat in mineralizare biologica indusa si mineralizare biologica controlata [111].

Mineralizarea biologicd indusa este definitda ca multitudinea de procese fizico-chimice
care au loc la suprafata celulard cu participarea metabolitilor produsi de celulele
microorganismelor care favorizeaza nucleatia si formarea structurilor biominerale de dimensiuni
nanometrice. Unele tulpini de microorganisme sintetizeaza molecule organice pentru captarea
ionilor metalici din mediu, sau adsorbiti pe suprafata peretelui celular. Concentratiile sporite ale
acestor compusi la suprafata celulard induc initierea proceselor de nucleatie ce rezultd in
formarea de structuri minerale sau biominerale. Tn literatura de specialitate sunt descrise mai
multe tulpini capabile de a sintetiza nanoparticule pe baza de fier prin metoda de mineralizare
biologicd indusa. De exemplu, s-a constat cd tulpinile bacteriilor fier-reducdtoare precum
Geobacter metallireducens si Shewanella putrifaciens pot fi utilizate pentru sinteza
nanoparticulelor de magnetitd. Aceste microorganisme au capacitatea de a metaboliza diferite
substante organice sau anorganice, utilizdnd compusi de Fe(Ill) ca acceptori finali de electroni,
pe care Ti reduc la compusi solubili de Fe(II). Compusii ferosi eliberati in mediu, in continuare,
sunt adsorbiti pe suprafata hidroxidului de Fe(lll). Formarea magnetitei este favorizata de pH-ul
ridicat al mediului. Reducerea ionilor de Fe(lll) conduce la marirea pH-ului mediului. Cantitatea
de magnetitd produsad de bacteriile fier-reducatoare depinde de concentratia fosforului anorganic
in mediu dar si de concentratia ionilor de Fe(111) [112]. Tn acest caz, nanoparticulele de magnetita
se formeaza in proximitatea celulelor microorganismelor. Un alt exemplu il constituie grupul de
bacterii sulfat-reducatoare. Acest grup de bacterii este cunoscut pentru reducerea sulfului la
sulfura in conditii anaerobe. S-a constatat ca speciile precum Desulfuromonas si Actinobacter

pot fi utilizate pentru sinteza nanoparticulelor pe baza de fier cu proprietati magnetice.
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Mecanismul care sta la baza producerii nanoparticulelor de fier cu participarea acestor bacterii
constd in reducerea fierului trivalent la fier divalent cu participarea ionilor sulfhidril. In
continuare, compusii ferosi interactioneaza cu hidroxidul Fe(l11) din mediu formand magnetita.
Mineralizarea biologica controlata este definitd ca totalitatea de procese fizico-chimice
controlate de celulele microorganismelor ce contribuie la formarea intracelulara a
nanoparticulelor. In cadrul mineralizarii biologice controlate celulele microorganismelor produc
polimeri organici in matricea cdrora sunt depozitati ionii metalici sau vezicule citoplasmatice,
sau proteine precum feritina. Un exemplu de baza 1n acest context il constituie bacteriile
magnetotactice. Aceste bacterii produc intracelular particule de magnetita sau greigit depozitate
in incluziuni citoplasmatice denumite magnetozomi. Bacteriile magnetotactice au fost
descoperite in 1963 si sunt cunoscute pentru proprietatea de a se orienta dupa campul magnetic
terestru datorita magnetozomilor din structura celulard [113]. Mecanismul care sta la baza
producerii magnetozomilor este complex si constd din mai multe procese precum producerea
veziculelor citoplasmatice, biosorbtia extracelulara a fierului, transportarea fierului si depozitarea
acestuia in vezicule, mineralizarea fierul depozitat cu formare de magnetita si greigit. In Figura
1.6. este prezentatd schema reactiilor posibile ce conduc la formarea magnetitei biomineralizate

n tulpinile speciilor de bacterii magnetotactice [114].

M. magnetotacticum, | ge+  Fe’"-complexul siderofor
M. magneticum, MV-1

perlplasrmca\ Fe2* _nitrit H 3+ _reductaza 93
oxidoreductaza¥ | citoplasmatici %,
FeZ+ —»  Fe2t
MV-1 Fe,0, /
Membrana Membrana

Membrana magnetozomuTu‘l / citoplasmatica

externi
Spatiul
periplasmic

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

n tulpinile speciilor de bacterii magnetotactice.
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Mecanismul formarii magnetozomilor difera intre speciile bacteriilor magnetotactice. De
exemplu, s-a aratat ca spre deosebire de tulpina Magnetospirillum gryphiswaldense, tulpinile
Magnetospirillum magnetotacticum, Magnetospirillum magneticum si MV-1 leaga Fe(lll) din
mediu prin intermediul sideroforilor. Tn interiorul celulei, fierul legat de siderofori este redus la
Fe(11). Tn cazul tulpinii MV-1, s-a identificat ca Fe(II) din mediu este transportat in interiorul
celulei cu ajutorul Fe(ll)-oxidazei periplasmice identificata in spatiul periplasmic al bacteriei
magnetotactice. Proteine citoplasmatice capabile de oxidarea sau reducerea fierului au fost
identificate in celulele tulpinii Magnetospirillum magnetotacticum. De asemenea, s-a stabilit ca
membrana magnetozomilor contine proteine specifice precum feritina.

Feritina (Figura 1.7) este un complex globular proteic intracelular, construit din 24 unitati
proteice in structura ciruia se depoziteaza fierul intracelular, sub forma de ferihidrit. Tn interiorul

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

Proteina + 2Fe?* + 0, + 3H,0 — Proteina — [Fe,0(0H),] + H,0, + 2H* (1.1)
Proteina — [Fe;0(OH),] + H,0 — Proteina + 2FeOOH,;,,, + 2H™ (1.2)
4Fe?* + 0, + 6H,0 — 4Fe00H, )., + 2H™" (1.3)

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

S-a identificat ca fierul depozitat in veziculele magnetozomilor initial se transforma in
ferihidrit, o treime din fierul depozitat este redus, iar mai apoi adsorbit pe suprafata ferihidritului,

care prin deshidratare se transforma in magnetita [113].
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Experimental, s-a stabilit ca mecanismele care stau la baza formarii nanoparticulelor de
magnetitd Tn bacteria magnetotactica pot fi atribuite si pentru alte culturi de bacterii precum
Shewanella putrefaciens, care in conditii microaerofile produce nanoparticule pe baza de fier cu
diametrul de 30-50 nm [114].

Dupa cum s-a stabilit, transportarea fierului in interiorul celulei microorganismelor se
realizeaza cu participarea unor proteine precum cupru-oXidaza (Fet3p), transferina, lactoferina,

ferioxidaza s.a. [114]. Reprezentarea grafica a acestor proteine este expusa in Figura 1.8.

Transferina Lactoferina

Cupru-oxidaza Ferioxidaza

Fig. 1.8. Reprezentarea grafica a moleculelor proteice de transferina, lactoferina,

cupru-oxidaza si ferioxidaza.
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Astfel, pentru eficientizarea metodelor microbiologice de sinteza a nanoparticulelor este
necesara studierea mecanismelor care stau la baza, identificarea proceselor fizico-chimice si a
moleculelor organice implicate in procesele ce conduc la formarea extracelulara sau intracelulara
a nanostructurilor de interes stiintific. Dupa cum s-a mentionat anterior, multe procese, in cadrul
sintezei microbiologice a nanostructurilor metalice, decurg cu participarea proteinelor, enzimelor
sau moleculelor siderofore. Caracterizarea fizico-chimica a acestor molecule va contribui la
intelegerea mai buna a mecanismelor implicate. Cunoasterea mecanismelor moleculare care stau
la baza sintezei microbiologice a nanoparticulelor este necesara pentru controlul formei,

dimensiunilor si cristalinitatii nanoparticulelor.

1.5. Concluzii la capitolul 1

Metodele biologice de sinteza a nanoparticulelor reprezinta o categorie aparte ce implica
utilizarea enzimelor microbiene, agentilor fitochimici cu proprietdti oxidante sau reducatoare,
sau utilizarea directd a microorganismelor pentru sinteza nanoparticulelor. Implementarea
acestui set de metode oferd posibilitatea de a obtine nanoparticule ale caror proprietati sunt
compatibile cu proprietatile biochimice ale mediului celular.

S-a stabilit ca in conditii normale de temperatura si presiune, celulele intacte sau tratate in
prealabil ale microorganismelor dispersate in solutiile sarurilor unor metale produc particule de
dimensiuni nanometrice.

Cercetarile la nivel international au demonstrat capabilitatea mai multor organisme, atat
unicelulare cat si pluricelulare, de a sintetiza materiale anorganice, fie intracelular sau
extracelular. Tn acest context, apare necesitatea de a studia mecanismele care stau la baza sintezei
microbiologice a nanoparticulelor pe baza de fier si evaluarea rolului macromoleculelor organice
de tip proteine participante in cadrul acestor mecanisme. Studierea structurii proteinelor si a
proceselor biochimice ale acestora va conduce la o intelegere mai buna a procesului de sinteza
microbiologica a nanoparticulelor, ceea ce va permite Tmbunatatirea parametrilor de structura a
nanoparticulelor pentru diferite aplicatii.

Problema de cercetare care reiese din analiza efectuatd, consta in necesitatea de a evalua
procesul de sintezd microbiologica a nanoparticulelor pentru optimizarea acestuia, ceea ce va
asigura modificarea dirijata a parametrilor de structura a nanoparticulelor pentru diferite
aplicatii.

Directiile de solutionare a problemei evidentiate constau in elaborarea unei metodologii

de testare a microorganismelor pentru determinarea capabilitatii de sinteza a nanoparticulelor la

37



nivel de laborator, identificarea factorilor ce favorizeaza sinteza nanoparticulelor si cercetarea

unor proteine implicate in procesul de sinteza microbiologica a nanoparticulelor.

Pentru solutionarea problemei evidentiate s-a formulat scopul global al prezentei teze de

doctorat, care consta in studierea aspectelor fizico-chimice si mecanismului de sinteza

microbiologica a nanoparticulelor pe baza de fier.

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

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

identificarea factorilor fizico-chimici ce favorizeaza procesul de sinteza
microbiologica a nanoparticulelor pe baza de fier la Dunaliella salina CNM-AV-02;
determinarea gruparilor functionale din biomasa celulara a Dunaliellei salina CNM-
AV-02 implicate n procesul de legare a ionilor de Fe(lll);

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

stau la baza procedeului de sinteza dirijata a nanoparticulelor de fier.
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2. ASPECTELE FIZICO-CHIMICE ALE SINTEZEI MICROBIOLOGICE A
NANOPARTICULELOR DE FIER

Algele constituie un grup mare si diversificat de organisme unicelulare si multicelulare.
Majoritatea grupelor de alge sunt considerate fotoautotrofe, ce depind in ntregime de aparatul
fotosintetic Tn procesele metabolice pentru sinteza carbohidratilor si a ATF-ului
(adenozintrifosfat). Algele sunt cultivate in scopuri comerciale intrucét acestea constituie o sursa
viabila de carotenoizi, pigmenti, proteine si vitamine, ce sunt utilizati in industria alimentara,
farmaceutica si cosmetica. Printre cele mai utilizate tulpini de microalge pentru productia
comerciald pe scara larga se numara Dunaliella, Haematococcus, Arthrospira si Chlorella [116].

In ultimele decenii, algele au devenit un obiect de studiu in domeniul biosorbentilor
de specialitate confirmd faptul ca algele pot fi considerate ca o alternativd la materialele
adsorbante conventional utilizate in tratarea apelor contaminate cu metale grele [105]. Mai mult
ca atat, literatura de specialitate arata ca algele nu doar acumuleaza cationii metalici prin reactiile
de chelare si transformare chimica dar si sunt capabile de producerea unor structuri bio-minerale
de dimensiuni nanometrice. De exemplu, s-a constat ca microalgele verzi Chlorella vulgaris
prezintd afinitate sporitd fatd de ionii de tetraclorurd de aur. Celulele acestei microalge leaga
ionii de tetraclorurd de aur din mediul extracelular si treptat i reduce pand la AW, Astfel, s-a
determinat ca aproximativ 88% din aurul legat era redus pana la Au®, iar cristalele formate sunt
depozitate extracelular si intracelular. Un alt exemplu este microalga verde-albastrie Spirulina
platensis utilizatd pentru producerea extracelulara a nanoparticulelor de aur, argint, precum si
nanoparticulelor bimetalice Au/Ag. Tulpinile algelor Sargassum wightii si Kappaphycus
alvarezii sunt alte exemple mentionate in literatura de specialitate ca microorganisme capabile de
producerea extracelulara a nanoparticulelor bio-minerale [117]. Compozitia chimica si
proprietdtile de suprafatd ale nanoparticulelor obtinute prin sinteza microbiologica sunt adaptate
astfel Incat sa raspunda fortelor biochimice si biomecanice, reactiilor celulare.

Totalitatea proceselor care stau la baza producerii microbiologice ale nanoparticulelor
bio-minerale sunt insumate in doud mecanisme principale. Primul mecanism este cel de
biosorbtie, acesta reprezintd suma interactiunilor pasive de la suprafata externa a celulelor
inclusiv reactiile de adsorbtie, de schimb ionic cu grupele functionale de la suprafata celulard si
cele de complexare. Al doilea mecanism este cel de bioacumulare. Spre deosebire de biosorbtie,
bioacumularea este un mecanism metabolic activ ce include reactiile de complexare, transportare
si acumulare a ionilor metalici n interiorul celulelor. Acest mecanism se realizeaza cu scopul de

a proteja celulele de toxicitatea indusd de concentratii sporite ale ionilor metalici in mediu sau
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pentru acumularea ionilor metalici esentiali pentru procesele biochimice celulare. Un alt aspect
ce deosebeste bioacumularea de biosorbtie sunt reactiile ireversibile.

In cazul microalgelor, in literatura de specialitate sunt descrise doud strategii de bazi ale
sorbtiei ionilor metalici din mediul extracelular: participarea moleculelor siderofore si
participarea oxido-reducatorilor. Pentru a intelege mecanismele si procesele care stau la baza
metodei microbiologice de sintezd a nanoparticulelor este necesar de realizat studii pentru
cercetarea aspectelor precum: selectivitatea speciilor de alge, modelarea si simularea proceselor

de sorbtie microbiologica a cationilor metalici de interes.

2.1. Tulpina Dunaliella salina ca model de studiu

Dunaliella salina este o microalga verde unicelularda ce se adapteaza usor in mediu
hipersalin ce contine concentratii de NaCl pana la 550 M [118]. Celulele bi-flagelate ale
Dunaliellei salina sunt de forma ovoidala sau sferica (Figura 2.1). Lipsite de un perete celular,
celule Dunaliellei salina sunt inconjurate de o membrana plasmatica elastica. Datorita acestui
aspect structural al celulei, Dunaliella salina este puternic influentatd de schimbarile osmotice
din mediu [119]. Microalgele verzi Dunaliella salina sunt raspandite in oceane, mari, lacuri
sarate. Tulpina Dunaliellei salina este una dintre cele mai bogate surse naturale de S-caroten. De

asemenea, aceasta microalga este bine cunoscuta pentru productivitatea sporita de glicerol.

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

(B) Dunaliella salina CNM-AV-02 cultivata in mediu lichid in conditii de laborator.
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Initial, Dunaliella salina a fost propusa ca sursa comerciald de -caroten, iar mai tarziu ca
sursa de glicerol. Prima instalatie pilot de cultivarea Dunaliellei salina pentru producerea p-
carotenului a fost infiintatd in URSS in anul 1966. Actualmente, S-carotenul produs de tulpina
microlagei Dunaliellei salina este utilizat la scara comerciald in mai multe tari, precum
Australia, Statele Unite ale Americii si Israel [120].

Dunaliella salina este cunoscutd pentru rezistentd la variatia brusca a conditiilor
osmotice, deoarece putine specii tolercaza variatiile bruste ale factorilor de mediu. Aceasta
caracteristica a tulpinii se datoreaza faptului ca Dunaliella salina produce intracelular cantitati
considerabile de glicerol pentru a mentine echilibrul osmotic si pentru protejarea enzimelor si
proteinelor citoplasmatice [120]. p-Carotenul este sintetizat de catre celulele Dunaliellei salina
ca masurd de protectie impotriva ilumindrii intense. In conditii de salinitate inalti, celule
Dunaliellei salina produc cantitdti sporite de carotenoizi [121], lipide [122], vitamine [123] si
proteine [124], cu valoare comercialda. Datoritd acestor proprietati, Dunaliella salina a devenit
una dintre cele mai studiate tulpini de microalge verzi si un organism model pentru cercetarea
mecanismelor de adaptare in conditii de salinitate substantial ridicata.

Un interes stiintific aparte prezinta proprietatea Dunaliellei de a adsorbi ionii metalici din
solutii apoase, precum si capacitatea de bio-remediere a acesteia. in lucrarile stiintifice publicate,
sunt raportate studii de sorbtie a ionilor de cadmiu, arseniu, plumb, mercur si aluminiu [125-129]
de catre tulpina Dunaliellei salina. O observatie importanta in acest sens, este ca Dunaliella
salina are o afinitate sporita fata de metalele grele. S-a aratat ca, in aceleasi conditii, celulele
Dunaliellei salina prezinta o tendinta mare de acumulare a ionilor de zinc, urmata de cupru si
cobalt, prezentdnd o tendintd mai micad de acumulare a ionilor de cadmiu [130]. Aceasta
microalgd verde are o selectivitate sporitd a sistemului de transport a ionilor de fier trivalent,
caracterizat de un proces neobisnuit de acumulare a ionilor de fier din mediu [131]. Acesta
consta din:

0] etapa de legare a fierului din mediu, care ar putea fi atribuitd proceselor de biosorbtie
la suprafata celular;
(I1)  etapa de transportare a fierului in interiorul celulei, ce se datoreaza proceselor
metabolice din etapa de acumulare.
Ambele etape se realizeaza cu participarea unei proteine, identificatd ca membru al familiei de
transferine. Specificitatea procesului de legare a fierului consta in producerea acestei proteine, de
tip transferind, care este un fenomen deosebit, Intrucat in literatura de specialitate nu exista
indicatii anterioare despre plante sau alte specii de alge care sa produca acest tip de proteine. Mai

mult ca atat, s-a stabilit ca productia acestei proteine este amplificatd in mediul deficitar de fier
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cu salinitate substantial ridicatd [132]. De asemenea, s-a identificat ca fierul legat din mediul
extracelular este transportat treptat si acumulat in vacuole, care in acest caz servesc drept
depozite pentru fier [133]. Reiesind din caracteristicile morfologice expuse mai sus, celulele
Dunaliellei salina au fost selectate pentru studierea factorilor esentiali in procesul de sinteza
microbiologica a nanoparticulelor de fier. Studiile realizate in cadrul acestei etape s-au axat pe
cercetarea factorilor esentiali si identificarea conditiilor optime pentru desfasurarea procesului de

acumulare a ionilor de fier si formare a nanoparticulelor pe baza de fier.

2.2. Metodologia studiului de sorbtie microbiologica a ionilor de fier de catre celulele
tulpinii Dunaliellei salina

Studiile de sorbtie microbiologica a ionilor de fier s-au realizat prin expunerea suspensiei
de biomasa celulara vie ale tulpinii Dunaliella salina de concentratie de 0,35 g/L la un mediu
apos in care se continea acidul N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(2-etan sulfonic) (HEPES) si
citratul de fier (I11). HEPES-ul a fost utilizat in calitate de agent de tamponare pentru a reduce
riscul lizarii celulelor vii.

Complexul Fe(l11)-EDTA este pe larg utilizat ca sursa de ioni de fier in studiile de sorbtie
microbiologicd a fierului de microalgele marine. Complexul Fe(IIT)-EDTA este unul foarte
stabil, cu valoarea constantei de stabilitate de 25,7, pe cand valoarea estimatda a constantei de
stabilitate a citratului de fier (I1) este de 19,1. Astfel, pentru a asigura o sorbtie mai eficienta,
citratul de fier (111) (Sigma-Aldrich, bio-reagent pentru cultivarea biomasei celulare) a fost
utilizat in calitate de sursa de fier trivalent in studiile de sorbtie microbiologica.

Valoarea pH-ului in sistemele studiate a fost ajustata cu ajutorul solutiilor proaspat
preparate de 0,1 M NaOH si 0,1 M HCI.

Pentru a evalua performanta procesului de sorbtie microbiologica, esantioane de un
volum de cate 1 mL erau colectate in anumite intervale de timp. Biomasa celulard era separata
prin centrifugare la 13000 rpm timp de 5 min, iar supranatantul era utilizat pentru determinarea
concentratiei fierului. De asemenea, a fost analizat esantionul de referintd ce continea doar
mediul de cultivare si ioni de fier, pentru a confirma ca supranatantul ce continea fier nu este
afectat de alti factori decat cei generati de biomasa Dunaliellei salina pe parcursul
experimentelor de laborator.

Concentratia ionilor de fier trivalent in supranatant a fost determinata utilizand metoda
spectrofotometrica cu hexacianoferatul (I11) de potasiu (1=610 nm) [134, 135]. Aceasta metoda
are la baza interactiunea ionilor Fe** cu hexacianoferatul (111) de potasiu si formarea albastrului

de Prusia, a carui concentratie poate fi determinatd spectrofotometric. O ecuatie matematica
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(y=atbx) care exprima corelatia liniara dintre absorbanta esantioanelor si concentratia fierului a
fost utilizatd in continuare in studiile de evaluare a procesului de sorbtie biologica a ionilor de
fier.

Pentru evaluarea capacitatii celulelor Dunaliellei salina de acumulare a ionilor de fier
este importantd cercetarea factorilor ce influenteazd performanta sorbtiei microbiologice a
acesteia. In acest sens a fost urmirit procesul de sorbtie microbiologica a ionilor de fier din
mediul extracelular in functie de factorii operationali responsabili de realizarea procesului de
sorbtie microbiologica:
- timpul de contact;
- cantitatea de biomasa utilizata;
- valoarea pH-ului initial,
- concentratia initiala a ionilor de fier in mediu;
- prezenta fierului in mediul de cultivare a celulelor;
- prezenta altor specii in mediu;
- efectul salinitatii mediului de cultivare.

Rezultatele acestor studii vor contribui la identificarea conditiilor necesare care conduc la
formarea nanoparticulelor biogene.

Sorbtia fierului de catre biomasa celulara a Dunaliellei salina a fost calculata utilizand
expresia matematica:

— V(Co—Cy)

S (2.1)

g este cantitatea de fier adsorbit (mg metal/g de biomasa uscatd);

V volumul solutiei de citrat de fier (111) in contact cu biomasa celulara (L);

Co este concentratia initiald a citratul de fier (111) (mg/L);

Ci este concentratia citratului de fier (111) (mg/L) dupa un interval de timp t;

S este masa biomasei dispersate in mediul imbogatit cu citratul de fier (111) (g) [136].

Procesul de sorbtie microbiologicd a ionilor de fier a fost descris prin modelele
izotermelor de adsorbtie Langmuir, Freundlich si Dubinin-Radushkevich, acestea fiind cel mai
des utilizate pentru descrierea proceselor de sorbtie biologica.

Izotermele de adsorbtie sunt modele matematice care descriu modalitatea in care
substanta sorbitd reactioneaza cu sorbentul, si furnizeaza informatii despre natura interactiunilor
dintre adsorbat si sorbent.

Modelul izotermei de adsorbtie Langmuir este utilizat pentru evaluarea performantei

diferitor biosorbenti. Acest model matematic se bazeazd pe presupunerea cad maximul de
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adsorbtie corespunde unui monostrat saturat de molecule adsorbite pe suprafata adsorbantului.
Conform acestei teorii, odata ce o moleculd a ocupat un centru activ, nici o alta sorbtie nu poate
avea loc pe centrul respectiv, de asemenea sunt excluse posibilele interactiuni moleculare dintre
centrii activi ai adsorbantului. Derivata izotermei de adsorbtie Langmuir se refera la adsorbtia
omogena in care toti centrii activi posedd aceeasi afinitate pentru adsorbat, iar moleculele
adsorbatului nu migreaza in planul suprafetei adsorbantului. Modelul izotermei de adsorbtie
Langmuir este exprimat prin urmatoarea expresie matematica:

_ QobCe

€ " 1+bC, (2.2)

e este capacitatea de adsorbtie (mg metal/g de biomasa uscatd);

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

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

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

Qo si b sunt determinate din forma liniara a ecuatiei modelului izotermei de adsorbtie Langmuir.
Forma liniard a ecuatiei izotermei de adsorbtie Langmuir este exprimata prin relatiile matematice

prezentate in Tabelul 2.1.

Tabelul 2.1. Ecuatiile matematice ale expresiei liniare ale modelului

izotermei de adsorbtie Langmuir [137]

Expresia liniara a izotermei Langmuir Grafic
C 1 C
Tip1 S = 4= % in functie de C,
ge bQo Qo Qe
1 1 1
Tip 2 —_— =4 L in functie de ci
ge Qo bQoCe Qe €
Tio 3 =Q, — il in functie de ¢
Ip de U C, Qe ’ Ce
Tip 4 Te _ gy —b 22 tn functie de
P C - 0 qe Ce 3 qe

e

Mai mult ca atat, constanta Langmuir poate fi utilizatd in calculul unei constante
adimensionale cunoscutd ca factorul de separare, R,.. Aceasta constanta a fost definita de Webber

si Chakkravorti [138] si este exprimata prin ecuatia matematica:
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1
1+K; Cy

R, = (2.3)

K. este constanta Langmuir (L/mg);
Cy este concentratia initiald a adsorbatului (mg/L).
Constanta R este utilizatd pentru evaluarea procesului de adsorbtie. In acest context:
- pentru R.>1 procesul de adsorbtie se va considera nefavorabil;
- pentru R =1 adsorbtia este liniara;
- pentru valori ale factorului de separare 0<R <1 procesul este favorabil;
- pentru R =0 procesul este ireversibil.

Modelul izotermei de adsorbtie Freundlich descrie adsorbtia non-ideald si reversibila,
nerestrictionatd de formare a monostratului de molecule adsorbite pe suprafata adsorbantului.
Modelul este utilizat pentru descrierea sorbtiei in sistemele eterogene tinand cont de
interactiunile moleculare dintre centrii activi precum si cele dintre moleculele adsorbatului.
Acest model considera, de asemenea, ca centrii cu afinitate puternicd sunt ocupati primii.

Modelul izotermei de adsorbtie Freundlich este exprimat prin expresia matematicd exponentiala:
— 1/

qe = KfCe " (24)

Forma liniara a ecuatiei izotermei de adsorbtie Freundlich:

log q. = log Ky +%log C. (2.5)
Ks este constanta empiricd ce oferd informatii despre capacitatea de adsorbtie a biomasei
celulare; n este constanta empirica ce indica intensitatea procesului de sorbtie.
Valorile acestor constante sunt calculate din graficul logge in functie de logCe al ecuatiei liniare
Freundlich. Valorile cuprinse intre 0 si 1 ale logKs calculate din forma liniard a modelului
Freundlich pot fi utilizate pentru a descrie intensitatea adsorbtiei sau eterogenitatea suprafetei: cu
cat valoarea logK; se apropie de zero cu atat sistemul studiat este mai eterogen, iar pentru logKs
mai mari decéat 1 se considera ca are loc chemosorbtia. Pe baza valorii constantei 1/n procesele
de sorbtie pot fi clasificate ca:

- ireversibile daca 1/n=0;

- daca se obtin valori 0<1/n<1, atunci se considera procese favorabile;

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

Modelul izotermei de adsorbtie Dubinin-Radushkevich descrie mecanismul de adsorbtie

utilizand distributia Gaussiana a energiei pe suprafetele eterogene. Modelul este aplicat pentru a
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diferentia adsorbtia fizica de adsorbtia chimica a ionilor de metale si este descris de expresia

matematica:

e = (QS)exp(_kads 82) (26)

Unde parametrul ¢ este constanta izotermei Dubinin-Radushkevich si poate fi obtinut din relatia:
¢ = RTIn [1 + Ci] 2.7)

R este constanta gazului (8,314 J/molK);
T este temperatura absoluta (K);
C. este concentratia de echilibru a adsorbatului (mg/L).

Forma liniard a ecuatiei este redata prin expresia:

ln(qe) = ln(Qs) - kads 82 (28)

Qs este capacitatea de saturatie a izotermei teoretice;
Kags €ste constanta izotermei Dubinin-Radushkevich.
Relatia dintre constanta izotermei Dubinin-Radushkevich si energia liberda medie per mol de

adsorbent este exprimata prin ecuatia matematica:

1
E= [ 2k ads (2.9)

Valorile parametrilor s si kags sunt obtinuti din graficul In(qe) in functie de % Tn baza energiei
libere de adsorbtie, modelul Dubinin-Radushkevich permite identificarea tipului de sorbtie ce are
loc Tn sistemele modelate:

- adsorbtie fizica (1-8 kJ/mol);

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

- adsorbtie chimica (>16 kJ/mol) [137, 139].

Cultivarea biomasei Dunaliella salina
Biomasa Dunaliellei salina CNM-AV-02 a fost cultivata in Laboratorul de
Ficobiotehnologie al Institutului de Microbiologie si Biotehnologie al Academiei de Stiinte a
Moldovei. Materialul originar a fost colectat din zona limanului Sasac, situat pe teritoriul
regiunii Odessa, de catre echipa de cercetarea a domnului academician Valeriu Rudic [140].
Celulele au fost crescute in mediul lichid Ben-Amotz [141], timp de 14 zile, la
temperatura de 25 °C si iluminare constantd. Componenta mediului de cultivare standard este

prezentata in Tabelul 2.2.
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Tabelul 2.2. Componenta mediului de cultivare Ben-Amotz

Componenta Cantitatea pentru 1 litru Concentratia

NaCl 100 g 1,72 M
MgSQO4 0,60 g 5,00 mM
CaCl, 0,039 0,30 mM
KNO3 0,509 5,00 mM

KH2PO4 0,003 g 0,40 M
FeCls 0,00024 g 1,50 uM
EDTA 0,00223 g 6,00 uM

NaHCO3 4209 50,0 mM

Solutia de microelemente 1mL -

Cantitatea de biomasa celulard a fost determinatd spectrofotometric inainte de fiecare
experiment prin masurarea absorbantei suspensiei de celule la o lungime de unda specifica
pentru tulpina Dunaliellei salina (=680 nm) [140] si ulterior convertirea valorii obtinute in

unitdti de masa uscata utilizand curba de calibrare obtinutd anterior prin metoda gravimetrica.

Reactivi

Reactivii utilizati in cadrul studiilor descrise in capitolul 2, erau de puritate analitica,
procurati de la Sigma-Aldrich: citratul de fier (I11) (BioReagent, pentru cultivarea biomasei
celulare), clorura de sodiu (BioXtra 99,5 %), HEPES (puritate 99,5 %) , ferocianura de potasiu
(puritate >90,0 %). Solutiile au fost preparate prin dizolvarea reactivilor in apd deionizata si

ultrafiltrata (instalatia HFSuper NW series).

Instrumente si aparate

Spectroscopia in domeniul ultraviolet si vizibil (UV-VIS) este una dintre cele mai
utilizate metode fizice de studiu a structurii substantelor. Aceastd metoda are la baza fenomenul
de absorbtie a radiatiilor electromagnetice din domeniul ultraviolet (200 — 400 nm), vizibil (400
— 760 nm) si domeniul infrarosu foarte apropiat (760 — 1100 nm). Ca rezultat, are loc trecerea
electronilor de pe orbitalii de legatura =, o sau de antilegatura n de la o stare de energie mai joasa
la o stare excitata. Datorita tranzitiilor electronice este Inregistrat spectrul electronic ce ofera
informatii despre sistemele studiate [142]. Pentru studiile de sorbtie microbiologica, masuratorile
in domeniul ultraviolet-vizibil au fost efectuate utilizand spectrofotometrul Perkin Elmer

Lambda 25 din cadrul Institutului de Chimie al Academiei de Stiinte a Moldovei.
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Spectroscopia in domeniul infrarosu (IR) este o metoda fizica de analiza structurala, care
se bazeaza pe fenomenul de absorbtie a radiatiei electromagnetice din domeniul infrarosu de
catre molecule, avand ca urmare schimbarea energiei vibrationale a legaturilor interatomice.
Aceastd metoda este utilizatd pentru identificarea grupelor functionale din structura compusilor
chimici cercetati [142]. Mai recent, aceastd metoda a fost aplicata pentru cercetarea sistemelor
celulare si identificarea modificarilor biochimice produse in compozitia biomasei celulare [143].
Astfel, pentru identificarea modificarilor produse in rezultatul expunerii biomasei Dunaliella
salina la mediul cu concentratie sporita de ioni de fier, esantioanele de biomasa celulara uscata
au fost analizate in domeniul infrarosu utilizand spectrometrul Perkin Elmer FTIR Spectrometer
Spectrum 100 din cadrul Institutului de Chimie al Academiei de Stiinte a Moldovei. Spectrele in
domeniul infrarosu au fost inregistrate in intervalul 4000-650 cm™. Descifrarea peak-urilor
spectrelor inregistrate a fost efectuata conform datelor din literatura de specialitate [143] si
[144].

Centrifugarea esantioanelor de suspensie celulara s -a realizat utilizand centrifuga Hettich
Micro200R in regimul de 13000 rpm timp de 5 min si temperatura de 23 C.

Masuratorile pH-ului Tn sistemele modelate au fost efectuate utilizand pH-metrul WTW
inoLab Multi 720.

2.3. Efectul parametrilor de operare asupra procesului de sorbtie microbiologica
a ionilor de fier

Prima etapd a procesului de sorbtie microbiologicd a ionilor metalici poate fi atribuita
reactiilor de oxido-reducere si de schimb ionic dintre speciile organice sau anorganice ale
metalelor si grupirile functionale de pe suprafata celulara. In unele cazuri, aceasti etapd este
urmatad de depunerea ulterioard a speciilor ionice adsorbite si initierea proceselor de nucleatie ce
rezulta in formarea unor nanostructuri anorganice la suprafata celulara, aproximativ panda in 50
% din biomasa uscata.

Un factor important ce influenteaza procesul de sorbtie microbiologica este speciatia
chimica, adicd distributia unui element sau compus dat intre diferite forme specifice si
configuratii disponibile, care impreund constituie concentratia totald a acelui element sau
compus in proba. O atentie speciald necesitd reactiile de hidratare si hidroliza. Raportul mare
dintre sarcind si dimensiunea cationului rezulta in cresterea energiei de hidratare ceea ce conduce

la formarea ionilor hidratati:

M* + nH,O — [M(HzO)n]+ (2.10)
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Reactiile de hidroliza se realizeaza atunci cand aciditatea (raportul sarcinad / dimensiune)
a cationului este intr-atat de mare, incat aceasta cauzeaza ruperea legaturii H-O si formarea

ionului de hidroniu:
Fe** +6H,0 — [Fe(H20)s]*" — H30" + [Fe(H,0)s0H]** (2.11)

Existenta produsilor multinucleari ai reactiilor de hidrolizd este un fenomen general.
Speciile hidrolizate se transforma in dimeri in urma procesului de condensare. Dimerii pot suferi
reactii de hidroliza ce conduc la formarea unor concentratii aditionale de grupari hidroxo.
Secventa ambelor reactii, de obicei, rezultd in formarea hidroxo-polimerilor coloidali si in cele
din urma formarea precipitatelor. Formarea complecsilor mononucleari si polinucleari sunt
procese dependente de concentratie [103]. Reactiile mentionate modificd compozitia chimica a
solutiilor de ioni metalici in timpul “imbatranirii” lor. In acest context, am examinat raporturile
existente intre speciile chimice al fierului trivalent in solutia apoasa in functie de valoarea pH-
ului. Sistemele model create in cadrul studiilor de sorbtie microbiologica sunt extrem de
complexe, iar estimarea exactd a distributiei speciilor chimice ale ionilor de fier este dificil de
obtinut. O distributie teoretica mai generald a speciilor ionilor de fier a fost obtinuta utilizand

pachetul de programe Visual Minteq [145], prezentata in Figura 2.2.
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Fig. 2.2. Distributia teoretica a speciilor ionilor de fier, calculata pentru sisteme model de
concentratie de citrat de fier (111) de 0,5 mM in 50 mM HEPES.
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Reiesind din estimarile teoretice pentru sistemele studiate in echilibrul termodinamic
atins la pH-ul 8,0 am obtinut urmatoarea distributie a speciilor chimice ale ionilor de fier:
75,25% Fe(OH)*"; 8,44% Fe(OH), si 3,94% Fe(OH)s. Studiile raportate in literatura de
specialitate cu privire la speciatia citratului de fier (I11) la diferite valori ale pH-ului, arata ca
pentru concentratii mai mici de 0.1 mM de citrat de fier (111), 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 sorbtie microbiologica a fost urmdrit pentru sistemele in care suspensia de
biomasa celulard a fost dispersata in solutie de citrat de fier (I111) de concentratie 0,5 mM in 50
mM HEPES. Concentratia biomasei celulare era de 0,35 g/L. pH-ul initial al sistemelor cercetate
a fost ajustat pana la valoarea 8,0. Sorbtia microbiologica a fost urmarita prin monitorizarea
diminuarii concentratiei citratului de fier (111) Tn solutia din sistemele cercetate.

Cinetica procesului de sorbtie a ionilor de fier de catre celulele vii ale Dunailellei salina

este prezentata in Figura 2.3.
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Fig. 2.3. Cinetica procesului de sorbtie a ionilor de fier de catre celulele vii ale Dunailellei
salina. Conditii: citrat de fier (III) — 0,5 mM in 50 mM HEPES;
concentratia biomasei - 0,35 g/L; pH 8,0.

Reiesind din rezultatele obtinute, se observa ca in primele 15 minute de contact dintre

celulele Dunaliellei salina si solutia de citrat de fier (I1l) sorbtia este aproape nula. Legarea

ionilor de fier din mediul celular incepe incet dupa primele 15 minute de contact si creste rapid
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dupa 45 minute, ajungand la un echilibru termodinamic la 60 minute de timp de contact. O
“Intarziere” similard in evolutia procesului de sorbtie microbiologicd a ionilor de fier de catre
tulpina Dunaliella salina a fost observatd de Paz s.a. [133] in sistemele in care se continea
biomasd celulard cultivata in mediul nutritiv in care se continea si fier. Aparent, aceastad
“Intarziere” este indusa de prezenta fierului acumulat din mediul nutritiv in care au fost cultivate
microalgele si ar putea fi eliminata prin incubarea celulelor de microalge pentru 30-60 minute Tn
mediu nutritiv deficitar de fier. Un alt factor ce influenteaza procesul de sorbtie microbiologica
in sistemele studiate ar putea fi speciatia chimica a ionilor de fier. Pentru a testa aceasta
posibilitate, s-a efectuat un studiu experimental in care a fost monitorizatd fluctuatia
concentratiei citratului de fier (I111) de 0,5 mM in mediul de cultivarea al Dunaliellei salina.
Rezultatele acestui studiu au indicat ca in decursul a 2 ore ionii de fier din mediul de cultivare
raman accesibili pentru celulele microalgelor. Astfel, am presupus cd aceasta intarziere” a
procesului de sorbtie microbiologica este asociatda 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 cantitatii de biomasa

Efectul biomasei celulare vii asupra procesului de sorbtie microbiologica a fost urmarit in
sistemele in care s-a variat concentratia biomasei Dunaliella salina: 0,021; 0,084; 0,210si 0,378
g/L. Procesul a fost urmarit pentru concentratia citrat de fier (I1l) de 0,5 mM in sistemele
modelate. pH-ul initial al sistemelor cercetate a fost ajustat pana la valoarea 8,0. Dupa 45 minute
de contact al biomasei celulare vii cu solutia de citrat de fier (I11) de concentratie 0,5 mM in 50
mM HEPES a fost inregistrata concentratia remanenta a fierului trivalent in sistemele modelate.
Reiesind din rezultatele obtinute, a fost stabilit ca procesul de sorbtie se intensificd cu cresterea
concentratiei biomasei in sistem, dupa cum reiese din Figura 2.4.

Cantitatea de biomasa este un factor cheie in procesul de sorbtie microbiologica a
cationilor metalici. In literatura de specialitate sunt enumerate mai multe grupe functionale
disponibile pe suprafata celulei, ce sunt implicate direct in legarea ionilor metalelor din mediul
extracelular. Cresterea cantitdtii de biomasa celulard in sistemele modelate va spori numarul de
grupari functionale disponibile pentru legarea ionilor metalelor [96]. De asemenea, este necesar
de mentionat contributia interactiunilor electrostatice intre celule, care poate influenta procesul
de sorbtie. In rezultatul acestor interactiuni electrostatice, sistemele ce contin concentratii scizute
de biomasa celulara vor acumula cantitati mai mari de ioni ai metalelor [148]. Contrar la ceea ce

se mentioneaza in literatura de specialitate, ca sporirea concentratiilor de biomasa celulara duce
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la reducerea procesului de sorbtie microbiologica, in acest studiu au fost obtinute rezultate care
indicd ca procesul de sorbtie se intensificd cu cresterea concentratiei biomasei. Acest
comportament poate fi explicat prin faptul ca in sistemele studiate interactiunile electrostatice
sunt nesemnificative, astfel incat acestea nu influenteaza procesul de sorbtiec microbiologica a

ionilor de fier.

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
Concentratia biomasei (g/L)

Fig. 2.4. Efectul cantitdtii de biomasa celulara vie Dunailellei salina asupra procesului de
sorbtie a ionilor de fier. Conditii: citrat de fier (III) — 0,5 mM Tn 50 mM HEPES; concentratia
biomasei: 0,021; 0,084; 0,210si 0,378 g/L; pH 8,0; timp de contact — 45 min.

Efectul valorii pH-ului initial

Un factor important ce ar trebui luat in consideratie in studiile procesului de sorbtie
microbiologica este valoarea pH-ului initial al solutiilor din sistemele modelate, intrucat acesta
determind speciatia chimica a cationilor metalici si disponibilitatea grupelor functionale de pe
suprafata celulard. In acest sens, a fost examinat efectul valorii pH-ului initial al solutiilor asupra
procesului de sorbtie microbiologica a ionilor de fier de catre celulele vii ale Dunaliellei salina.
Astfel, au fost modelate sisteme in care am variat pH-ul initial al solutiilor, mentindnd constanti
ceilalti parametri. Volumul solutiei, concentratia biomasei celulare si concentratia initiald a
citratului de fier (111) erau de 10 mL, 0,35 g/L si 0,5 mM, respectiv. Dupa 45 minute de contact
al biomasei celulare vii cu solutia de citrat de fier (111) de concentratie 0,5 mM Tn 50 mM HEPES
a fost Tnregistrata concentratia remanenta a fierului trivalent in sistemele modelate. Rezultatele

obtinute sunt prezentate in Figura 2.5. Sorbtia maxima a fost inregistrata la pH 8,0.
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S-a constat ca valoarea pH-ului influenteaza direct valoarea sarcinii totale a suprafetei
celulare precum si disponibilitatea grupelor functionale de pe suprafata celulard. Cresterea pH-
ului solutiei conduce la deprotonarea gruparilor functionale disponibile pe suprafata celulara,

intensificand procesul de sorbtie microbiologica [149].
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Fig. 2.5. Efectul valorii pH-ului asupra procesului de sorbtie a ionilor de fier
de catre celulele vii ale Dunailellei salina. Conditii: citrat de fier (IIT) — 0,5 mM in 50 mM

HEPES; concentratia biomasei — 0,35 g/L; timp de contact — 45 min.

In cazul tulpinii Dunaliella salina, procesul de sorbtie microbiologica a ionilor de fier se
realizeaza prin intermediul proteinei din familia transferinelor. Reactia dintre molecula proteica a
transferinelor si ionii de fier este dependenti de pH-ul mediului de reactie. In literatura de
specialitate se mentioneaza ca pH-ul din intervalul 7,5 - 9,5 va favoriza legarea fierului de
moleculele proteice de transferind, pe cand valorile scazute al pH-ului vor conduce la disocierea
partiala sau completda a complexului proteic [150]. Intensificarea procesului de sorbtie
microbiologica a fierului la valori ridicate ale pH-ului Tn sistemele modelate ar putea fi atribuite

activitatii proteinei de tip transferind, produsa de celulele tulpinii Dunaliellei salina.

Efectul concentratiei initiale de fier

Procesul de sorbtie microbiologicd este influentat de concentratia initiald a ionilor
metalici in solutie. Pentru a evalua efectul concentratiei initiale a fierului in mediul de reactie au
fost modelate sisteme in care s-a variat concentratia citratului de fier (111) de 0,3; 0,5; 0,75; 1,25

si 2,5 mM in 50 mM HEPES, mentinand constanti ceilalti parametri. Volumul solutiei,
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concentratia biomasei celulare si pH-ul initial al mediului erau de 10 mL, 0,35 g/L si 8,0,
respectiv. Concentratia remanentd a fierului trivalent in sistemele modelate a fost inregistrata
dupa 45 minute de contact al biomasei celulare vii cu solutia de citrat de fier (111).

S-a identificat cd pentru intervalul de concentratii analizat si timp de contact de 45
minute, sorbtia microbiologicd a fierului este dependenta de concentratia initiald a fierului in
sistemele modelate. Odatd cu cresterea concentratiei initiale a fierului in sistem procesul de

sorbtie se intensifica (Figura 2.6).
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Fig. 2.6. Efectul concentratiei initiale a citratului de fier (111) asupra procesului de sorbtie
microbiologicd. Conditii: Co(CsHsFeO7) — 0,3+2,5 mM in 50 mM HEPES;
concentratia biomasei - 0,35 g/L; pH 8.0; timpul de contact — 45 min.

Dependente similare ale sorbtiei microbiologice de concentratia initiald a cationilor
metalici au fost raportate in literatura de specialitate. Astfel, fenomenul intensificarii procesului
de sorbtie microbiologica la cresterea concentratiei cationilor metalici in sistemele modelate a
fost explicat prin cresterea probabilititii coliziunii ionilor metalici de suprafata celulelor

microorganismelor [151].

Efectul altor factori operationali
Prezenta ionilor de hidrogenocarbonat in sistem

Microalga verde Dunaliella salina se deosebeste de alte culturi de alge prin procesul
specific de sorbtie a ionilor de fier. Specificitatea procesului constd in producerea unei proteine
de tip transferind pentru legarea fierului din mediul extracelular si transportarea acestuia in

interiorul celulei. Producerea acestei proteine este un fenomen unic in lumea vegetala.
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Transferinele sunt o familie de proteine responsabile de legarea fierului din mediu si
transportarea acestuia. Fiecare molecula proteica de transferina poate lega doi atomi de Fe(lll).
Reactia de complexare a ionilor de Fe(lll) decurge cu participarea ionilor de carbonat /
hidrogenocarbonat. Astfel, daca sorbtia fierului din mediu decurge cu participarea proteinei de
tip transferind, atunci sorbtia va fi influentata de prezenta ionilor de hidrogenocarbonat in mediu.

Pentru a examina efectul prezentei ionilor de hidrogenocarbonat am modelat doua
sisteme 1n care suspensia de biomasa celulara a fost dispersata in solutie de citrat de fier (I11) de
concentratie 0,5 mM in 50 mM HEPES. Concentratia biomasei celulare era de aproximativ 0,35
g/L. pH-ul initial al sistemelor cercetate a fost ajustat pana la valoarea 8,0. Sistemele modelate
diferentiau doar prin faptul ca un sistem a fost suplimentat cu ioni de hidrogenocarbonat in

concentratie de 5 mM. Dependentele inregistrate sunt redate in Figura 2.7.
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Fig. 2.7. Cinetica procesului de sorbtie a ionilor de fier (1) - in absenta ionilor de HCOj3' si
(2) - in prezenta ionilor de HCO3 in concentratie de 5 mM.

Conditii: citrat de fier (IIT) — 0,5 mM in 50 mM HEPES; concentratia biomasei — 0,35 g/L.

Rezultatele obtinute indicd clar asupra efectului prezentei ionilor de hidrogenocarbonat in
sistemele modelate. Desi pentru primele 15 minute de contact se pdstreazd “intarzierea” in
evolutia procesului de sorbtie microbiologica a ionilor de fier de catre tulpina Dunaliella salina,
prezenta ionilor de hidrogenocarbonat intensifica procesul.

Efectul salinitatii mediului de cultivare
Tulpina microalgei Dunaliella salina este bine cunoscuta pentru rezistenta sa la mediul

cu salinitate sporitd (pana la 5,5 M NaCl). Ca raspuns primar la socul osmotic produs de
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hipersalinitatea mediului, celulele Dunaliellei salina produc cantitati sporite de glicerol pentru a
regla presiunea osmotica interna. Insa, producerea glicerolului nu este suficienta pentru a explica
toleranta Dunaliellei salina. Celulele acestei microalge apeleaza la mecanisme suplimentare care
contribuie la sporirea tolerantei la conditiile hipersaline. Unele mecanisme au fost identificate, o
parte din ele fiind legatd de producerea unor proteine [152]. De asemenea, s-a identificat ca in
conditii de salinitate substantial ridicatd este amplificatd si producerea proteinei de tip
transferina, responsabild de legarea fierului din mediu. Prin urmare, se presupune ca celulele
cultivate Tn mediul cu salinitate sporitd vor produce cantitdti mai mari de proteind de tip
transferina si ca urmare se va intensifica procesul de sorbtie microbiologica a ionilor de fier. In
baza datelor stiintifice, raportate Tn literatura de specialitate, se poate postula cd sporirea
salinitatii mediului conduce in mod indirect la intensificare procesului de sorbtie a fierului de
catre celulele Dunaliellei salina.

Pentru a examina efectului salinitatii mediului de cultivare, celulele Dunaliellei salina au
fost cultivate in doua serii, in paralel. Mediul de cultivare pentru ambele serii era de compozitia
mediului standard Ben-Amotz, cu diferenta doar in concentratia sarii de NaCl in mediu, in prima
serie aceasta constituia 0,5 M, iar Tn a doua serie era de 1,72 M. Celulele au fost cultivate timp de
14 zile, la temperatura de 25 °C si iluminare constanti. In continuare, acestea au fost utilizate
pentru modelarea sistemelor. Pentru cercetarea procesului de sorbtie microbiologica suspensia de
biomasa celulard a fost dispersata in solutie de citrat de fier (1) de concentratie 0,5 mM in 50
mM HEPES. Concentratia biomasei celulare era de aproximativ 0,35 g/L. pH-ul initial al
sistemelor studiate a fost ajustat pana la valoarea 8,0. Efectul salinitatii mediului de cultivare
asupra procesului de sorbtie a ionilor de fier de catre biomasa celulara este prezentatd in Figura
2.8. Din rezultatele obtinute, S-a constatat o sorbtie sporitd a ionilor de fier, n sistemele modelate
in care se continea suspensia biomasei celulare vii cultivate in conditii de salinitate redusa.
Intrucat n literatura se specifica ca in conditii de salinitate scizuta celulele vii ale Dunaliellei
salina se caracterizeaza printr-o productivitate scazuta, fenomenul identificat in sistemele
modelate poate fi asociat cu dezvoltarea unei biomase celulare straine in mediul de cultivare.
Prezenta ionilor de fier in mediul de cultivare a celulelor

In literatura de specialitate se mentioneaza ci implicarea proteinei de tip transferina in
procesul de legare a ionilor de fier din mediu este conditionata de absenta fierului in mediul de
cultivare [152]. Astfel, celulele Dunaliellei salina cultivate in mediul deficitar de fier vor
dezvolta capacitatea de a sintetiza proteina de tip transferind, responsabild pentru legarea fierului
din mediu, ca urmare, aceste celule vor fi capabile sa acumuleze mai mult fier din mediu.

Reiesind din aceastd constatare a fost cercetat efectul prezentei fierului in mediul de cultivare al
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Dunaliellei salina asupra procesului de sorbtie a ionilor de fier. Astfel, in sistemele modelate cu
celule crescute in mediu deficitar de fier a fost inregistrata adsorbtia de 26,14 mgFe/g (t=45 min)
si 44, 68 (t=60 min), iar in sistemele celule crescute in mediu cu ioni de fier a fost inregistrata
adsorbtia de 24,14 mgFe/g (t=45 min) si 42, 68 (t=60 min). Lipsa fierului Tn mediul de cultivare

al celulelor conduce in mod indirect la intensificarea sorbtiei fierului.
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Fig. 2.8. Cinetica procesului de sorbtie a ionilor de fier de catre celulele vii ale
Dunailellei salina. Efectul salinitatii mediului de cultivare a fost cercetat pentru concentratii
de: (1) 0,5 M NaCl si (2) 1,72 M NaCl. Conditii: citrat de fier (IIT) — 0,5 mM in 50 mM
HEPES; concentratia biomasei — 0,35 g/L.

2.4. Descrierea procesului de sorbtie microbiologica a ionilor de fier

Modelele izotermelor de adsorbtie Langmuir, Freundlich si Dubinin-Radushkevich au
fost aplicate pentru descrierea procesului de sorbtie microbiologicd a ionilor de fier. In baza
datelor obtinute experimental au fost estimati parametrii izotermelor Langmuir, Freundlich si
Dubinin-Radushkevich utilizand modele liniare si nelineare de regresie. Datele experimentale au
fost comparate cu cele obtinute folosind modelele acestor izoterme.
Analiza regresiei liniare

Analiza regresiei liniare a fost efectuata utilizand optiunea Solver Excel al pachetului de
programe Microsft Office. Aceastd optiune permite estimarea optimizata a valorilor pentru panta
liniei de regresie si punctul de origine al dreptei, utilizati in recalcularea parametrilor izotermelor
de sorbtie. Modelul izotermei Langmuir poate fi liniarizat in patru tipuri diferite de regresii

liniare (Tabelul 2.1). Dintre cele patru forme liniare Langmuir de Tip 1 si Tip 2 sunt cel mai
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frecvent aplicate intrucat devierea ecuatiei liniare obtinute este mai micd comparativ cu formele
liniare Langmuir Tip 3 si Tip 4. In cadrul acestei etape au fost utilizate cele patru tipuri ale
ecuatiei liniarizate ale modelului Langmuir pentru fitarea datelor experimentale. Parametrii
obtinuti in rezultatul analizei regresiei liniare pentru formele linearizate ale izotermelor de

adsorbtie impreunad cu coeficientii de corelare R? sunt indicati in Tabelul 2.3.

Tabelul 2.3. Parametrii obtinuti din forma liniara a izotermelor de adsorbtie

Izoterma Parametrii Valorile
b (L/mg) 0,008
S o Qo (mg/g) 32,787
o 2 —_
S R, 0,6594
|
R? 0,8664
b (L/mg) 0,0155
E’ N Qo (Mg/g) 22,024
o .2 —_
< R, 0,5193
|
R? 0,9323
b (L/mg) 0,013
e Qo (Mg/g) 24,821
o 2 —_
S R, 0,557
|
R? 0,6893
b (L/mg) 0,009
i Qo (Mg/g) 31,11
o 2 —_—
S R, 0,635
|
R? 0,6893
- K: (mg/g) 0,7802
(&)
S n 1,5940
5
ff R? 0,9802
5 gs (mg/g) 13,870
£ 3 E (kJ/mol) 70,060
s g :
2 c%é R 0,7016
(n'e
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Se constatd faptul, cd valorile constantelor Langmuir variaza in dependentd de tipul de
model aplicat. Comparand valorile coeficientilor de corelare (R?) in cazul celor patru tipuri de
ecuatii lineare Langmuir, putem evidentia ca forma de Tip 2 descrie mai bine distributia datelor
experimentale. Prin fitarea datelor experimentale cu ecuatia liniard a modelului Freundlich s-a
obtinut un coeficient de corelare mai mare decat in cazul modelelor Langmuir, R? fiind de
0,9802. Modelul izotermei Dubinin-Radushkevich a fost aplicat pentru estimarea energiei libere
(E) in sistemele modelate, E = 70,06 kJ/mol.

In baza parametrilor obtinuti prin analiza regresiei liniare au fost construite izotermele de

adsorbtie Langmuir, Freundlich si Dubinin-Radushkevich prezentate in Figura 2.9.
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Fig. 2.9. Izotermele de adsorbtie a ionilor de fier (I11) de tulpina Dunaliellei salina

construite dupd modelul regresiei liniare.

Dupa cum se vede din Figura 2.9, forma liniard a modelului Freundlich descrie cel mai
bine procesul de sorbtie microbiologica a ionior de fier de catre microalga verde Dunaliella
salina in intervalul de concentratii 0,3 — 2,5 mM citrat de fier (I11).

Studiul de fata prezinta eficacitatea aplicarii analizei regresiei liniare pentru determinarea
modelului izotermei de adsorbtie ce descrie cel mai bine sistemele cercetate.

Reiesind din analiza comparativd a valorilor R? calculate din regresia liniard a datelor
obtinute pentru sistemele modelate Dunaliella salina in contact cu solutii de concentratii ale
citratului de fier (1) variind in intervalul 0,3 — 2,5 mM, mentionam ca dintre cele sase forme

liniarizate ale modelelor izotermelor aplicate, forma linearizatd Freundlich descrie cel mai bine
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procesul de sorbtie microbiologicad, urmata de forma liniarizatd Langmuir de Tip 2. Diferenta
pronuntatd in valorile parametrilor izotermelor de adsorbtie (Tabelul 2.3) indicd asupra
complexitatii estimarii acestora utilizand tehnicile de linearizare. Aceasta observatie indica faptul
ca tehnicile de liniarizare nu sunt suficiente pentru prezicerea mecanismului de sorbtie
microbiologica. Diferenta dintre datele experimentale si modelele liniare ale izotermelor obtinute
(Figura 2.9) se poate datora si problemei transformarii expresiei neliniare in ecuatii liniare
marind marja de eroare in estimarile teoretice. Mai mult, expresiile liniare nu pot fi utilizate Tn
cazul in care datele experimentale au forma neliniara. Astfel, in continuare datele experimentale
au fost analizate prin regresia neliniara.
Analiza de regresie neliniard

Aceasta etapa a fost efectuata utilizand optiunea Solver Excel al pachetului de programe
Microsft Office. Analiza de regresie neliniard a fost aplicata pentru estimarea parametrilor
izotermelor de adsorbtie Langmuir, Freundlich si Dubinin-Radushkevich, rezultatele sunt

prezentate in Tabelul 2.4.

Tabelul 2.4. Parametrii obtinuti din ecuatiile neliniare ale izotermelor de adsorbtie

Izoterma Parametrii Valorile
b (L/mg) 0,006
E Qo (mg/g) 39,2781
£ R, 0,7169
- 2
R 0,9715
< Ks 0,6040
= n 1,4571
>
[} 2
T R 0,9881
= s 16,3243
, S
[ =
s £ E (kJ/mol) 56,8803
S G
> >
0 7 R 0,7397
(n'e

Reiesind din rezultatele obtinute (Tabelul 2.4) se observa ca analiza de regresie neliniara
pentru cele patru expresii liniare Langmuir rezultd in aceleasi valori ale parametrilor. In baza
parametrilor obtinuti au fost construite izotermele de adsorbtie Langmuir, Freundlich si Dubinin-

Radushkevic.
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Din Figura 2.10 se poate observa ca prin metoda de regresie neliniara, modelele
Langmuir si Freundlich descriu mai bine procesul de sorbtie urmadrit in sistemele modelate.
Analiza comparativd a valorilor parametrilor obtinuti pentru fiecare model de izoterme si a
coeficientilor de corelare indicd asupra faptului cd modelul Freundlich descrie cel mai bine
sorbtia microbiologica a ionilor de fier de catre tulpina Dunaliellei salina in intervalul de
concentratii ale citratului de fier (111) 0,3 — 2,5 mM, avand un coeficient de corelare (R?) de
0,9881. Valoarea mica a coeficientului de corelare R?=0,7297 a modelului Dubinin-
Radushkevich demonstreaza cd sorbtia in sistemele cercetate nu este in concordantd cu teoria
acestei izoterme de sorbtie. Insd, valoarea energiei libere de adsorbtie estimati din modelul
acestei izoterme, E=56,88 kJ/mol, conduce la concluzia ca in sistemele studiate au loc procese de
adsorbtie chimica. Aceastd constatare sustine ideea ca ionii de fier sunt legati chimic din mediul
extracelular de catre structuri chimice precum proteina de tip transferind produsa de biomasa vie

a Dunaliellei salina.
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Fig. 2.10. Izotermele de adsorbtie a ionilor de fier (I11) de tulpina Dunaliellei salina construite

dupd modelul regresiei neliniare.

Valoarea calculata a factorului de separare R este de 0,7169, ceea ce conduce la
concluzia cd procesul de sorbtie microbiologica este favorabil pe Intreg domeniul de concentratii
utilizat in acest studiu. Aceastd constatare este sustinutd si de valoarea constantei 1/n de 0,6863
calculatd din modelul izotermei Freundlich. Valorile relativ mici ale constantelor de sorbtie

obtinute din izotermele de adsorbtie (Tabelul 2.4) in comparatie cu cele specificate in literatura
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de specialitate pentru biomasa uscata a Dunaliellei salina [153] sugereaza existenta unui
mecanism combinat de biosorbtie si bioacumulare ce conduce la Tmbogatirea cu fier a mediului

intracelular.

2.5. Analiza spectrala a biomasei Dunaliella salina Th domeniul IR

Spectroscopia 1n infrarosu cu transformata Fourier (FTIR) este utilizata la scara larga ca o
metoda rapida si directd pentru cercetarea subiectelor biologice si identificarea modificarilor
biochimice produse in compozitia acestora [153]. Aceastd tehnicd ofera informatii valoroase
despre legaturile chimice si permite identificarea grupelor functionale active de pe suprafata
celulard. Spectrele Inregistrate pentru esantioanele de biomasa celulard reprezintd “amprenta”
materialului biologic studiat. Analiza formei si intensitatii peak-urilor de absorbtie FTIR ofera
informatii despre grupele functionale specifice precum si structura moleculard. Aceasta
informatie este utilizatd pentru diferentierea anumitor procese biochimice ce au loc in celulele
studiate.

Spectrele FTIR inregistrate pentru esantionul de biomasa uscata fara fier si esantionul de

biomasa uscata ce a contactat cu fierul sunt prezentate in Figura 2.11. Datele selectate din

spectrele FTIR Tnregistrate sunt prezentate in Tabelul 2.5.

() (b)

0,15 0,15
0,12 4 0,12+
© S
2 0,094 2 0,09+
© ©
c c
[ @
2 0,06 2 0,06 -
(o] (@]
7] [}
Q Q
< 0,03 < 0,03-
0,00 F 0,00
—t—t— ]t S e B A e L N M
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numar de unda (cm™) Numar de unda (cm)

Fig. 2.11. Spectrele FTIR inregistrate pentru biomasa uscata a Dunailellei salina,

(a) fara fier si (b) imbogatita cu fier.
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Compararea celor doud spectre aratd ca majoritatea variatiilor intensitatii peak-urilor au
fost inregistrate in regiunea spectrald 3500-3200 cm™ desemnate pentru grupa OH legati si
vibratia de intindere NH. Prezenta peak-urilor 1n aceastd regiune a numerelor de unda confirma

prezenta grupelor hidroxil si amino in structura biomasei Dunaliella salina.

Tabelul 2.5. Compararea frecventelor de vibratie din spectrele IR ale biomasei Dunaliellei salina

Numere de undi (cm™)

Grupele functionale

Vibratii @) (b) si compusi
D. salina D. salina+Fe
Grupa OH legat; vibratia de 3280 3329 apa, proteine
intindere NH [143,144]
Intindere asimetrici CH, 2925 2927, 3007 Gruparea metilenica
CH2 [144]
Intindere asimetrica CH, si CH3 - 2856 Gruparea metil sau
metilinica [144]
Vibratia de intindere C=0 1724 1743 Esterii lipidelor sau a
acizilor grasi [144]
Vibratia de intindere C=0 1643 1591 Proteine (amide
primare) [144]
NH deformare simetrica, - 1545 Proteine (amide
CH intindere simetrica secundare) [144]
Vibratii asimetrice de curbare 1446 1456 Gruparea metil sau
ale CH; si CH3 metilinica [144]
S=0 de intindere 1404 1379, 1356 Sulfonatii [143]
Curbarea CH 1283 1281 Izopropil (lipide)
[143]
P=0 curbare asimetrica 1242 1231 Fosfolipide [143]
C-O-C si C-O de intindere 1150-1075 1100-939 Polizaharide [144]
P-C de ntindere 750, 718, 707, 764, 722 Posfonati [143]
672

Aditional, au fost inregistrate modificari ale intensitatii peak-urilor pentru numerele de

unda ale aminelor primare si secundare ale proteinelor. Aceste observatii conduc la concluzia ca
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aceste grupe functionale sunt implicate in legarea fierului din mediu prin intermediul reactiilor
de complexare ale proteinelor produse de tulpina Dunaliellei salina [131].

Mai mult, peak-urile caracteristice polizaharidelor sufera si ele modificari, deplasandu-se
spre numere de unda mai mici, de la 1150 - 1075 cm™ spre 1100 - 939 cm™. Dunaliella salina
este cunoscutd pentru producerea abundentd de polizaharide pe care le secretd in mediul
extracelular [154]. Aceste polizaharide, in mediul apos, au tendinta de a forma agregate
extracelulare de dimensiuni mari care se comportd ca si cationiti pentru metalele grele [155].
Deplasarea spre numere de undd mai mici, Inregistratd in spectrele obtinute, sugereaza
deprotonarea grupelor functionale —OH si participarea acestora in legarea fierului prin

intermediul reactiilor de schimb ionic (Figura 2.12).
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Fig. 2.12. Reprezentarea schematica a reactiei de schimb ionic dintre molecula de polizaharida
si ionii de Fe *". Polizaharida sintetizata de tulpina Dunaliella salina este constituita din

monomeri de acetil glucozamina [154].

2.6. Concluzii la capitolul 2

Cercetarile efectuate Tn cadrul acestui capitol au permis stabilirea conditiilor optime
pentru realizarea procesului de acumulare a ionilor de fier si formare a structurilor de dimensiuni
nanometrice in celulele vii ale microalgei verzi Dunailellei salina.

Astfel, in profilul evolutiei in timp, al procesului de sorbtie a ionilor de fier de cétre
celulele vii ale Dunailellei salina, a fost evidentiatda o Tntarziere de 15 minute, iar timpul de

contact optim pentru a asigura o sorbtie eficienta a fost stabilit la 45 minute.
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Cresterea cantitatii de biomasa celulara vie n sistemele modelate va conduce la sporirea
procesului de acumulare a ionilor de Fe(l11).

De asemenea, pentru a obtine o adsorbtic maxima a ionilor de Fe(lll) de catre biomasa
celulard vie a Dunaliellei salina a fost stabilit pH-ul optim la valoarea 8,0.

Pentru intervalul de concentratii 0,3-2,5 mM de citrat de fier (I1l), sorbtia se intensifica
odata cu cresterea concentratiei citrat de fier (111) Tn sistem.

Prezenta ionilor de hidrogenocarbonat intensifica procesul de sorbtie. Aceasta constatare
sustine ideea cd procesul de sorbtie microbiologica a ionilor de fier de catre celulele vii ale
Dunaliellei salina are la baza reactia de complexare a ionilor de fier de catre moleculele proteice
de tip transferina.

Studierea prezentei fierului in mediul de cultivare a celulelor a condus la concluzia ca
insuficienta fierului in mediul de cultivare al celulelor conduce in mod indirect la intensificarea
sorbtiei fierului.

Procesul de sorbtie ionilor de fier de catre celulele vii ale Dunaliellei salina este bine
descris de modelul izotermei Freundlich (R?=0,9881). Capacitatea maxima de adsorbtie calculata
pe baza modelului Langmuir este de 39,2781 mgFe/g, pentru R°=0,9715. Factorul de separare R,
are valoarea calculata de 0,7169, ceea ce conduce la concluzia ca procesul de sorbtie
microbiologicd este favorabil pe intreg domeniul de concentratii studiat.

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

Procedeul de examinare a tulpinii Dunaliella salina descris in cadrul acestui capitol poate
fi utilizat in calitate de protocol de cercetare pentru testarea microorganismelor pentru

identificarea capabilitdtii de producere a nanoparticulelor.
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3. STUDII FIZICO-CHIMICE ALE PROTEINELOR IMPLICATE TN PROCESUL DE
SINTEZA MICROBIOLOGICA

Sinteza microbiologicad este o metoda eficientd de producere a nanoparticulelor cu
morfologie controlata pentru aplicatii bio-medicale [156]. Acest procedeu necesita o atentie
deosebita intrucat implica utilizarea microorganismelor pentru sinteza particulelor de dimensiuni
nanometrice. Mecanismele biochimice si moleculare care stau la baza sintezei microbiologice nu
sunt pe deplin cunoscute deoarece celulele microorganismelor se comporta in mod diferit fata de
ionii metalelor prezenti in mediul celular, iar procesele metabolice implicate difera si ele intre
speciile microorganismelor. Entitatile biologice produc cantitati mari de proteine responsabile de
reducerea ionilor metalici si legarea acestora in mediul extracelular [157]. Studierea
mecanismului interactiunii structurilor proteice cu ionii de fier va contribui la intelegerea si

optimizarea procesului de sintezd microbiologicd a nanoparticulelor de fier.

3.1. Transferinele

Proteinele sunt substante organice macromoleculare formate din lanturi de aminoacizi,
ele sunt prezente in celulele tuturor organismelor vii si reprezinta aproximativ 50 % din greutatea
celulara uscata. Structural, proteinele sunt considerate polimeri ai aminoacizilor. Chiar daca
existd o mare diversitate a tipurilor de proteine cu diferite functii biologice, lantul polipeptidic al
proteinelor este constituit numai din 20 de L-a aminoacizi a caror structurd este bine cunoscuta.
Secventa aminoacizilor in structura fiecarei proteine este unica, fiind codificatd de o gena.

Din punct de vedere chimic, proteinele sunt organizate in lanturi polipeptidice primare.
Lanturile polipeptidice se formeaza in rezultatul policondensarii aminoacizilor, acestia fiind
legati prin legdturile peptidice ale combinatiilor de grupari carboxilice si gruparilor amino ale
aminoacizilor. Aranjarea structurald a aminoacizilor in lantul polipeptidic este influentatd de
anumite interactiuni intramoleculare ce definesc structura secundard a proteinei. Structura
secundard a proteinei reprezintd conformatia proteinei in mediul natural, fiind indusd de
legdturile de hidrogen dintre resturile de aminoacizi din lantul polipeptidic. Cele mai intalnite
tipuri de structura secundara sunt a-helixul si structurile S-pliate. Structura a-helix reprezintd o
structura in forma de spirald ce se datoreaza legaturilor de hidrogen intre unitatile peptidice.
Acest tip de structurd secundard ofera porozitate si mobilitate conformatiei proteice. Structura
secundard de tip foaie pf-pliatd este formata din legdturile de hidrogen dintre lanturile
polipeptidice invecinate. Acest tip de structurd secundara confera rigiditate conformatiei proteice
[158]. Chimia proteinelor este destul de complexa si presupune intelegerea principiilor de

formare a moleculelor proteice precum si organizarea structurald a acestora. Astfel, pentru
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studierea proteinei de interes este important de stabilit o abordare separata specifica in care sa se
tind cont de constructia chimicd, arhitectura precum si functia biologicd pe care aceasta 0
exercita.

Transferinele sunt familia de proteine responsabile de legarea ionilor de fier din mediu.
Printre membrii acestei familii de proteine se numara: transferina serica, lactoferina,
ovotransferina si melanotransferina. Rolul esential al transferinelor este fixarea ionilor de fier din
mediul extracelular si transportul acestora in interiorul celulelor.

Transferinele sunt glicoproteine cu masa moleculard in jur de 80 kDa, compuse dintr-un
singur lant polipeptidic de regula pliat in doi lobi similari. Lantul polipeptidic este construit din
aproximativ 600-700 aminoacizi, numarul acestora variind in functie de specie. O alta trasatura
caracteristica membrilor acestei familii de proteine este centrul activ al proteinei, acesta fiind
constituit din patru aminoacizi implicati direct in legarea ionului de fier (I11). Sfera de coordinare
a ionului de fier din molecula proteica este completata de ionul de carbonat ce actioneaza in
calitate de punte intre transferind si ionul de fier. Transportul fierului spre celule se realizeaza
prin legareca a doua molecule de transferina diferica de receptorul homodimeric specific de pe
suprafata celulara (Figura 3.1). Astfel, prin endocitoza mediatd de receptor, fierul este eliberat

rapid din structura transferinelor si depozitat in endozom [159].

Fig. 3.1. Reprezentarea grafica a hetero-tetramerului AABB format din receptorul
homodimeric (AA) si doud molecule de transferine (BB).

Modelul este reconstruit din fisierul de structura 3S9L.pdb.
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Spre deosebire de ceilalti membri ai familiei de transferine, lactoferina este responsabila
doar de legarea ionilor de fier din mediu. De asemenea, mecanismul de legare a fierului, in cazul
lactoferinei, este unul diferit. Tntrucat, In literatura de specialitate a fost descris mecanismul de
legare a fierului de molecule de transferina serica, ovotransferina, melanotransferina si mai putin
este cunoscut mecanismul specific lactoferinei, in continuare a fost cercetatd molecula de

lactoferina.

3.2. Lactoferina

Lactoferina este o glicoproteind monomer cu masa moleculara in jur de 80 kDa,
responsabila pentru legarea ionilor de Fe(lll) din fluidele fiziologice. Aceasta proteind a fost
izolata pentru prima data din laptele bovin [160], iar cercetarile ulterioare au aratat ca lactoferina
prezinta o afinitate inalta fata de ionii de fier. Mai tarziu aceasta proteinad a fost recunoscuta ca
membru al familiei transferinelor, adica a proteinelor capabile sa lege si sa transfere ionii de
Fe(lll) [161]. Lactoferina a fost identificatd in secretiile glandelor exocrine precum si plasma
sangvina. Principala sursa de lactoferina plasmatica sunt granulatiile specifice neutrofilelor [162,
163]. Desi lactoferina a fost clasificata ca o glicoproteind cu o afinitate inalta fata de ionii de fier
trivalent, studiile au aratat ca acelasi centru activ al proteinei este capabil de a lega si ioni ai altor
metale. Astfel, s-a ajuns la concluzia ca centrul activ al proteinei dispune de o flexibilitate
suficientd pentru a modifica numarul de coordinare [164].

Lactoferina constd dintr-un singur lant polipeptidic alcatuit din 600-700 aminoacizi
organizati in structuri de tip a-helix si foaie f-pliata [165]. Lantul polipeptidic al lactoferinei este
pliat Tn doi lobi elipsoidali (N si C) conectati printr-un helix (Figura 3.2.A). Fiecare lob este
divizat in doud subdomenii, lobul N 1n N1 si N2, iar lobul C este divizat in subdomeniile C1 si
C2 (Figura 3.2.B). Lobii N si C dispun de cate un centrul activ in care ionul de fier este fixat de
resturi ale patru aminoacizi: acidul aspartic, doua molecule de tirozina si o histidina (Figura
3.2.C). Fiecare molecula de lactoferina poate lega doi atomi de fier trivalent, iar in functie de
nivelul de saturatie cu fier se pot distinge trei forme ale lactoferinei: apolactoferina (forma fara
fier), lactoferina monoferica si lactoferina diferica (hololactoferina). Specificitatea procesului de
legare a ionilor de Fe(lll) se datoreaza participarii ionilor de carbonat. Anionul trebuie sa fie
fixat Tn centrul activ al proteinei pentru a asigura legarea ionilor de Fe(lll). Tabelul 3.1 prezinta
dimensiunea legaturilor chimice dintre ionii de fier si liganzii din sfera de coordinare. Datele au
fost obtinute din analiza fisierului de structura al lactoferinei umane (1BOL.pdb) determinata

experimental cu ajutorul difractiei de raze-X.
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Fig. 3.2. Reprezentarea grafica a: (A) lactoferinei monoferice (1LHF.pdb);
(B) lactoferinei diferice (1BOL.pdb); (C) sferei de coordinare a ionului de fier (111) in lobul N

al lactoferinei de catre reziduurile aminoacizilor.
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Tabelul 3.1. Dimensiunea legiturilor chimice (A) ale ionilor de Fe(Ill) coordinati la

liganzii din centrii activi ai lactoferinei umane

Legatura lobul N lobul C
Fe-0: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-01:C05”695(C0O3*696) 2,007 2,286
Fe-02:C0O3”695(C0O5”696) 2,138 2,010

Reactia de legare a ionilor de Fe(IIl) este reversibila si dependenta de pH-ul mediului,
lobul N al proteinei elibereaza fierul la pH 5,0, iar lobul C retine fierul pana la pH 3,5 [166].
Studiile experimentale au aratat cd molecula de lactoferina isi schimba conformatia in timpul
reactiei. Astfel, hololactoferina va adopta conformatia inchisa, pe cand apolactoferina va avea
conformatia deschisa.

Lactoferina poseda numeroase functii biologice. Proprietatile biochimice ale lactoferinei
deriva din caracteristicile structurale ale acesteia precum si din functia de baza de legare a ionilor
de fier. Lactoferina este implicatd in mai multe procese fiziologice inclusiv antimicrobiene [167],
imunomodulatoare [168] si anticancerigene [169, 170]. Datorita acestui motiv, cercetarea
proprietdtilor lactoferinei este un domeniu de interes remarcabil, iar studierea mecanismelor de
actiune ale acesteia va contribui la intelegerea procesului de sintezd microbiologica a
nanoparticulelor de fier, dar si la elaborarea unor metodologii pentru aplicatii biotehnologice in
medicina.

Obiectivul principal al acestui studiu este de a determina proprietatile specifice ale
lactoferinei, care determina interactiunea acesteia cu ionii de Fe(lll) prin aplicarea tehnicilor
computationale si experimentale. Obiectivul propus se realizeaza prin elaborarea unui protocol
de cercetare pentru studierea structurilor moleculare biologice, care combina o serie de metode

de analiza si caracterizare structurala a lactoferinei.

3.3. Metodologia de cercetare a structurii si mecanismului de interactiune a lactoferinei cu
ionii de Fe(l11)
De-a lungul ultimilor decenii, diverse metode au fost propuse pentru a studia structura si

dinamica proteinelor. Metodele utilizate la momentul actual de catre comunitatea stiintifica pot fi
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clasificate in tehnici experimentale de spectroscopie si tehnicile computationale. In cadrul acestei
etape, metodele computationale au fost utilizate pentru evaluarea secventelor proteice de
lactoferina disponibile in bazele de date pentru proteine, iar pentru caracterizarea structurald a
lactoferinei in solutii au fost alese spectroscopia UV-VIS, FT-IR si SAXS. In continuare vor fi
descrise metodele computationale utilizate.
Tehnici computationale aplicate

In prezent sunt disponibile in bancile de date pentru proteine structuri moleculare ale
lactoferinelor izolate din diferite specii. Tn acest context, analiza acestor structuri in ideea de a
evalua gradul de similitudine / omologie reprezinta o etapa importanta de realizat.

Tn continuare au fost selectate cinci fisiere de structurd ale lactoferinei izolate de la

diferite specii animale, codul PDB al acestor fisiere este prezentat in Tabelul 3.2.

Tabelul 3.2. Codul PDB al fisierelor de structura folosite

Codul PDB Descrierea Referinta
1BOL Lactoferina difericd umana [171]
1BlY Lactoferina diferica de bivol [172]
1BLF Lactoferina diferica bovina [173]
li6B Lactoferina diferica cabalina [174]
116Q Lactoferina diferica de camila [175]

Grafica moleculara este una din tehnicile esentiale pentru modelarea proteica, care are la
baza analiza structurilor proteice 3D, manipularea in 3D, precum si compararea diferitelor
conformatii moleculare. Pachetul de programe de grafica moleculara utilizat in cadrul acestei
etape este VMD (Visual Molecular Dynamics) [176].

Metoda de aliniere multipla al secventelor (Multiple Sequence Alignment) este un
instrument informatic de modelare proteica bazat pe analiza gradului de omologie. Aceasta
metodd este utilizatd pentru evaluarea seturilor de secvente si structuri macromoleculare
biologice ce au o relatie de evolutie comund. Folosirea combinatd a informatiei oferitd de
secvente si a instrumentelor de calcul va conduce la cresterea intelegerii functiei proteinelor cu
structura similard. Protocolul de cercetare standard pentru realizarea studiului de aliniere
multipla cuprinde urmatoarele etape:

1.  identificarea secventei proteice de interes;

2.  gasirea omologilor cu structura cunoscuta pentru proteina cercetata;
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3. alinierea secventelor proteice;
4.  calculul setului de parametri pentru alinierea multipla;
5. evaluarea calitatii alinierii si identificarea similitudinii sau diferentelor dintre proteinele.

Fisierele ce contin informatia de structura ale lactoferinelor au fost preluate din Banca de
Date pentru Proteine (Protein Data Bank [177], PDB). Banca de Date pentru Proteine este o
baza de date ce contine informatia de structura 3D, de rezolutie inalta, ale moleculelor biologice,
ale caror structurd a fost descifratd prin metode de difractie de raze-X si RMN. Fisierele cu
informatii de structura de rezolutie inalta ale moleculelor biochimice sunt in format PDB.

Studiul de aliniere multiplé a moleculelor de lactoferind a fost realizat cu pachetul de
programe MultiSeq [178]. Acest program permite evaluarea secventelor si structurilor
moleculelor proteice si acizilor nucleici. Pentru alinierea de secventa a lactoferinelor cercetate a
fost utilizat plugin-ul ClustalW [179]. Pentru alinierea de structura a lactoferinelor cercetate a
fost utilizat plugin-ul STAMP [180]. Rularea algoritmilor inclusi in plugin-urile STAMP si
ClustalW rezulta in generarea unui set de parametri: Qs (similitudinea structurala per reziduu),
Qu (omologia structurala per reziduu), identitatea procentuald, RMSD (devierea medie
patraticd). Valorile acestor parametri diferd in dependentd de algoritmul aplicat pe acelasi set de
proteine. Prin urmare, acest set de parametri poate fi folosit pentru evaluarea calitatii alinierii si
pentru identificarea similitudinii sau diferentei 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 std la baza acestor
determindri a fost descrisa de Bashford D. si Karplus M. [184] si aceasta consta in calcularea
valorilor constantelor de aiciditate, pentru grupele ionizabile ale aminoacizilor din structura
proteica prin aplicarea modelului electrostatic continuu Poisson-Boltzmann [185, 186].
Determinarile pKa au fost realizate in conditii de tarie ionica 150 mM, constanta dielectrica a
proteinei 4,0 si constanta dielectrica a solventului 80,0. Structurile PDB au fost protonate
corespunzator mediului fiziologic de pH 7,4 utilizand campul de forte AMBER [187].

Calculele potentialului electrostatic pe suprafata au fost efectuate cu pachetul de
programe APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) [188]. Protocolul de calcul al
potentialului electrostatic de suprafatd include procedura de adaugare a atomilor de hidrogen
polari la structura 3D a proteinei aplicind un camp de forte, in studiul de fatd a fost utilizat
campul de forte PARSE [189]. Calculele potentialului electrostatic pe suprafatd au fost realizate
in conditii de temperatura de 298,15 K, tarie ionica 150 mM, constanta dielectrica a proteinei 1,0
si constanta dielectrica a solventului 78,0. Ceilalti parametri au fost setati automatic de pachetul

de programe APBS.
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Tehnici experimentale aplicate

Reactivi - In cadrul acestui studiu a fost utilizata lactoferina diferici umana procurati de
la Sigma-Aldrich. Pentru masuratorile de imprastiere la unghiuri mici cu raze-X, probele de
lactoferina diferica umana au fost tratate cu ditiotretiol (DTT) (de puritate BioUltra). DTT este
un agent reducdtor puternic, utilizat pentru protejarea probelor biologice de radiatie. DTT a fost
procurat de la Sigma-Aldrich. Solutiile au fost preparate prin dizolvarea reactivilor in apa
deionizata si ultrafiltrata (instalatia HFSuper NWseries).

Instrumente si aparate - Metoda de Tmpréastiere la unghiuri mici cu raze-X (Small Angle
X-ray Scattering, SAXS) este o tehnica fundamentala de analiza a structurii materiei condensate,
ce oferd informatii despre dimensiunea, forma si structura internd a materiei cercetate. Metoda
SAXS este utilizatd cu succes in domenii de cercetare precum fizica materiei condensate,
biologia moleculard, biofizica, s.a. Aceastd metodd are la bazd fenomenul de interactiune a
razelor-X de lungimi de unda mici (0,1 — 0,2 nm) cu materia. Comparativ cu difractia de raze-X,
SAXS nu permite identificarea structurii atomice a materialelor.

Tn timpul unei masuratori SAXS fascicolul monocromatic incident este directionat spre
esantionul ce contine solutia cu particule coloidale sau macromolecule. In rezultatul interactiunii
fascicolului de raze-X cu esantionul analizat are loc imprastierea elastica a razelor-X la unghiuri
mici fatia de fascicolul de raze incidente. In metoda imprastierii la unghiuri mici se masoari
intensitatea fascicolului imprastiat de raze-X si este determinatd ca functie a unghiului de
imprastiere 20, care este proportional cu vectorului de Imprastiere q, definit ca diferenta dintre

vectorul incident (kj) si vectorul de imprastiere (ks) q= ks - ki, prezentat in Figura 3.3.

Fig. 3.3. Definirea vectorului de imprastiere q ca diferenta dintre

vectorul de incidenta k; si vectorul de imprastiere Ks.

Acest fenomen are la baza mprastierea elasticd a radiatiei electromagnetice de cétre
particule de dimensiuni mult mai mici sau de dimensiuni de acelasi ordinul cu fotonul care

interactioneaza cu particula. Vectorului de imprastiere este exprimat prin formula:

q =4msin6/2 3.1)
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2¢ este unghiul de Tmprastiere;
A este lungimea de unda a fluxului incident de raze-X.
Intensitatea de imprastiere este produsul dintre factorul de forma P(q) si factorul de

structura S(q):

1(q) =5 P(@)S(q) (32)

Factorul de forma oferd informatii despre forma si dimensiunea particulelor sau
macromoleculelor cercetate, iar factorul de structura despre interactiunea dintre particule [190].
Analiza probelor de lactoferind a fost realizata la spectrometrul SAXS. Masuratorile au fost
efectuate la fascicolul de radiatic X33 al inelului de accelerare Doris, la sincrotronul DESY
(Deutsches Elektronen-Synchrotron) din Hamburg, Germania, un institut national in care
acceleratorul de particule este utilizat pentru cercetarea structurii materiei. Curbele
experimentale obtinute au fost analizate folosind programele incluse in pachetul ATSAS [191].

Spectroscopia in domeniul UV-VIS este utilizata in studiul proprietatilor fizico-chimice
ale proteinelor in solutii. In literatura de specialitate se specifici ca proteinele au un maxim de
absorbtie in intervalul de lungimi de unda 240 - 300 nm, care se datoreaza in mare parte
absorbantei aminoacizilor aromatici triptofan, tirozina si fenilalanina. Legaturile disulfidice
dintre doua cisteine au un maxim de absorbtie la 260 nm. Absorbanta aminoacizilor triptofan,
tirozina si fenilalanina depinde de micromediul cromoforilor acestora, astfel incat fiind expusi la
solvent acesti aminoacizi vor avea spectrul putin deplasat cu aproximativ 5 %. Grupele peptide
ale lantului proteic absorb si ele, insa In domeniul ultraviolet indepartat (180-230 nm). Mai multi
co-factori ai proteinelor absorb in domeniul UV-VIS [192]. Spectroscopia in domeniul
ultraviolet si vizibil a fost utilizata pentru confirmarea prezentei ionilor de fier (III) in structura
lactoferinei in solutie. Masuratorile in domeniul ultraviolet-vizibil au fost in cadrul Laboratorului
de Fizica a Neutronului, Institutul Unificat pentru Cercetdri Nucleare, Dubna, Federatia Rusa.

Spectroscopia in domeniul infrarosu (IR) este o tehnica implementatd cu succes pentru
cercetarea structurilor proteice si a mecanismelor biochimice [193]. Probele au fost analizate in
domeniul infrarosu utilizand spectrometrul Perkin Elmer FTIR Spectrometer Spectrum 100 din
cadrul Institului de Chimie al Academiei de Stiinte a Moldovei. Spectrele in domeniul infrarosu

au fost nregistrate in intervalul 4000-650 cm™.

3.4. Studiu de aliniere multiplid a moleculelor de lactoferini
Reprezentarea alinierii multiple de secventa a lactoferinei umana, bivolind, bovina,

cabalind si de camila, colorata dupa similitudinea secventelor este redatd in Figura 3.4.

74



v

‘RKKQR.,WM

oooaoa
- [R-N-N-N-]

- EEEET)

(VR VRVEY]

Wowwoww

[CRUNUNUNU]
oooo o

LS D
EARSS CH LIEMNA P NHAV

AFRCLAERNEGD V AF

w

NNNEA

ARS YV

W s

VLYYV LVuY

VTLDGGHN
ASCV
A s cv pi<t

ADA
G S FeRs N E

Il RRRSHK

LOSA A G K C G L V

[- - . BEOUREA G K CGLVPVLAE

EEE 0!

[ - EIENF F s A

[~ - . EEIERF F s

[v - SIEQF F s

[ - B psHAVYARS villlc
[v - P S HAV Y

uence Name
'MD Protein Structures

ence Name

VMD Protein Structures

uence Name
uence Name

b

la a secventelor
icualb [194].

ip

It

1 sunt marcat

Inierea mu

ina
ii variabil

75

1moacizi1 var

.Am

Reprezentarea grafica rezultata d

4.
lactoferinelor cercetate

Fig. 3.



Compararea secventelor proteice de lactoferina izolate de la patru specii animale (Tabelul
3.2) s-a realizat cu scopul de a evalua similitudinea acestor secvente proteice disponibile in baza
de date pentru proteine cu la lactoferina umana. Figura 3.5. reprezinta imaginea grafica rezultata
in urma alinierii multiple ale celor cinci secvente de lactoferina. Portiunile colorate in negru, in
reprezentarea graficd, indica faptul cd moleculele sunt bine conservate in aceste puncte.
Portiunile colorate in gri sunt regiunile in care nu exista o similitudine in structura moleculelor

proteice.

Fig. 3.5. Reprezentarea grafica rezultata din alinierea multipla dupa similitudinii structurale

per reziduu (Qres), a lactoferinelor cercetate.

Parametrii alinierii de structura si secventd, omologia structurala per reziduu (Qp),
identitatea procentuala, devierea medie patratica (RMSD) pentru cele patru lactoferine cercetate

sunt prezentati in Tabelele 3.3 si 3.4. Lactoferina umana a fost utilizata ca molecula de referinta.

Tabelul 3.3. Prametrii alinierii de structura [194]

Lactoferina  Lactoferina Lactoferina Lactoferina

de bivol bovina cabalina de camila
Qnu 0,8393 0,8160 0,8688 0,3869
RMSD (A) 1,5354 1,8106 1,2773 1,6093
identitatea procentuala (%) 69,35 68,88 74,31 30,60
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Tabelul 3.4. Prametrii alinierii de secventa [194]

Lactoferina  Lactoferina Lactoferina Lactoferina

de bivol bovina cabalina de camila
Qn 0,8356 0,8154 0,8634 0,4503
RMSD (A) 1,6093 1,8616 1,1414 12,6343
identitatea procentuala (%) 70,19 69,61 74,96 73,81

Parametrii calculati din alinierea de structura arata ca, in general structura lactoferinei
umane este bine conservatd printre speciile cercetate in acest studiu. Tn cazul lactoferinei de
camild, valoarea parametrului de omologie structurald este mai micd comparativ cu celelalte
lactoferine, Qu este 0,3869 si identitatea procentuala este 30,60 %. Alinierea de secventa arata ca
lactoferina de camilad diferd nu doar in compozitia chimicd, ci si din punct de vedere al
aranjamentului aminoacizilor in molecula proteica (RMSD=12,6343).

Figura 3.6 prezintd graficul similitudinii structurale per reziduu (Qrs) al lactoferinei
umane si lactoferinei de camila. Chiar dacad valorile Qe difera intre cele doua specii, forma

graficelor este similard in ambele, cazuri indincand un profil strucural comun.
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Fig. 3.6. Graficul similitudinii structurale per reziduu (Qes) obtinut pentru lactoferina umana

(negru) si lactoferina de camila (gri) [194].

Rezultatele obtinute evidentiaza faptul ca in ansamblu structura lactoferinei umane nu a

suferit modificari de-a lungul evolutiei in speciile cercetate in acest studiu. Desi gradul de
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similitudine al lactoferinei de camild este mai mic comparativ cu celelalte specii (identitatea
procentuala fiind doar de 30,60 %), profilul structural al acestei proteine este similar cu cel al
lactoferinei umane (Figura 3.6). Luand in considerare rezultatele obtinute, in continuare,
lactoferina umana a fost selectata ca obiect de studiu, intrucat s-a evidentiat ca aceasta este cea

mai reprezentativa dintre cele cinci structuri cercetate [194].

3.5. Validarea fisierului de structura al lactoferinei diferice umane

Evaluarea modelului de rezolutie inaltd propus de Banca de Date pentru Proteine si
validarea acestuia este un studiu important de realizat. Structurile proteice sunt determinate
experimental prin tehnici de difractie de raze-X sau prin spectroscopie cu rezonanta magnetica
nucleara (RMN) de rezolutie inaltd. Aceste tehnici ofera informatii despre pozitia atomilor n
moleculd. Spre deosebire de RMN, difractia de raze-X nu oferd informatii cu privire la pozitia
atomilor de hidrogen in structura moleculara. Produsul final al unei masuratori de difractie de
raze-X este harta densitatii electronilor atomilor din structura din care, cu ajutorul unor proceduri
de calcul incluse in pachete de programe cu destinatia specificd, se obtin pozitiile atomilor.
Produsul final al unei determinari RMN este setul de distante intre nucleele atomilor din
interiorul moleculei. O altd deosebire dintre cele doud tehnici este faptul cé difractia de raze-X se
realizeaza pe monocristalul de proteina, pe cand RMN-ul masoara proteina in solutie. Reiesind
din cele expuse mai sus, ambele tehnici de determinare a structurii proteice au anumite
dezavantaje, care ar putea conduce la obtinerea unui model de structurd mai putin corect.

Validarea fisierului de structura a lactoferinei diferice umane preluat din Banca de Date
pentru Proteine, 1BOL.pdb, a fost realizatd prin spectroscopia UV-VIS si imprastierea la unghiuri

mici cu raze-X, SAXS.

Confirmarea prezentei ionilor de Fe(IIl) prin spectroscopia UV-VIS

Solutia apoasa de lactoferind este incolora, insa in prezenta ionilor de Fe(lll) aceasta
capatd o culoare rosietica asociatd cu formarea complexului Fe(lll)-lactoferina. Coloratia este
vizibila doar pentru solutiile concentrate ale lactoferinei ferice.

Pentru a verifica prezenta fierului in solutia de lactoferina diferici umana preparata
pentru masuratorile de imprastiere la unghiuri mici cu raze-X am inregistrat spectrul lactoferinei
in regiunea UV-VIS (Figura 3.7). Spectrul inregistrat prezinta peak-ul tipic complexului
Fe-transferina Tnregistrat la lungimea de undd 280 nm, care confirma prezenta fierului in

structura lactoferinei [192].
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Fig. 3.7. Spectrul UV-VIS al solutiei apoase a complexului Fe(l11)-lactoferina, de 0,2%.

Tmprastierea la unghiuri mici cu raze-X, SAXS

SAXS este 0 metoda complementara ce permite studiul proteinelor in solutie cu ajutorul
razelor-X. Tn urma masuritorilor SAXS se obtin fisiere de structura de rezolutie joasi, insa prin
suprapunerea acestora cu modelele de rezolutie inaltd putem evalua calitatea modelului de
rezolutie inalta [190]. Astfel, pentru validarea modelului de rezolutie inalta al lactoferinei umane,
1BOL.pdb, au fost efectuate o serie de masuratori SAXS ale probelor de lactoferina diferica
umana 1in solutie apoasd pentru a identifica conditiile optime de realizare corecta a

experimentului. Curba de imprastiere obtinuta este prezentata in Figura 3.8.
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Fig. 3.8. Curba de imprastiere SAXS obtinuta pentru complexul Fe(l11)-lactoferina.

Prima etapd in interpretarea datelor SAXS constd in aplicarea unor functii standard.
Astfel, din curba de imprastiere a fost calculata raza de giratie, (Rg) 1n intervalul q de 0,034 —

0,096 A1 utilizand aproximatia Guinier:



1(q) = 1(0)expil-q*R;/3) (3.3)

O valoare de Rg=41,7+0,5 A pentru raza de giratie a lactoferinei umane a fost obtinuti,
independent de factorul de forma. Pentru a determina valoarea mai exacta a razei de giratie, din
curba de imprastiere s-a calculat functia de distributie folosind programul GNOM din pachetul
de programe ATSAS. Functia de distributie descrie distributia distantelor dintre perechile de
particule intr-un volum cunoscut. Programul GNOM calculeaza functia de distributie a

particulelor prin transformata Fourier indirecta:
p(r) = = J; a1 (q) sin(qr)dq (34)

Parametrul r este distanta dintre doua particule. Raza de giratie este calculata din functia

de distributie p(r) folosind formula:

RE = [y rip(r)dr/f]™ p(r)dr (35)

Parametrul Dyax este distanta maxima in interiorul particulei. Raza de giratie obtinuta in
valoare de 42,0+0,4 A este apropiati de valoarea obtinuti din aproximatia Guinier. De asemenea,
din functia de distributie a fost calculatd distanta maxima, Dpna=142,4+10 A. Pentru a obtine
informatii despre factorul de forma al macromoleculei de lactoferina, in continuare am aplicat
functia Kratky, in care se construieste graficul produsului 1(q)q? in functie de q (Figura 3.9).
Functia Kratky este utilizatd pentru evaluarea starii particulelor / macromoleculelor in solutii.
Graficul Kratky obtinut din curba de imprastiere a indicat ca lactoferina in solutia apoasa
analizata nu este 1n stare monomerica. De aceea, In continuare datele au fost modelate utilizand

programul SASREF din pachetul de programe ATSAS.

20
15—-
s 10;
X 0_- ; wmwr""ﬁ‘*@',‘l{w"wiﬁ‘»’mm*li Ml
_50 . ; v é . é R & é !
q (A7)

Fig. 3.9. Graficul Kratky rezultat din curba de imprastiere SAXS

a complexului Fe(ll1)-lactoferina.
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Programele SASREF si DAMAVER din pachetul de programe ATSAS au fost utilizate
pentru procedurile de fitare a datelor experimentale si reconstructia modelului 3D de rezolutie
joasa a lactoferinei cercetate. Figura 3.10 prezintd procedura de fitare si modelul 3D obtinut.
Procedurile de fitare repetate ale datelor experimentale au condus la obtinerea unui model al
homodimerului de lactoferina. La suprapunerea modelului homodimerului de rezolutie inalta al
lactoferinei cu modelul de rezolutie joasd obtinut din procedurile de fitare a datelor

experimentale, se observa cd cele doua corespund.
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Fig. 3.10. Modelarea homodimerului de rezolutie inalta al lactoferinei:

(A) procedura de fitare a curbei SAXS; (B) modelul 3D al homodimerului obtinut.

Proteinele in solutie se comporta diferit, iar conformatia pe care o adoptd in solutie poate
sa difere de cea din forma cristalind. Pentru o reproducere mai bund a rezultatelor obtinute,
trebuie respectate mai multe conditii. In cazul acestui studiu este necesar de creat un mediu
pentru proteina cercetata astfel ca aceasta sa existe in stare monomericd in solutia apoasd. Desi
dovezile experimentale obtinute din masuratorile SAXS indica asupra faptului ca lactoferina
umana cercetatd se auto-asociaza in solutii apoase, rezultdind in structuri homodimerice,
rezultatele obtinute ne-au permis sd validdm modelul de rezolutie Tnaltd oferit de Banca de Date
pentru Proteine. Astfel, fisierul de structura 1BOL.pdb al lactoferinei umane a fost utilizat in

continuare in studiile computationale.
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3.6. Studiul constantelor de aciditate ale resturilor de aminoacizi din structura lactoferinei

Procesul de legare si eliberare a ionilor de fier de catre molecula lactoferinei este precedat
de modificari ale conformatiei moleculare. Datorita interactiunilor intermoleculare, tranzitia
proteinei de la forma deschisa la forma inchisd duce la modificarea starii de protonare a
reziduurilor din compozitia proteinei. Pentru cercetarea proceselor de protonare-deprotonare a
reziduurilor lactoferinei si identificarea aminoacizilor implicati direct in legarea si eliberarea
ionilor de fier a fost aplicat modelul electrostatic continuu Poisson-Boltzmann pentru molecula
de lactoferind in conformatia deschisa si lactoferind in conformatia inchisa, Tn starea de
protonare corespunzatoare unui pH fiziologic. Datele au fost colectate pentru lobul N Tn patru
conformatii ale lactoferinei: apolactoferina umand in conformatia dechisa, hololactoferina
umand, hololactoferina fara ioni de CO5”, apolactoferina umani in conformatia inchisa. Tabelul
3.5 prezinta valorile pKa calculate pentru lactoferina umana in cele patru conformatii.
Rezultatele obtinute confirma ca tranzitia lacoferinei de la o conformatie la alta este insotita de
schimbari in starea de protonare a unor reziduuri proteice specifice.

Acidul aspartic Asp-60 are valori pKa scazute in toate conformatiile inchise. Reiesind din
informatia de structura din fisierul PDB, Asp-60 formeaza o legatura de hidrogen cu lizina din
pozitia 301 a lantului polipeptidic (Lys-301) in conformatia deschisd; in conformatia inchisa
aceasta legatura este absenta, ceea ce explica aceasta diferenta a valorilor pKa.

La un pH fiziologic, tirozina este in stare deprotonata in toate pozitiile secventei proteice,
ce se afla In conformatiile Inchise, cu exceptia tirozinei Tyr-92 ce are o stare de protonare stabila
in toate patru conformatii si Tyr-192 care este protonata in toate conformatiile inchise. Aceasta
observatie indica asupra importantei starii de protonare a reziduului de tirozind Tyr-192.
Protonarea acestuia in forma Inchisa va declansa eliberarea ionilor de fier.

Histidina, His-253 are valori scazute in toate patru conformatii ale lactoferinei. in
formele inchise ale lactoferinei valorile pKa se micsoreaza cu 4 pK unitati. Inchiderea lobului
lactoferinei creeaza un mediu de interactiuni electrostatice cu aminoacizii din proximitatea
histidinei cauzand deprotonarea acesteia.

Valorile pKa ale lizinei Lys-301 sufera modificari in timpul tranzitiilor de la forma
deschisa la forma inchisd a lactoferinei. Deprotonarea lizinei este cauzatd de aminoacizii din
proximitatea acesteia.

Arginina, Arg-89, Arg-133, Arg-171, Arg-258, are valori ale pKa ridicate in forma
deschisa si sciazute in formele inchise ale lactoferinei. Tn schimb, arginina Arg-121 si Arg-210
suferd modificari ale valorilor pKa cu 4 pK unitati, subliniind importanta participdrii resturilor

aminoacidului din cele douad pozitii in procesul de inchidere / deschidere al proteinei.
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Tabelul 3.5. Valorile pKa calculate pentru lactoferina umana in diferite conformatii [197]

pKa

Aminoacizi 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 umanda in conformatia dechisa;,

b - pKa pentu hololactoferina umand,

C - pKa pentru hololactoferina fara ioni de CO5*;

d - pKa pentru apolactoferina umanda in conformatia inchisa.

Aminoacizii din centrul activ al proteinei, direct implicati in legarea ionilor de fier(l1l) sunt

marcati cu asterisk.
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Figura 3.11 prezinta dependenta sarcinii totale a lactoferinei in conformatia deschisa si
inchisa calculate in functie de pH-ul mediului. Curbele obtinute au forma caracteristica tuturor
proteinelor din familia de transferine. De asemenea, a fost calculat punctul izoelectric al
proteinei cu valoarea de 9,48 pentru conformatia deschisa si 9,78 pentru conformatia inchisa.
Aceste valori corespund cu valorile punctului izoelectric determinate experimental, mentionate

in literatura de specialitate [195, 196].
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Fig. 3.11. Dependenta sarcinii totale a lactoferinei in conformatia deschisa (linie continud) si

inchisa (linie punctata) calculate in functie de pH-ul mediului [195].

Analiza valorilor pKa ale celor patru conformatii ale lactoferinei confirma faptul ca
legarea sau eliberarea ionilor de fier este permisa doar pentru anumite stari de protonare ale
aminoacizilor implicai in aceste procese. Starea de protonare a acestor aminoacizi este

determinata de interactiunile electrostatice in care acestia sunt implicati [195].

3.7. Calculul potentialului electrostatic pe suprafata

Un rol important in evaluarea stabilitatii si a relatiei dintre structura si functia proteinelor
este atribuit interactiunilor electrostatice. Analiza electrostatica implicd calculul distributiei
potentialului electrostatic pe suprafata moleculei proteice.

Proprietatile electrostatice influenteazd asupra activitatii biochimice a proteinelor,
precum capacitatea de a lega substratul sau alte proteine. Astfel, evaluarea potentialului
electrostatic pe suprafata reprezinta o etapa necesara de realizat.

La pH-ul fiziologic (7,4) lactoferina este capabild de a fixa ionii de fier rezultand in

tranzitia conformatiei de la forma deschisda la forma inchisa. Scaderea pH-ului pana la 5,0
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declanseaza deschiderea lobului N si eliberarea ionului de fier. Reprezentarea grafica a lobului
N, constituit din subdomeniile N1 si N2, este prezentatda in Figura 3.2.B. La valori ale pH-ului
mai mici de 3,5 lobul C elibereaza ionul de fier. Reprezentarea grafica a lobului C, ce include
subdomeniile C1 si C2, este prezentata in Figura 3.2.B. Toate aceste procese vor induce
perturbatii ale potentialului electrostatic pe suprafata proteinei. Prin urmare, calcule ale
potentialului electrostatic pe suprafatda au fost efectuate pentru valori ale pH-ului 3,5; 5,0 si 7,4
(pH fiziologic). Starea de protonare a resturilor de aminoacizi ai lactoferinei a fost desemnata in
conformitate cu pH-ul ales. Figura 3.12 prezinta potentialul electrostatic pe suprafata calculat
pentru apolactoferina in conformatia inchisa si deschisa la pH 7,4, in negru sunt prezentate

suprafetele incarcate negativ, iar in gri, suprafetele incarcate pozitiv.

Apolactoferina in conformatia inchisa

Potentialul Electrostatic Suprafata de Contur a
pe Suprafatd Potentialului Electrostic

Fig. 3.12. Reprezentarea grafica a distributiei potentialului electrostatic mapat pe suprafata

moleculei de apolactoferind in conformatia inchisa si deschisa.
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Analizand rezultatele obtinute de pe urma acestui studiu (Figura 3.12) se poate observa ca
tranzifia de la forma deschisd la forma inchisd rezultd in redistribuirea sarcinii negative pe
suprafata moleculei proteice. Astfel, capacitatea de legare a proteinei depinde de proprietatile de
suprafata ale acesteia, care influenteaza flexibilitatea proteinei.

Figura 3.13 reprezinta distributia potentialului electrostatic pe suprafata in centrul activ al
proteinei din lobul N in forma deschisa, modelat pentru valori ale pH-ului 3,5; 5,0 si 7,4. Analiza
rezultatelor obtinute indica asupra faptului ca valoarea pH-ului mediului influenteaza direct
distributia potentialului electrostatic pe suprafata. Micsorarea pH-ului mediului va contribui la
extinderea regiunilor cu sarcina pozitivd pe suprafata proteinei, inducand respingerea
electrostatica intre reziduurile aminoacizilor inclusiv si a celor din centrii activi ai proteinei,

provocand deschiderea lobului N si eliberarea ionului de fier.

pH 3,5 pH 5,0 pH 7,4

Fig. 3.13. Reprezentarea grafica a distributiei potentialului electrostatic pe suprafata,

in functie de pH, in centrul activ din lobul N al proteinei in forma deschisa.

3.8. Caracterizarea spectrala a lactoferinei umane in domeniul IR

Spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR) este o metodd experimentala
utilizatd pentru caracterizarea structurald a polipeptidelor si a proteinelor, atat in solutie cat si in
stare cristalind. Aceasta tehnica poate fi utilizatd pentru cercetarea structurilor secundare
(structurile o-helix, p-pliate, etc.) din componenta proteinelor dar si pentru identificarea
resturilor de aminoacizi ai moleculei proteice ce determina rolul biologic al proteinei.
Spectroscopia FTIR a fost aplicatd pentru caracterizarea conformationald a lactoferinei umane

saturata cu ioni de fier trivalent (90 %) (complexul Fe(l1l)-lactoferina umana).
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Spectrul FTIR inregistrat pentru lactoferina umana in stare cristalina este prezentat in
Figura 3.14. Spectrul a fost analizat pentru evidentierea aminoacizilor din structura proteica, dar

si pentru evidentierea structurilor secundare ce determind conformatia proteinei.
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Fig. 3.14. Spectrul FTIR Tnregistrat pentru complexul Fe(l1l)-lactoferind umana.

Tn Tabelul 3.6 sunt prezentate datele spectrale pentru resturile de aminoacizi din structura
lactoferinei umane identificate Tn spectrul FTIR Tnregistrat. Desi, cele mai proeminente benzi n
spectrele FTIR sunt cele caracteristice gruparii amide primare, secundare si tertiare, totusi, a fost
posibila evidentierea prezentei aminoacizilor precum histidina, lizina, tirozina, fenilalanina,
acidul aspartic, triptofanul, serina si treonina (Tabelul 3.6). Aminoacizii care prezintd un interes
deosebit sunt histidina, tirozina si acidul aspartic, intrucét acestia sunt implicati direct in legarea
ionilor de Fe(ll1).

Semnalul nregistrat la 1631,3 cm™ a fost desemnat vibratiei de intindere C=C a
histidinei, peak-ul Tnregistrat se suprapune cu peak-ul caracteristic benzii gruparii amide primare.

Conform literaturii de specialitate [198], gruparea carboxilica a acidului aspartic prezinta
un maxim de absorbtie in apropierea 1402 cm™, insa pozitia peak-ului se deplaseaza cu +60/-90
cm™ in prezenta cationului metalic. In spectrul FTIR inregistrat pentru lactoferina umana,
semnalul apare la 1392,5 cm™, fiind deplasat cu 9,5 cm™ de la valoarea indicatd in literatura,
ceea ce demonstreaza implicarea gruparii carboxil a acidului aspartic Tn formarea legaturii

chimice cu ionul de Fe(ll1).
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Tabelul 3.6. Frecventele de vibratie ale resturilor de aminoacizi din structura complexului

Fe(lll)-lactoferina umana, identificate in spectrul FTIR

Vibratii

Numere de undi (cm™)

Date experimentale

Date din literatura [198]

Histidina, vibratia de intindere C=C din 1631,3 1631
inelul imidazol
Amida primara, vibratia de 1690 - 1600
intindere C=0
Lizina, vibratia de deformare NH3" 1528,9 1526-1527
Amida secundara, vibratia de 1575 - 1480
intindere C-N
Tirozina, vibratia de intindere CC si 1516,2 1516-1518
vibratia de deformare C-H din regiunea
4-metilfenol
Amida secundard, vibratia de 1575 - 1480
intindere C-N
Fenilalanina, vibratia de deformare CH; 14475 1445-1480
Acidul aspartic, vibratia de intindere C-O 1392,5 1402, pozitia benzii se
din gruparea carboxilica deplaseazi cu +60/-90 cm™
in prezenta cationului
metalic
Tirozina, vibratia de intindere C-O si CC 1236,3 1235-1270
din regiunea 4-metilfenol
Amida tertiard, vibratia de 1301 - 1229
intindere C-N
Tirozina, vibratia de deformare C-OH 1165,5 1169-1260
din regiunea 4-metilfenol
Triptofan, vibratia de intindere NC si 1067,1 1064
CC, de deformare C-H din regiunea
benzopirol
Serina, vibratia de intindere C-O 980,5 983
Treonina, vibratia de deformare C-O din 740,8 724-1174

gruparea carboxilica
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Tn spectrul FTIR nregistrat au fost identificate trei semnale ale tirozinei la 1516,2; 1236,3
si 1165,5 cm™. Semnalul primar al tirozinei a fost inregistrat la 1516,2 cm™. n literatura [198] se
specifica ca acest semnal este asociat cu starea de protonare a tirozinei, astfel in forma protonata
semnalul apare la 1516 cm™, iar in forma deprotonatd peak-ul se deplaseazi la 1500 cm™.
Vibratia din apropierea 1270 cm™ este asociata stirii ionizate a tirozinei, pe cand peak-ul din
regiunea 1235-1270 cm™ apartine tirozinei protonate, fiind asociat cu semnalul secundar. Banda
inregistratd la 1165,5 cm™ este semnalul tertiar al tirozinei, fiind asociat cu vibratia de deformare
C-OH din regiunea 4-metilfenol.

Analiza structurilor secundare presupune identificarea benzilor caracteristice gruparii
amide ce leaga aminoacizii din structura proteinei. Cele mai proeminente benzi in spectrele FTIR
sunt cele caracteristice gruparii amide primare (1600-1690 cm™), gruparii amide secundare
(1480-1575 cm™) si gruparii amide tertiare (1229-1301 cm™) [198, 199]. Tn cadrul etapei de
analiza a structurilor secundare, s-au identificat benzile caracteristice amidelor primare,

secundare si tertiare in spectrul FTIR inregistrat pentru lactoferina umana (Tabelul 3.7).

Tabelul 3.7. Structurile secundare din molecula complexului Fe(ll1)-lactoferind umana

Structura secundara Numere de unda (cm'l)

Date experimentale Date din literatura

[198, 199]
Banda amidei primare (1690 - 1600cm™)
Structurile de tip foaie f-pliata 1631,3 1623-1641
Structurile de tip a-helix 1305,2 1648-1657, 1305
Banda amidei secundare (1575 - 1480cm™)
Structurile de tip foaie intoarcere-$ (f-turn) 1528,9 1528, 1577
Banda amidei tertiare (1301 - 1229cm™)
Structurile de tip foaie f-pliata 1236,3 1235-1270

Semnalele inregistrate la 1631,3 cm™, 1528,9 cm™ si 1236,3 cm™ sunt conferite de
structurile de tip foaie S-pliata si intoarcere-f (Tabelul 3.7). Analiza de grafica moleculara a
structurii lactoferinei umane, determinatd experimental cu ajutorul tehnicii de difractiei de raze-
X (fisierul 1BOL.pdb), evidentiaza prezenta structurilor secundare de tip a-helix. Prezenta

structurilor de tip a-helix in spectrul inregistrat poate fi confirmata doar prin semnalul secundar
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Tnregistrat la 1305,2 cm™, intrucat semnalul principal caracteristic acestui tip de structuri

secundare in banda amidei primare de la 1654 cm™ [198] este inglobat Tn banda structurilor de tip
p-pliate.

3.9. Concluzii la capitolul 3

Tn acest compartiment au fost studiate structura si proprietatile specifice care determina
interactiunea lactoferinei umane cu ionii de Fe(lll), prin aplicarea tehnicilor computationale si
experimentale. Pentru realizarea acestui studiu, au fost utilizate structuri din Baza de Date pentru
Proteine si pachete de programe de simulare si analiza: H++ server, PDB2PQR server, APBS si
VMD. Au fost elaborate o serie de protocoale de cercetare si caracterizare structurala a
lactoferinei umane.

Studiul gradului de similitudine dintre moleculele lactoferinei utilizdnd metoda de
aliniere multipla a secventelor a aratat ca in general structura moleculei de lactoferind umana
este bine conservata printre speciile cercetate.

Modelul de rezolutie inalta al lactoferinei umane preluat din Banca de Date pentru
Proteine a fost validat experimental prin metoda de imprastiere la unghiuri mici cu raze-X.

Evaluarea valorilor constantelor de aciditate ale resturilor de aminoacizi din structura
lactoferinei a evidentiat faptul ca legarea sau eliberarea ionilor de fier este permisa doar pentru
anumite stari de protonare ale aminoacizilor din centrii activi ai proteinei implicati in aceste
procese. Mai mult, a fost subliniatd importanta participarii argininei din pozitia 121 si 210 din
lobul N al lactoferinei in procesul de inchidere / deschidere al proteinei.

Valoarea pH-ului mediului influenteaza direct distributia potentialului electrostatic pe
suprafatd. Micsorarea pH-ului va contribui la extinderea regiunilor cu sarcina pozitiva pe
suprafata proteinei. Rezultatele obtinute conduc la concluzia ca extinderea regiunilor de sarcinad
pozitiva pe suprafata proteinei va crea respingerea electrostatica intre resturile aminoacizilor din
structura proteinei inclusiv si a celor din centrii activi, provocand deschiderea lobului si
eliberarea ionului de fier.

Analiza spcetrala in domeniul IR a lactoferinei umane a permis evidentierea structurilor
secundare a-helix, p-pliate din componenta acesteia, care influenteaza direct mobilitatea
proteinei. De asemenea, prin spectroscopia FTIR au fost identificati aminoacizii precum

histidina, tirozina si acidul aspartic, ce determina rolul biologic al proteinei.
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4. SIMULARI DE DINAMICA MOLECULARA

Aspectele mecanismului de sinteza a nanoparticulelor pe baza de fier cu participarea
microorganismelor au fost studiate prin simulare de dinamica moleculard. Aceasta metoda de
studiu a fost aplicata pe familia de transferine - proteine responsabile de legarea ionilor de fier
din mediul celular si transportarea acestora in interiorul celulei microorganismului. Pentru aceste
studii a fost selectatd molecula proteica de lactoferind, membru al familiei de transferine.

Obiectivul principal al acestui studiu este de a caracteriza comportamentul lactoferinei
utilizdnd metoda de simulare de dinamicad moleculara. Obiectivul acestui studiu se realizeaza
prin elaborarea unui protocol de cercetare pentru studierea structurilor moleculare biologice care
combind o serie de metode de cercetare si caracterizare structurald, pregitirea configuratiei de
pornire si crearea sistemului molecular pentru simulare, experimente de simulare de dinamica

moleculara si interpretarea datelor obtinute.

4.1. Bazele teoretice ale simulirilor de dinamica moleculara
Simularea moleculara

Simularea moleculara constituie un set de instrumente ce imbina calcule teoretice si
tehnici computationale utilizate pentru a studia proprietatile sistemelor moleculare in termeni de
structura si interactiuni la scald microscopica [200]. Aceste metode de studiu pot oferi informatii
noi, ce nu sunt accesibile in experimentele de laborator. Simularile computationale pot fi
considerate ca metode experimentale “virtuale” ce fac legdtura intre teorie si experimentele de
laborator [201, 202].

O simulare de dinamica moleculara consta in generarea unei configuratii de pornire din
structura moleculara determinatd experimental si simularea conditiilor ce imitd un mediu natural
pentru aceasta structurd moleculard. Calitatea modelului dinamic obtinut depinde de calitatea
configuratiei de pornire. Prin urmare, dinamica moleculara poate fi utilizatd pentru abordarea
unor intrebdri specifice legate de proprietatile sistemului-model studiat. Simularile de dinamica
moleculara se refera in primul rand la energia sistemului molecular construit in baza structurii
studiate. Astfel, etapa initiala in realizarea unui studiu de modelare moleculard consta in
descrierea problemei din punct de vedere al relatiei structura-energie. Teoretic, exista doua
modalitati de studiu a energiei unor astfel de sisteme moleculare si anume: (I) modelul mecanicii
moleculare n care se aplica un camp de forte pentru calcularea interactiunilor si evaluarea
energiei potentiale a sistemului Th functie de coordonatele atomice al modelului molecular; (1)
modelul mecanicii cuantice ce descrie energia unei molecule in functie de interactiunile ntre

nuclee si electroni descrise de ecuatia Schrodinger [203, 204]. Principiile mecanicii cuantice sunt
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mult mai potrivite pentru a descrie dinamica si proprietitile sistemelor moleculare [205]. Insa,
din cauza limitarilor impuse de tehnologia computationalad disponibild in 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 apeleaza la

aproximari precum ignorarea descrierii cuantice a electronilor [206, 207].

Mecanica moleculara

Mecanica moleculara calculeaza structura si energia moleculelor in baza interactiunilor
intramoleculare. Aceastd metoda de studiu nu trateaza electronii in mod explicit, insd se
presupune ca acestia se vor regasi intr-o distributie optima odatad ce se vor cunoaste pozitiile
nucleelor [207]. Aceasta presupunere se bazeaza pe aproximatia Born-Openheimer in care se {ine
cont de faptul ca nucleele au masa mult mai mare decat electronii, astfel incat acestia din urma
isi ajusteaza instantaneu pozitiile odatd cu miscarea nucleelor [208, 209]. Tn modelele mecanicii
moleculare atomii sunt priviti ca sfere rigide cu raze fixe, obtinute teoretic sau experimental, iar
legaturile chimice sunt considerate arcuri. Interactiunile intramoleculare pe care le sufera
modelul cercetat sunt descrise prin functii matematice simple. De exemplu, legea lui Hooke este
utilizatd pentru a urmadri interactiunile intre atomii legati, iar interactiunile intre atomii nelegati
pot fi usor descrise de functia Lennard-Jones. O simulare de dinamicd moleculard a modelelor
simplificate rezolva numeric ecuatia de miscare a lui Newton, ceea ce face posibild urmarirea

fluctuatiilor structurale pe care le sufera sistemul in timp [210].

Metoda dinamicii moleculare

Dinamica moleculara este o metodd de simulare moleculard ce descrie miscarea
moleculara si interactiunile din sistemul modelat, ludnd in calcul parametrii precum temperatura,
presiunea si interactiunea cu solventul. Metoda a fost introdusd de catre B.J. Alder si T.E.
Wainwright, in anul 1959 pentru cercetarea sferelor rigide [211]. Simularea de dinamica
moleculara a proteinelor a fost realizata pentru prima data de J.A. McCammon, B.R. Gelin si M.
Karplus Tn 1977 [202], iar 25 de ani mai tarziu premiul Nobel este oferit lui M. Karplus pentru
elaborarea unor modele pentru sistemele chimice complexe. Simularea de dinamica moleculara a
proteinelor presupune determinarea energiei potentiale corespunzitoare conformatiei proteinei,
adica calculul energiei potentiale de interactiune a atomilor constituenti ca functie de distantele si
unghiurile dintre acestia. Scopul simularilor de dinamica moleculard este de a examina
comportamentul structural al sistemului si de a lega acest comportament de energia potentiala.

Aceasta tehnica cere cunoasterea functiei ce exprima energia potentiala a sistemului in functie de
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coordonatele relative ale atomilor. O importantd caracteristica a simuldrilor de dinamica
moleculara este cd aceasta descrie miscarea individualda a atomilor in timp. Metoda simularii
dinamicii moleculare genereaza o traiectorie (configuratie moleculard ca functie a timpului) a
unui sistem molecular prin integrarea simultana a ecuatiei de miscare a lui Newton pentru toti
atomii sistemului molecular:

aZTl'
ot2

Fi = mi (41)

Vectorul de pozitie in sistemul de coordonate carteziene r; este o functie de timp t, iar F; este
forta exercitata de catre atomii sistemului molecular asupra unui atom i din sistem.

In practica, traiectoriile simularilor de dinamica moleculard nu pot fi obtinute direct din
ecuatia de miscare a lui Newton din cauza lipsei unei solutii analitice. Cunoscand forta F; si
masa m; pentru fiecare atom din modelul molecular, intai se calculeazi acceleratia atomului a;.

Dupa care, viteza v; se calculeaza din relatia:

dv;
a; = d—’z (4.2)

In final, vectorul de pozitie ; se calculeaza din relatia:

dr;
v; = E (4.3)

Astfel, ecuatiile de miscare cuplate sunt rezolvate pas cu pas [212]. Algoritmul dinamicii
moleculare integreaza numeric ecuatiile de miscare Newton pentru a genera traiectoriile. Cu
toate cd exista unele limitdri, in prezent, mai multi algoritmi sunt utilizati pentru calcularea

traiectoriilor.

Campul de forte

Metodele mecanicii moleculare, inclusiv simularile de dinamica moleculard se bazeazi
pe aproximarea empirica a campului de forte pentru calcularea interactiunilor intramoleculare si
evaluarea energiilor potentiale ale sistemului cercetat.

Un camp de forte este o expresie matematicd care imbind functii analitice clasice ce
descriu interactiunile atomilor din sistemul modelat. Campul de forte este forma analitica a
potentialului interatomic U(ry,73,+:+7y), ce reprezintd energia potentiala a N atomi ce
interactioneaza in functie de pozitia acestora, r; [213]. Campurile de forte sunt calibrate conform
rezultatelor experimentale si calculelor cuanto-mecanice pentru modele de compusi de
dimensiuni mici. Un camp de forte tipic include urmatoarele tipuri de interactiuni:

- intinderea legaturii;
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- deformarea unghiului de valents;
- torsiunea legaturii;
- interactiuni Intre atomii nelegati.
Ecuatiile insumate ale acestor interactiuni precum si parametrii necesari pentru descrierea

atomilor si legaturilor chimice reprezinta campul de forte [214], redat de expresia matematica:

1 1 |74
U= z Sl =10)? + Z 1 (0 - 6, 2 -1+ cos(ngp — &)

leg dturi ung hiuri torsiuni
12 6
0;; o q:9;
J Y t1j
F D Vi + ) ey (=t )+ ) (4.4)
i ;i Tij
impropri i Lj ] 2 elec

4.2. Procedura simularii de dinamica moleculara

Configuratiile de pornire pentru experimentele de simulare de dinamica moleculard sunt
create in baza structurilor moleculare determinate experimental cu ajutorul tehnicilor de difractie
de raze-X si rezonanta magnetica nucleard. Pentru acest studiu, fisierele ce contin coordonatele
initiale ale structurii proteice au fost preluate din Banca de Date pentru Proteine.

Toate experimentele de simulare de dinamica moleculara din cadrul acestui studiu au fost
realizate utilizand pachetul de programe GROMACS v4.5 [215-218]. Acest pachet de programe
ruleaza in mediul de operare Linux.

Protocolul procedurii generale de realizare a unui experiment de simulare de dinamica
moleculara cu pachetul de programe GROMACS include urmatoarele etape:

1. evaluarea calitatii fisierului de structura de tip PDB si generarea fisierelor ce contin
coordonatele initiale ale atomilor din structura proteinei cercetate;
generarea fisierului cu topologia moleculara;
stabilirea conditiilor periodice de limita;
minimizarea energiei potentiale;
echilibrarea sistemului;

simularea de dinamica moleculara;

N o a &~ w D

analiza traiectoriilor rezultate.
Fisierele PDB sunt utilizate pentru generarea fisierelor ce contin coordonatele initiale
ale atomilor din structura proteica precum si viteza initiald a acestora. Viteza initiala a atomilor

este generata aleatoriu astfel incat sa se respecte distributia Maxwell-Boltzmann.
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Topologia moleculara contine informatia despre atomii din sistemul studiat, inclusiv,
lungimea legéturilor, unghiul legéturilor, masa atomilor, sarcinile partiale.

Simularile de dinamica moleculard a sistemelor macromoleculare precum proteinele sau
acizii nucleici in solvent, necesitd impunerea conditiilor periodice de limita pentru a reduce
efectul produs de dimensiunea sistemului. Astfel, fisierele de structura initiald si topologie
moleculard sunt utilizate pentru generarea modelelor computationale care reprezintd o cutie de
reactie de forma geometrica cubica, octaedru sau rombic dodecaedru in care se contine sistemul
molecular studiat si solventul. Dimensiunile cutiei de reactie sunt stabilite reiesind din
dimensiunea proteinei.

Minimizarea energiei potentiale se face in scopul de a obtine valori minime locale al
energiei potentiale. Aceasta etapa este necesara pentru eliminarea interactiunilor de nelegatura de
natura repulsiva dar si eventualele distorsiuni geometrice ce genereazd perturbatii in campul de
forte.

Echilibrarea sistemului este etapa la care ansamblul molecular optimizat este echilibrat in
vederea uniformizarii temperaturii utilizdnd ansamblul termodinamic izoterm-izocor si
echilibrarea presiunii prin ansamblul termodinamic izoterm-izobar. Etapa de minimizare a
energiei sistemului asigura calitatea sistemului modelat in termeni de geometrie si orientarea
solventului. Insi pentru experimentele de dinamicid moleculard a proteinelor in solutie este
necesard etapa de echilibrare a solventului si ionilor cu proteina cercetata. Pentru experimentele
de dinamicd moleculara in vid aceasta etapa este omisa.

Simularea de dinamica moleculara propriu-zisa este etapa in care se descrie dinamica si
interactiunile din sistemul cercetat, luand in calcul temperatura, presiunea si interactiunea cu
solventii. Inainte de reluarea acestei etape se cunosc coordonatele carteziene, energiile si setul
initial de viteze pentru fiecare atom din sistemul cercetat. Asupra sistemului se actioneaza cu o
fortd intr-un interval de timp prestabilit pentru a simula miscarea sistemului.

Analiza traiectoriilor rezultate se realizeaza pentru a evalua modificarile aparute in
sistemul cercetat si pentru a raspunde la intrebarile stiintifice prestabilite [220].

Experimentele de dinamica moleculara in cadrul acestui studiu au fost realizate pe

sistemul de operare Linux kernel: Fedora v17 (64-bit).

4.3. Simularea de dinamica moleculara a lactoferinei
Metodologia simularilor de dinamica moleculara a fost testata pe sisteme model, in care
s-a utilizat molecula de lizozim4, si a fost implementatd cu succes pe molecula de lactoferina

umana. Studiul dinamicii moleculare a lactoferinei a fost orientat in doua directii: (i) cercetarea
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stabilitatii lactoferinei in diferite conformatii si (ii) studierea rolului unor resturi de aminoacizi
din apropierea sferei de coordinare a ionilor metalului din centrul activ al lactoferinei.

Modelele de difractie de raze-X, de rezolutie inalta, ale moleculelor de apolactoferina
(1LFH.pdb [221]) si hololactoferind (1BOL.pdb [171]) au fost utilizate pentru generarea
configuratiilor de pornire in experimentele de simulare. Structura hololactoferinei a fost validata
anterior (capitolul 3). Aceste doua modele proteice au fost intai rafinate prin eliminarea tuturor
moleculelor de apa. Atomii ce lipseau din structura resturilor aminoacizilor, arginina din pozitia
86 (Arg-86) si glutamina din pozitia 418 (GIn-418), ai moleculei de hololactoferind au fost
reconstruiti cu ajutorul aplicatiei Swiss-PdbViewer [222]. In continuare, fisierul cu informatia de
structura a hololactoferinei a fost folosit pentru generareca a doud structuri aditionale:
conformatia Inchisa a apolactoferinei si lactoferina in conformatia inchisa ce contine doi ioni de
carbonat. Cele patru modele de lactoferind au fost utilizate pentru experimentele de dinamica

moleculara. Sistemele simulate sunt prezentate n Tabelul 4.1.

Tabelul 4.1. Sumarul simularilor de dinamica moleculara realizate pentru evaluarea

stabilitatii lactoferinei in diferite conformatii

Modelul simulat Compozitia modelului Durata simulérii
S1 Apolactoferina in conformatia deschisa 5ns
S2 Apolactoferina in conformatia inchisa 5ns
S3 Apolactoferina in conformatia inchisa + 2 CO3* 5ns
S4 Hololactoferina 5ns

In cadrul etapei de evaluare a stirii de protonare a aminoacizilor din lobul N al
lactoferinei prin metoda de calcul a pKa realizata in capitolul 3 a fost subliniata implicarea
argininei din pozitiile 121 (Arg-121) si 210 (Arg-210) in procesul de inchidere si deschidere al
lobului N al proteinei. Aminoacizii Arg-121 si Arg-210 fac parte din sfera a doua de coordinare a
ionului de Fe(ll) in centrul activ al proteinei. Astfel, pentru a evalua rolul acestor doua arginine
in procesul de legare a ionului de Fe(lll) au fost create doua modele aditionale: hololactoferina
din structura careia a fost indepartata arginina din pozitia 121 si hololactoferina fara arginina din
pozitia 210. Tabelul 4.2 prezintd sumarul experimentelor de dinamicd moleculara realizate in
cadrul acestui studiu.

Programul PDB2PQR Server [223, 224] a fost utilizat pentru a desemna starea de

protonare a tuturor resturilor de aminoacizi din structura proteicd a modelului simulat,
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corespunzatoare pH-ului fiziologic de 7,4. Campul de forte OPLS-AA (Optimized Potential for
Liquid Simulations [225]) a fost utilizat pentru construirea topologiei proteinei.

Sistemele modelate pentru experimentele de dinamica moleculara contin ioni ce nu sunt
definiti in campurile de forte ale pachetului de programe GROMACS. Astfel, sarcinile atomice
ale ionului de carbonat au fost preluati din literatura [226]. Parametrii potentialului Lennard-

Jones ai ionilor de Fe(ll1) in solutie au fost preluati din literatura [227].

Tabelul 4.2. Sumarul simularilor de dinamica moleculara realizate pentru evaluarea rolului

unor resturi de aminoacizi din structura proteica

Modelul simulat Compozitia modelului Durata simularii
S4 Hololactoferina 5ns
S5 Hololactoferina fara Arg-121 5ns
S6 Hololactoferina fara Arg-210 5ns

Initial, modelul proteinei a fost plasat intr-o celuld de reactie de forma cubica. Celula a
fost setatd astfel incat si aibd 10 A profunzime in jurul proteinei. Conditiile periodice de limiti
au fost aplicate Tn toate directiile celulei de reactie. Ulterior, cutia de reactie a fost umpluta cu
molecule de apa modelate de functia TIP3P [228], iar pentru neutralizarea sarcinii electrice in
sistemul creat s-au adaugat ioni de clor. Figura 4.1 prezinta imaginea sistemului obtinut. Dupa
care a urmat minimizarea energiei potentiale a sistemului timp de 100 picosecunde (ps) folosind
algoritmul steepest descent.

Pentru a stabiliza temperatura intregului sistem, dupa etapa de minimizare, acesta a fost
echilibrat timp de 500 ps folosind ansamblul termodinamic izoterm-izocor NVT (numar constant
de atomi, N, volum constant, V si temperaturd constanta, T). Temperatura a fost mentinuta
constanta prin utilizarea termostatului Berendsen.

Stabilizarea presiunii s-a realizat prin echilibrare sistemului timp de 500 ps folosind
ansamblul termodinamic izoterm-izobar NPT (numar constant de atomi, N, presiune constanta, P
si temperatura constantd, T). Presiunea a fost mentinutd constantd prin utilizarea barostatului
Parinello-Rhaman [229]. Dupa care au urmat simularile de dinamica moleculara propriu-zise.

Distanta cutoff pentru interactiunile van der Waals a fost de 14 A. Calculul fortelor
electrostatice indepartate a fost realizat prin metoda PME (particle-mesh Ewald) cu dimensiunile
nodurilor de 1 A. In timpul simulirii lungimea legaturilor a fost constransa cu algoritmul LINCS
(Linear Constraint Solver [230]). Simularile de dinamica moleculard s-au desfasurat la

temperatura de 300 K si lungimea traiectoriilor rezultate a fost de 5 ns pentru fiecare model
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molecular. Traiectoria sistemelor simulate a fost analizata pentru atomii de carbon Ca, care
constituie primul atom de carbon atasat de gruparea functionald din structura aminoacidului.
Timpul total dedicat experimentelor de dinamicd moleculara este prezentat in Tabelul 4.3.
Analiza simularilor s-a realizat cu programele GROMACS si VMD. Reprezentarile grafice au

fost produse cu programul VMD.

Fig. 4.1. Reprezentarea grafica a modelului de lactoferina in celula de reactie cu apa.

Tabelul 4.3. Timpul de calcul dedicat experimentelor de dinamica moleculara

Sistemul
S1 S2 S3 S4 S5 S6
modelat
Timpul de _ _ ) . . .
el 60h 49min | 64h 22min | 56h 43min | 55h 52min | 62h 13min | 59h 31min
calcu

4.4. Evaluarea calitatii experimentelor de dinamica moleculara
Procedura generalda de realizare a experimentelor de simulare de dinamica moleculara
poate fi divizatd in trei etape generale: prima este pregdatirea configuratiei de pornire §i crearea
sistemului molecular pentru simulare, minimizarea energiei si echilibrarea, a doua este insasi
rularea simuldrii si producerea traiectoriei, iar a treia este analiza traiectoriilor §i interpretarea
datelor obtinute. Ultima etapa poate fi divizata in alte trei subetape:
- verificarea calititii experimentelor de dinamica moleculara. In aceasti etapd se verifica

evolutia in timp a energiei potentiale, temperatura, presiunea si densitatea sistemului;
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- realizarea analizelor menite sa raspunda la intrebarile stiintifice propuse pentru
desfasurarea simuldrii de dinamica moleculara,

- analiza comparativd a rezultatelor obtinute din mai multe simulari pentru evaluarea
complexa a problemei cercetate.

Verificarea calitatii experimentelor de dinamicd moleculara se realizeaza la diferite etape
ale experimentului de simulare de dinamica moleculara.

Astfel, evaluarea calitativd a rezultatului obtinut din etapa de minimizare a energiei
sistemului modelat se realizeaza prin verificarea energiei potentiale, ale cdrei valori trebuie sa fie
negative si de ordinul 10°-10° (in dependentd de marimea sistemului modelat si de numarul de
molecule de apa). Figura 4.2 prezintd ca exemplu evolutia minimizarii energiei potentiale in
sistemul modelat S1. Calitatea modelelor computationale si deci implicit si a etapei de
echilibrare a temperaturii sistemelor modelate a fost testata prin verificarea evolutiei temperaturii

sistemului (Figura 4.3).
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Fig. 4.2. Evolutia minimizarii energiei potentiale in sistemul modelat S1.
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Fig. 4.3. Temperatura versus timpul de simulare pentru modelul S1.
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Calitatea etapei de echilibrarea a presiunii in sistemele modelate a fost testatd prin

verificarea cu atentie a evolutiei presiunii sistemelor modelate (Figura 4.4), dar si prin verificarea

densitatii (Figura 4.5).
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Fig. 4.4. Presiunea versus timpul de simulare pentru modelul S1.
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Fig. 4.5. Densitatea versus timpul de simulare pentru modelul S1.

Dupa fiecare etapad de echilibrare realizatd in cadrul experimentelor de dinamica
moleculard, parametrii precum energia potentiald, temperatura, presiunea si densitatea prezintd
valori stabile. O concordanta excelentd a fost gasita intre densitatea sistemelor modelate si
densitatea apei dupa aplicarea etapelor de echilibrare.

Valorile medii ale parametrilor esentiali ai sistemelor modelate, stabiliti prin proceduri de
minimizare si echilibrare ale sistemelor studiate sunt prezentate in Tabelul 4.4. Sistemele
modelate echilibrate din punct de vedere energetic dar si optimizate geometric in continuare au

fost utilizate pentru rularea simularilor de dinamica moleculara propiu-zise.
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Tabelul 4.4. Valorile medii ale parametrilor esentiali ai sistemelor modelate,

stabiliti prin proceduri de minimizare si echilibrare

Sistemul Energia Temperatura, Presiunea, Densitatea,

modelat  potentiali, kJ/mol K bar kg/m®
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 stabilitaitii lactoferinei in diferite conformatii

Experimentele de simulare de dinamicd moleculara au fost realizate in scopul evaluarii
stabilitatii moleculei proteice de lactoferind in patru conformatii: apolactoferina deschisa,
apolactoferina inchisa, apolactoferina in conformatia inchisi + 2COs* si hololactoferina
(lactoferina in conformatia inchisa + 2COs” + 2Fe®"). Tn continuare ne vom referi la aceste
sisteme ca S1, S2, S3, S4, dupa cum este indicat in Tabelul 4.1.

Analiza comparativda a comportamentului proteinelor la nivel unimolecular a fost
realizatd cu ajutorul pachetelor de programe GROMACS, XmGrace si VMD.

Prima etapa in evaluarea experimentelor de dinamica moleculard consta in verificarea
caracterului compact al structurii proteice din sistemul simulat. La aceasta etapa s-a verificat
evolutia razei de giratie a proteinei in sistem de-a lungul timpului de simulare. Raza de giratie
este un parametru ce descrie conformatia proteinei si este definitd ca distanta patraticd medie a

constituentilor masici ai proteinei fatd de centrul de masa:

1

R = () 9

unde, parametrul m; este masa atomului i, iar r; este pozitia atomului i fatd de centrul de masa a
moleculei proteice.

Evolutia fluctuatiilor valorilor razei de giratie a lactoferinei, In cele patru sisteme
modelate, a fost evaluatd pe toatda perioada de simulare. Din Figura 4.6 se observa ca cele mai

pronuntate modificari ale conformatiei suporta lactoferina din sistemul S2 si S4.
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Fig. 4.6. Raza de giratie a lactoferinei versus timpul de simulare a

sistemelor S1, S2, S3 si S4.
Tn continuare, sistemele modelate au fost caracterizate din punct de vedere energetic
utilizand pachetul de programe GROMACS. Contributiile energetice la valoarea energiei totale

ale sistemelor simulate sunt prezentate in Tabelul 4.5.

Tabelul 4.5. Caracteristicile energetice ale sistemelor modelate

Sistemele Energia potentiala, Energia cinetica, Energia totala,
modelate kJ/mol kJ/mol kJ/mol
S1 -2204160 411202 -1792950
S2 -2124100 396226 -1727880
S3 -2125400 396249 -1729150
S4 -2134180 396235 -1737950

Urmatoarea etapa de analiza a rezultatelor simularilor de dinamica moleculard consta in
evaluarea traiectoriilor obtinute. Traiectoria sistemelor pe parcursul etapei de simulare de
dinamica moleculard a fost analizatd prin intermediul evolutiei devierii medii patratice pentru
atomii de carbon Ca (Figura 4.7). Devierea medie patratica (RMSD) este utilizatd in analiza
simuldrilor de dinamica moleculard pentru a masura distanta medie dintre atomii din structura
proteica utilizand ca referintd structura initiala a proteinei din sistemul simulat. Pachetul de

programe GROMACS calculeaza RMSD-ul dupa ecuatia matematica:
RMSD(ty,t) = [+ By myllri(ty) — ri (&) ] (4.6)
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unde M = YN m;,
ar r;(t;) este pozitia atomului i ih timpul t.

Analiza RMSD este aplicatd in determinarea tranzitiilor structurale ale secventelor
proteice de-a lungul simularilor de dinamica moleculara. Curbele RMSD-ului calculate pentru
molecula proteica In toate patru sisteme au prezentat diferentieri. Analizand graficul prezentat in
Figura 4.7 se poate observa ca valorile RMSD cresc brusc in primele 100 ps ale simularii in toate
patru sisteme cercetate, atingand valori de 1,5-2,0 A. Pe perioada intregii simulri valorile

RMSD prezinta fluctuatii cu valori maxime cuprinse intre 2,5-3,8 A.

RMSD (A)

Timp (ns)
Fig. 4.7. Evolutia devierii medii patratice (RMSD) ale atomilor Ca din structura lactoferinei

pe intreaga perioada a simularii de dinamica moleculara, pentru sistemele studiate.

Reiesind din graficul din Figura 4.7 sistemul S3 prezintd cele mai mici fluctuatii indicand
ca aceasta conformatie este si cea mai stabild dintre cele patru cercetate. Interesant este faptul ca
S1 si S2 difera in evolutia RMSD-ului de-a lungul simularii, apolactoferina in forma deschisa
fluctueaza mai mult decat apolactoferina in forma inchisa.

O imagine mai detaliatd despre comportamentul moleculelor de lactoferina in sistemele
studiate poate fi obtinuta prin intermediul analizei evolutiei fluctuatiilor medii patratice ale
atomilor Co (Figura 4.8). Fluctuatiile medii patratice (RMSF) sunt devierile standard ale
pozitiilor atomice din structura proteica simulata in comparatie cu pozitiile atomice din structura
proteicd de referintd. Analiza RMSF permite evaluarea mai detaliata a portiunilor flexibile din
structura proteinei. Rezultatele obtinute corespund observatiilor ce au reiesit din analiza evolutiei
RMSD. Sistemul S4 in care se contine hololactoferina (lactoferina saturata cu ioni de fier (111))

sufera cele mai notabile fluctuatii.
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Fig. 4.8. Evolutia fluctuatiilor medii patratice (RMSF) ale atomilor Ca. din structura
lactoferinei pe intreaga perioada a simularii de dinamica moleculara ale celor patru sisteme:
() pentru aminoacizii din pozitiile 1-350 Tn structura lactoferinei,

(b) pentru aminoacizii din pozitiile 350-690 in structura lactoferinei.

Aria suprafetei accesibila solventului este definitd ca aria pe care centrul unei molecule
de solvent o genereazd de-a lungul contactului cu molecula proteicd. Miscarea proteinelor in
solutie este strans legata de aria de suprafata. Astfel, analiza fluctuatiilor ariei suprafetei
accesibila solventului in timpul simularilor de dinamica moleculara ofera informatie aditionala
(SASA) versus timpul de simulare (Figura 4.9) ofera o informatie diferita decat rezultatele
RMSD si RMSF. S-a identificat ca sistemul S2 (apolactoferina in conformatia inchisd) sufera
cele mai mari fluctuatii. Aceastd observatie sugereaza ideea cd apolactoferina in conformatia
inchisa este cel mai putin stabila, astfel rearanjarea conformationala locald este necesara pentru
stabilizarea moleculei. Metoda de analizd a ariei de suprafata accesibild solventului a fost
utilizatd pentru determinarea suprafetei proteice hidrofobe expuse la solvent. Astfel, suprafata

hidrofoba accesibild solventului constituie 15926 A2 n sistemul S4, 15692 A? in sistemul S3 si
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15451 A? in sistemul S2. Eliberarea ionilor de Fe(lll) precum si a ionilor de carbonat rezulti in
modificari ale comportamentului lactoferinei in mediul apos. Legaturile de hidrogen stabilite
intre aminoacizii lactoferinei in conformatia inchisa se desfac in timpul tranzitiei spre

conformatia deschisa, in consecinta resturile de aminoacizi interactioneaza cu moleculele de apa.
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Fig. 4.9. Evolutia ariei suprafetei accesibila solventului (SASA) calculate pentru
traiectorii de 5 ns ale celor patru sisteme cercetate.

In cadrul acestei etape a fost evaluati aria suprafetei accesibild solventului per reziduu
pentru aminoacizii cheie ai lactoferinei in sistemele simulate. Tn acest sens au fost analizate
resturi ale aminoacizilor din sfera de coordinare primara: acidul aspartic din pozitia 60 si 395,
tirozina din pozitia 92, 192, 435 si 528, histidina din pozitia 253 si 597. Rezultatele acestei

evaluari sunt indicate in Tabelul 4.6.

Tabelul 4.6. Aria suprafetei accesibila solventului per rest de aminoacid (A%

Resturi ale S1 S2 S3 S4
aminoacizilor

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 obtine o informatie mai exacta despre modificarile pe care le sufera aminoacizii
din sfera de coordinare primara din sistemele supuse simularilor de dinamica moleculara, au fost
examinate distantele dintre aminoacizii cheie. Distantele dintre aminoacizi de-a lungul
simularilor au fost extrase din traiectoriile structurilor simulate, cu pachetul de programe VMD.
In Figura 4.10 se exemplifica evolutia distantelor dintre resturile aminoacizilor Arg-121:Tyr-92,
Arg-121:Tyr-192, His-253:Asp-60 si Tyr-92:Asp-60 de-a lungul simularilor de dinamica

moleculara.
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Fig. 4.10. Evolutia distantei dintre resturile aminoacizilor: (A) arginina din pozitia 121 si
tirozina 92; (B) arginina din pozitia 121 si tirozina 192; (C) histidina din pozitia 253 si acidul
aspartic 60; (D) tirozina din pozitia 92 si acidul aspartic 60.
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Din Figura 4.10 se observa cd absenta fierului in sistem nu induce modificéri vizibile in
conformatia proteinei, pe cand absenta ionilor de carbonat induce distantarea resturilor de
aminoacizi, ca rezultat lobul proteinei se deschide. Aceastd observatie este confirmatd de
evolutia distantei dintre seturile de aminoacizi Arg-121:Tyr-92 si Arg-121:Tyr-192 in sistemul
S2, care dupd 3 ns ajunge sa se suprapunad cu evolutia distantelor acestor seturi de aminoacizi in
conformatia deschisd a proteinei din sistemului S1. Compararea distantelor inregistrate pentru
seturile de aminoacizi din sfera primara de coordinare si cea secundara sustine observatia expusa
anterior. Cele mai notabile distantari se petrec intre seturile de aminoacizi precum Tyr-90 si Asp-
60, Tyr-192 si Asp-60, Tyr-192 si Arg-121, His-253 si Asp-60, His-253 si Tyr-92 variind intre
1,9 si 4,0 A. Astfel, eliberarea ionilor de carbonat din structura proteinei induce tranzitia

structurala de la forma Inchisa spre forma deschisa a lactoferinei.

4.6. Evaluarea rolului unor resturi de aminoacizi din structura proteica

Centrul activ al lactoferinei este constituit din resturile a patru aminoacizi: acidul aspartic,
doua molecule de tirozina si histidina. Acesti aminoacizi formeaza sfera de coordinare primara a
ionului de Fe(lll). Aminoacizii din sfera de coordinare secundara influenteaza indirect fixarea
ionilor de Fe(lll), prin legiturile de hidrogen pe care le formeazi cu aminoacizii liganzi. In
capitolul 3, in cadrul etapei de evaluare a starii de protonare a aminoacizilor din lobul N al
lactoferinei, a fost evidentiata implicarea indirecta a argininei din pozitiile 121 si 210 in procesul
de legare a ionilor de Fe(lll). Arg-121 si Arg-210 fac parte din sfera a doua de coordinare a
ionului de Fe(ll) in centrul activ al proteinei. Astfel, pentru a evalua rolul argininei, din cele
doua pozitii ale secventei proteice, In procesul de legare a ionului de Fe(lll), a fost aplicata
metoda de simulare de dinamica moleculara. Specificatiile sistemelor simulate sunt prezentate n
Tabelul 4.2. Analiza contributiilor energetice la valoarea energie totale ale sistemelor simulate

nu a evidentiat modificari semnificative (Tabelul 4.7).

Tabelul 4.7. Caracteristicile energetice ale sistemelor modelate

Sistemele Energia potentiala, Energia cinetica, Energia totala,
modelate kJ/mol kJ/mol kJ/mol
S4 -2134180 396235 -1737950
S5 -2133350 396146 -1737200
S6 -2133530 396162 -1737360
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In continuare a fost aplicata analiza RMSD pentru determinarea tranzitiilor structurale ale
secventelor lactoferinei de-a lungul simularilor de dinamica moleculara realizate in cadrul acestei
etape de studiu. Suprapunerea curbelor RMSD ale sistemelor simulate este prezentata in Figura
4.11. Din analiza comparativd a evolutiei RMSD-ului pentru lactoferina din cele trei sisteme
modelate (S4, S5 si S6) se observa cd absenta argininei din pozitia 121 (S5), cat si a celei din
pozitia 210 (S6) induce modificari ale conformatiei inchise a lactoferinei in primele 3 ns de
simulare, urmand stabilizarea conformatiei structurale in ultimele 2 ns. Modificarile structurale
ale conformatiei lactoferinei au fost observate si din analiza comparativa a evolutiei fluctuatiilor
medii patratice, RMSF, prezentate Tn Figura 4.12.

Cele mai notabile fluctuatii au fost inregistrate in lobul N al lactoferinei din sistemul S6.
Mutatia argininei din pozitia 210 cauzeaza o restructurare locald a aminoacizilor din lobul N.
Datele experimentale prezentate 1n literatura de specialitate arata ca mutatia argininei din pozitia
210 induce restructurdri conformationale locale, astfel incat lizina din pozitia 301 isi schimba
conformatia pentru a ocupa locul din care lipseste arginina 210, interactionand cu aminoacizii

din sfera primara de coordinare, tirozinele din pozitia 92 si 192 [231].
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Fig. 4.11. Evolutia devierii medii patratice (RMSD) ale atomilor Ca din structura lactoferinei

pentru traiectorii de 5 ns ale sistemelor S4, S5 si S6.

Analiza SASA a fost efectuata pentru a obtine informatii despre fluctuatiile ce au loc la
suprafata proteinei. In Figura 4.13 se observa ci lactoferina din sistemul S5 prezintd modificari
la suprafata pe parcursul timpului de calcul. Aceste modificari sunt asociate cu restructurarea
conformatiei lactoferinei in decursul tranzitiei de la forma inchisd spre forma deschisd a lobului
N, indusd de absenta argininei din pozitia 121. Datele prezentate in literatura de specialitate
[232] arata ca arginina din pozitia 121 este responsabila de fixarea ionului de carbonat pe centrul

activ al lobului N al lactoferinei.

108



4 T T T T T T T
(a)
| |
L
%)
=
o
3
(&}
0 1 i 1 N 1 i 1 " 1 N 1 "
50 100 150 200 250 300 350
Reziduu (pozitia aminoacidului)
g -
L
73]
= _
X
3
O -

%50 ' 4(|)0 ' 450 ‘ 560 ' séo | etl)o ' aéo 700
Reziduu (pozitia aminoacidului)
Fig. 4.12. Evolutia fluctuatiilor medii patratice (RMSF) ale atomilor Ca din structura
lactoferinei pentru traiectorii de 5 ns ale sistemelor S4, S5 si S6:
(a) pentru aminoacizii din pozitiile 1-350 in structura lactoferinei,

(b) pentru aminoacizii din pozitiile 350-690 Tn structura lactoferinei.
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Fig. 4.13. Evolutia ariei suprafetei accesibile solventului (SASA) calculate pentru

traiectorii de 5 ns ale sistemelor S4, S5 si S6.
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Din experimentele de simulare de dinamica moleculard, s-a stabilit cd mutatia argininei
din pozitia 121 cauzeaza deplasarea ionului de carbonat in centrul activ al proteinei rezultand in
destabilizarea structurala a conformatiei lactoferinei.

Prin aplicarea tehnicii de simulare de dinamica moleculara au fost aduse dovezi
suplimentare despre comportamentul lactoferinei si mecanismul de interactiune cu ionii de
Fe(III). Rezultatele simularilor de dinamica moleculara si calculele constantelor de aciditate ale
aminoacizilor, impreuna cu datele din literatura, sugereaza mecanismul de legare a ionului de
Fe(Ill) in centrul activ al lobului N al lactoferinei umane, prin reactia de complexare dintre
aminoacizii histidina (His-253), acid aspartic (Asp-60) si tirozina (Tyr-92 si Tyr-192), si ionul de
carbonat stabilizat de arginina (Arg-121) (Figura 4.14).
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Fig. 4.14. Reprezentarea schematica a procesului de legare a ionului de Fe(I11) Tn centrul activ al

lobului N al lactoferinei umane, prin reactia de complexare.
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Analiza SASA a fost aplicata pentru evaluarea resturilor de aminoacizi din sfera primara

de coordinare a ionului metalic, rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 4.8.

Tabelul 4.8. Aria suprafetei accesibild solventului (SASA) per rest de aminoacid (A?)

Resturi ale S4 S5 S6
aminoacizilor

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

In acest compartiment, a fost propusi cercetarea stabilitatii lactoferinei in diferite
conformatii si evaluarea rolului argininei din pozitiile 121 si 210 in procesul de legare a ionilor
de Fe(lll), prin aplicarea metodei de simulare de dinamica moleculara. Pentru realizarea acestui
studiu au fost utilizate structuri din Banca de Date pentru Proteine si pachete de programe de
simulare si analiza: GROMACS, VMD, XmGrace.

Analiza comparativa a rezultatelor obtinute releva ca absenta fierului in sistem nu induce
modificari vizibile in conformatia proteinei, pe cand absenta ionilor de carbonat induce
distantarea resturilor de aminoacizi, ca rezultat lobul N al lactoferinei se deschide. Eliberarea
ionilor de carbonat din structura proteinei induce tranzitia structurald de la forma inchisa spre
forma deschisa a lactoferinei. Astfel, prin metoda de simulare de dinamica moleculara a fost
demonstrata importanta participarii ionilor de carbonat in procesele de legare si eliberare a
ionilor de Fe(ll1).

Simularile de dinamicd moleculara, realizate in scopul evaluarii rolului unor resturi de
aminoacizi din sfera secundard de coordinare, au aratat cd mutatia argininei din pozitia 210
cauzeaza o restructurare locald a aminoacizilor din lobul N, pe cand mutatia argininei din pozitia

121 conduce la restructurarea conformatiei lactoferinei in decursul tranzitiei de la forma inchisa
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spre forma deschisd a lobului N. Arginina din pozitia 121 este responsabild de fixarea ionului de
carbonat pe centrul activ al lobului N al lactoferinei, iar mutatia acestui aminoacid in secventa
proteica cauzeaza destabilizarea ionului de carbonat in centrul activ al lactoferinei.

Astfel, prin aplicarea tehnicii de simulare de dinamica moleculara au fost aduse dovezi
suplimentare despre comportamentul lactoferinei si mecanismul de interactiune cu ionii de
Fe(ll). Protocolul de cercetare elaborat Tn cadrul acestei etape se recomanda pentru studierea

macromoleculelor de tip proteina.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

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

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

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

Rezultatele originale obtinute in cadrul prezentului studiu au permis formularea

urmatoarelor concluzii:

Au fost cercetati factorii operationali si identificate conditiile optime pentru sinteza
nanoparticulelor de fier (111) in celulele vii ale tulpinii de microalge verzi Dunaliellei
salina. Tn acest sens, s-a stabilit cd pentru un timp de contact de 45 min procesul de
sorbtie microbiologicd a ionilor de Fe(Ill) decurge favorabil la un pH de 8,0, pentru
intervalul de concentratii de citrat de fier (III) 0,3-2,5 mM 1n 50 mM HEPES si 0,35 g/LL
concentratie a biomasei celulare vii cultivate in mediu deficitar de fier.

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

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

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

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

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

lactoferinei.

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

microalge verzi Dunaliella salina CNM-AV-02.

Recomandari practice:

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

e 1In cadrul testirii capabilititii microorganismelor de a sintetiza nanoparticule metalice, se
recomanda evaluarea factorilor precum timpul de contact, cantitatea de biomasa utilizata,
valoarea pH-ului initial, concentratia initiala a ionilor metalici in mediu, prezenta altor
specii Tn mediu, efectul compozitiei mediului de cultivare a microorganismelor.

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

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

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

chimici ai nanoparticulelor de interes stiintific.
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Anexa 1. Act de implementare

INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE SI BIOTEHNOLOGIE

IDNO 1006600031731
MD-2028 Republica Moldova, Chisindu, str.Academiei 1. Tel: (373 22)72 55 24, fax:(373 22)72 57 54,

e-mail: microbiotech@imb.asm.md

nr. 91
23 mai 2016

ACT DE IMPLEMENTARE

Denumirea propunerii pentru implementare:
Metodd de testare a microorganismelor pentru identificarea capabilititii de sintezi a
nanoparticulelor metalice.

Autor:
Anghel Lilia

Locul si perioada desfisuririi lucririlor de implementare

Institutul de microbiologie si Biotehnologie al Academiei de Stiinte a Moldovei, laboratorul de
Ficobiotehnologie,

Perioada 16-28 martie 2015.

Obiectul lucririlor de implementare:
Implementarea metodei de testare a microorganismelor pentru identificarea capabilititii de
sintezd a nanoparticulelor metalice.

Continutul lucririlor de implementare si rezultatele obtinute:

Tulpina microalgei verzi Dunaliellei salina a fost utilizats in cadrul cercetarilor de laborator.
Studiile efectuate au permis stabilirea conditiile optime pentru realizarea procesului de
acumulare a jonilor de fier in celulele vii ale tulpinii de microalge verzi Dunaliellei salina. in
acest sens, s-a stabilit ca pentru un timp de contact de 45 min procesul de sorbtie microbiologica
a ionilor de Fe(IIl) decurge favorabil la un pH de 8,0, pentru intervalul de concentratii de citrat
feric 0,3-2,5 mM in 50 mM HEPES si 0,35 g/L concentratie a biomasei celulare vii cultivate in
mediu deficitar de fier.

Concluzie:
Metoda de testare elaborati este reproductibild si oferd informatii veridice referitor la
capacitatea organismelor ficologice de a realiza nanosinteza.

Director adjunct pentru stiinta,

dr., conf.cerc. L.CEPOI
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Lilia Anghel

Joint Institute for Nuclear Research
Joliot-Curie 6

141980, Dubna,

Russia

EMBL

Margret Fischer
Senior Administrative Officer

T +49 40 89902-110
F +49 40 89902-149

margret@embl-hamburg.de
EMBL Hamburg c/o DESY
Building 25A

Notkestr. 85

22603 Hamburg
Germany

www.embl-hamburg.de
23" October 2012

EMBO Practial Cource entitled Solution Scattering from Biological

Macromolecules

I hereby certify that Lilia Anghel participated in the EMBO Practial Cource entitled Solution

Scattering from Biological Macromolecules which was held here at the EMBL Hamburg

th th
Outstation from 17 October until 24 October.

Yours truly
Margret Fischer
EMBL Hamburg Unit

W Grsed
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#) 0LICH

FORSCHUNGSZENTRUM

IFF Forschungszentrum Jilich

Certificate

Hereby we certify that

Lilia Anghel

has successfully participated in the JCNS Neutron Laboratory Course of the Institute for
Solid State Research at Forschungszentrum Julich from September 06 to 17, 2010.

During 19 hours of lectures and 10 hours of exercises the following topics have been

treated in detail:

e Neutron Sources
e A Neutron Primer

e Correlation Functions Measured by
Scattering Experiments

e Symmetry of Crystals

e Applications of Neutron Scattering

e Polarized Neutron Scattering and
Polarization Analysis

e Structural Analysis

e Magnetic and Lattice Excitations:

Inelastic Neutron Scattering
Macromolecules and Selfassembly
Dynamics of macromolecules
Correlated Electrons

Surfaces, Interfaces and Thin Films
Investigated by Neutron Reflectometry
Nanomagnetism

e Access to Neutron Scattering Facilities

43 hours of experiments (including preparation and reporting) have been performed
at the following instruments at the FRM Il reactor in Garching:

Three Axis Spectroscopy
Powder Diffraction

Single Crystal Diffraction
Small Angle Scattering

Ultra Small Angle Scattering
Backscattering Spectroscopy

Julich, 17.09.2010
V4

B bl

Prof. Dr. Thomas Briickel

Time-of-Flight Spectroscopy
Spherical Polarimetry

Neutron Spin Echo
Resonance Neutron Spin Echo
Neutron Reflectometry

D M

Prof. Dr. Dieter Richter
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Subsemnata, declar pe raspundere personala ca materialele prezentate in teza de doctorat
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