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Introducere

Polimerii conductori (CPs) reprezinta o clasa importanta de materiale care prezinta proprietati
polimerice conventionale precum densitate scazuta, flexibilitate si procesabilitate alaturi de
conductivitate electrica intrinseca. CPs au reprezentat o provocare stiintifica care a fost initiatd odata
cu acordarea premiului Nobel laureatilor Heeger [1], MacDiarmid [2] si Shikarawa [3] si a fost
abordata de cercetatori in chimie, fizica si stiinta materialelor deopotriva. Individualitatea lor este data
de unicitatea structurii chimice conjugate care consta in legaturi organice simple si duble cu
hibiridizare sp?. Importanta identificarii acestor materiale este datd de oportunitatea de a inlocui
materialele metalice conductoare cu unele organice care confera proprietati conductoare similare
alaturi de facilitate de sinteza, flexibilitate si procesabilitate ridicata. Principalul obiectiv in cercetarea
CPs a fost determinarea proprietatilor electrochimice derivate din structura lor chimica si, in
consecinta, posibilitatile de prelucrare. Se recomanda cele doua volume ale cartii ,Handbook of
Conducting Polymers” [4] pentru o intelegere detaliata a datelor fundamentale in domeniul sintezei
si caracterizarii polimerilor conductori. Polipirolul (Ppy) este reprezentativ pentru aceasta clasa de
materiale datoritd proprietatilor sale precum: conductivitate electrica, maleabilitate, stabilitate si
biocompatibilitate, care i confera relevanta in domeniul aplicatiilor biologice.

Metoda de sinteza utilizata in prepararea CPs este esentiala deoarece este responsabila cu
prelucrarea materialului pentru aplicatiile dorite. De fapt, aceste materiale in stare neutra sunt
dielectrice si doar in urma oxidarii sau reducerii obtin proprietati conductoare. Insé&, procesul de
polimerizare nu produce materialul in stare neutra, ci ii confera proprietati electrice in functie de
parametrii de sinteza. Diferite metode de sinteza sunt recunoscute precum polimerizarea
electrochimica, care utilizeaza un potential anodic si cea chimica, bazata pe oxidanti puternici, fiecare
avand scopul de a forma radicali cationi reactivi, cu electroni necuplati care, in urma reactiilor
reciproce, devin lanturi polimerice. CPs sintetizati electrochimic si/sau chimic sunt performanti in
domeniile fizico-chimice precum dispozitive electrocromice, condensatori, baterii, celule fotovoltaice
si materiale anticorozive, insa domeniile bioanalitice necesita materiale biocompatibile, cu
procesibilitate ridicata, caracter ecologic si eficient din punct de vedere economic.

Astfel, metode ecologice de sinteza a CPs sunt in continua explorare si variaza de la metode
bazate pe oxidanti biologici la utilizarea unor cantitati biocatalitice de oxidanti, toate acestea in
conditii fiziologice de temperatura si pH, fara produsi toxici secundari. Una dintre abordarile cele mai
cunoscute este cataliza enzimatica, deoarece enzimele reprezinta biocatalizatori ideali, capabili sa
inlocuiasca cantitati mari de oxidanti chimici, in conditii eficiente din punct de vedere termodinamic
pastrandu-si integritatea si functionalitatea [5]. Diferite oxidoreductaze au fost utilizate precum
peroxidaza, laccaza si glucozoxidaza. Ins&, purificarea enzimelor constituie un proces dificil Si
costisitor, cu posibile dezavantaje precum denaturarea sau pierderea activitatii enzimatice. Prin
urmare, acest studiu propune sinteza de Ppy in culturi de microorganisme capabile sa biosintetizeze
oxidoreductaze. Desi polimerizarea unor compusi plastici asistatd de microorganisme a fost
efectuatd, acest procedeu nu a fost utilizat in producerea de CPs decéat recent, prin tratarea
componentilor microbieni cu oxidanti chimici, capabili sa initieze polimerizarea.

Astfel, teza de doctorat intitulatd ,,Studiul conditiilor biotehnologice de obtinere a
polipirolului, prin polimerizare in situ, cu microorganisme selectionate” introduce un nou
concept pentru sinteza de Ppy intre cataliza cu enzime pure si cea initiata de microorganisme
functionalizate chimic. Metoda biocatalitica propusa este bazatd pe abilitatea microroganismelor
selectionate de a biosintetiza oxidoreductaze, enzime implicate direct sau indirect in polimerizarea
pirolului, in conditii de cultivare submersa si incurajeaza utilizarea culturilor celulare drept solutii de
polimerizare. In acest mod, studiul deschide doud noi directii de cercetare: (i) producerea biocatalitica
de Ppy datoratéd enzimelor sintetizate de celule; (ii) un proces biochimic initiat de culturile de
microorganisme in vitro fara a fi necesar tratamentul chimic al acestora. in acest scop, diferite tipuri
de microorganisme au fost testate: tulpini de bacterii filamentoase care apartin genului Streptomyces
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spp. si tulpini fungice: macromicete (Trametes spp., Irpex lacteus) si micromicete (Aspergillus niger,
Rhizoctonia spp.). Performanta microorganismelor testate a fost evaluata avand in vedere formarea
de Ppy in culturile celulare, in timpul cultivarii, aspect analizat initial prin tehnici microscopice.
Selectia tulpinilor active a fost ulterior validatd prin spectroscopie in infrarosu. Fezabilitatea
bioproductiei de Ppy in culturile celulare a fost estimata prin monitorizarea spectroelectrochimica a
procesului de polimerizare si prin caracterizarea proprietatilor optoelectrice ale produsului final prin
comparatie cu date din literatura de specialitate dedicate productiei de Ppy prin cataliza enzimatica.
In cele din urma, beneficiile rutei ecologice propuse pentru sinteza de Ppy sunt relevante indeosebi
in domenii de cercetare biomedicale si bioanalitice. Asadar, aplicabilitatea Ppy in cadrul aplicatiilor
bioelectrochimice a fost testata prin dezvoltarea de biosenzori amperometrici bazati pe Ppy format
n culturile celulare sau in supernatantele culturilor celulare dupa separarea biomasei.

Cercetarea derulata pe parcursul studiilor doctorale a vizat urmatoarele obiective principale:

e Selectia si caracterizarea tulpinilor de microorganisme capabile sa initieze oligomerizarea
pirolului (Py).

e Analiza mediilor culturale utilizate drept solutii de polimerizare din punct de vedere al
biosintezei de enzime cu potential in polimerizare, la nivel atat intra- cat si extracelular.

e Monitorizarea si evaluarea spectroelectrochimica a procesului de oligomerizare si
caracterizarea optoelectrica a Ppy produs.

e Evaluarea influentei formarii de Ppy in culturile celulare si in supernatante prin dezvoltarea
de biosenzori amperometrici pe baza de celule si enzime native, modificate cu Ppy.

Teza de doctorat este structurata in trei sectiuni principale, dupa cum urmeaza:

I. Studiul documentar reprezintad o sinteza a celor mai noi informatii publicate in domeniul
metodelor biocatalitice de sinteza a CPs si al implicarii lor extensive in bio-aplicatii, avand ca model
Ppy. Acest capitol este structurat in patru subsectiuni dedicate: (1) prezentarii generale a CPs si a
importantei acestora in cercetarea stiintifica, ludnd Ppy ca model de analiza; (2) informatii esentiale
asupra metodelor de sinteza ale CPs, detalii ale metodelor inovative si ecologice de preparare a Ppy
si descrierea catalizatorilor enzimatici implicati din punct de vedere al originii si al mecanismelor
catalitice; (3) modelele fundamentale de caracterizare spectroelectrochimica a Ppy si adaptarea lor
in interpretarea proprietatilor Ppy obtinut prin biocataliza; (4) sinteza diverselor aplicatii care
evidentiaza importanta Ppy ca bio-material cu precadere in tehnologia biosenzorilor si al celulelor de
biocombustie.

Il. Metodologia cercetarii face referire la descrierea materialelor si metodelor utilizate pe
parcursul studiului experimental, acest capitol fiind structurat in patru subsectiuni dedicate: (5)
conditiilor de cultivare ale tulpinilor de microorganisme analizate si detaliile procedurii de adaugare
a pirolului n culturi in vitro; (6) descrierea metodelor si parametrilor de cuantificare biochimica a
culturilor de celule (biosinteza de proteine si enzime intra- si extracelulare); (7) specificatii privind
metodele spectroelectrochimice de caracterizare a mediilor de biocataliza utilizate, incluzand
echipamente si parametrii operationali; (8) constructia biosenzorilor, proiectarea biostratului si
principiile de masurare.

lll. Rezultate si discutii ilustreaza rezultatele investigatiilor originale realizate pe parcursul
studiului doctoral in comparatie cu date similare din literatura de specialitate. Aceasta sectiune este
structuratd in patru subsectiuni, fiecare cu obiective specifice de cercetare si concluzii partiale.
Subsectiunea 9 intitulata ,,Selectia si caracterizarea tulpinilor de microorganisme capabile sa
initieze bioproducerea polipirolului (Ppy)” ilustreaza selectia tulpinilor de microroganisme bazata
pe tehnici de microscopie (microscopie optica, microscopie electronica de baleiaj, microscopie cu
fascicul focalizat de ioni) si spectroscopie in infrarosu cu tranformaté Fourier. in cadrul acestui studiu,
douazeci si cinci de tulpini de bacterii filamentoase din genul Streptomyces spp., cinci tulpini de
macromicete (Trametes versicolor, Trametes pubescens, Trametes hirsuta, Trametes gibbosa, Irpex
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lacteus) si sase tulpini de micromicete (Aspergillus niger MIUG 34, Aspergillus niger MIUG 35,
Rhizoctonia spp. KM 53 and KM 55, KM 56 and KM 57) au fost testate privind capacitatea de initiere
a polimerizarii, in conditii de cultivare submerse, iar cele mai performante tulpini au fost selectate
pentru studiu ulterior. Subsectiunea 10 denumitd ,Monitorizarea si caracterizarea
spectroelectrochimica a polipirolului (Ppy) format in culturile de fungi” a fost dedicata
monitorizarii si caracterizarii procesului de oligomerizare a Py prin metode spectroelectrochimice. Tn
aceasta etapa a cercetarii, cea mai buna performanta a fost obtinutd cu doua tulpini de macromicete
(Trametes versicolor, Trametes pubescens) si doua tulpini de mucegaiuri (Aspergillus niger MIUG
34, Aspergillus niger MIUG 35), motiv pentru care formarea de Ppy a fost analizata exclusiv in aceste
patru culturi. De asemenea, s-a efectuat analiza culturilor de fungi utilizate drept solutii de
polimerizare in ce priveste biosinteza proteinelor si enzimelor. S-au propus mecanismele de formare
a Ppy avand in vedere investigatile enzimatice. Subsectiunea 11 intitulatd ,Aplicatii bio-
electrochimice pentru polipirolul (Ppy) format in culturile de fungi” este devotata studiului
aplicabilitatii Ppy obtinut prin biocataliza in situ in culturile fungice selectionate prin dezvoltarea de
biosenzori amperometrici. Doua concepte diferite au fost implementate, unul bazat pe formarea de
Ppy in culturile de mucegai (Aspergillus niger) pentru prepararea de biosenzori microbieni pentru
detectia glucozei si unul bazat pe formarea de Ppy in supernatantul culturii de macromicete Trametes
pubescens, utilizat pentru biosenzori enzimatici pentru detectia catecholului.

Capitolul 12 prezinta ,,Concluzii generale, contributii originale si perspective” derivate
din investigatiile realizate in acest studiu, evidentiind importanta si caracterul inovativ al cercetarii
realizate in contextul domeniului stiintific abordat. In incheiere, diverse perspective de continuare si
perfectionare a cercetarii sunt propuse.

Teza de doctorat cuprinde 167 pagini, in care sunt incluse 92 figuri si 25 tabele. Studiul
documentar reprezinta 15 % iar partea experimentala 85 %.

Diseminarea rezultatelor obtinute in domeniul de cercetare abordat s-a realizat prin
publicarea a 4 articole stiintifice Tn reviste cotate I1SI (Polymer IF 3.68 , Bulgarian Chemical
Communications IF 0.23 , Bioelectrochemistry IF 3.34 ) si indexate in baze de date internationale
(Innovative Romanian Food Biotechnology) si 7 participari la manifestari stiintifice nationale si
internationale relevante in domeniul biotehnologiei.

Activitatile de cercetare efectuate pe parcusul studiului doctoral au fost derulate utilizand
infrastructura moderna a urmatoarelor unitati de cercetare: Centrul integrat de cercetare, expertiza
si transfer tehnologic ,,BioAliment” (www.bioaliment.ugal.ro) din cadrul Facultatii de $tiinta si
Ingineria Alimentelor, Departamentul de Chimie, Fizica si Mediu al Facultatii de Stiinte si Mediu,
Universitatea “Dunarea de Jos” din Galati; Centrul de Nanotehnologie si Stiinta Materialelor si
Departamentul de Chimie-Fizica din cadrul Universitatii Vilnius, Lituania; Departamentul de
Cercetare in domeniul Polimerilor din cadrul Universitatii Akdeniz, Turcia. Studiile au beneficiat de
sustinere stiintifica, logistica si financiara prin implicarea in mobilitati de practica Erasmus+ si
participarea in proiectul COST Actiunea MP1407.

Studiul doctoral s-a realizat sub coordonarea stiintificda a comisiei de indrumare cu
urmatoarea componeﬂn’géﬂ: Prof.dr.ing. Gabriela-Elena BAHRIM — conducator de doctorat,
Prof.dr.chim. Geta CARAC, Prof.dr.chim Rodica Mihaela DINICA, Prof.dr.chim Stefan DIMA.
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|. Studiu documentar

Aceasta sinteza are drept obiectiv prezentarea celor mai noi informatii publicate in domeniul
metodelor biocatalitice de sinteza a polimerilor conductori (CPs) si al implicarii lor extensive in bio-
aplicatii. Manuscrisul incepe prin introducerea diferitelor tipuri de CPs si a importantei acestora in
cercetarea stiintifica luand drept model de analiza polipirolul (Ppy). Metodele de sinteza consacrate
sunt reV|ZU|te iar abordari biotehnologice pentru polimerizare sunt detaliate. Biocatalistii enzimatici
implicati sunt prezentati din perspectiva originii si a functiei catalitice. In continuare, proprietatile
optoelectronice ale Ppy sunt interpretate din analize spectroelectrochlmlce in cele din urma,
implicarea ampla a Ppy in domeniul biomedical, in constructia biosenzorilor si a celulelor de
biocombustibil, a sistemelor de livrare a medicamentelor si in ingineria tisulara este discutata in mod
specific.

1. Perspective asupra polimerilor conductori (CPs)
A
, polipirolul (Ppy)
B

H , politiofenul (PT) 5 , poli(3,4-etilendioxitiofenul) (PEDOT) * 's°  si

polianilina (PANI) [S :H"_

1.1 Polipirolul (Ppy)

Dintre cei mai cunoscuti CPs, se remarca poliacetilena (PA)

(1) Monomer oxidation and formation of cation radical (1’) Resonance forms

[}
H

NF

M H h H
(2) Dimerization of cation radicals (a-coupling) (2°) Proton loss and stabilization
M
— — ] N*
. - N‘
Q-0 — b QY = 04
" b H H
(3) Dimer oxidation (3’) Resonance forms
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S NERIEW % % )
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(4) Trimerization (chain growth) (4°) Resonance forms
& (_7‘4\ YRR
H
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Figura 1.1. Mecanismul oxidativ al polimerizarii pirolului propus de Diaz et al. [29] (adaptat din [24,
30]).
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2. Sinteza polimerilor conductori (CPs)

Metoda de sinteza utilizata in prepararea CPs este fundamentala deoarece functionalizeaza
produsul final pentru aplicatiile dorite. Obiectivul acestei sectiuni este studiul metodelor de sinteza
ale CPs in ceea ce priveste intrebuintarea acestora in bio-aplicatii.

2.1 Sinteza electrochimica

Procesul electrochimic consta in utilizarea unui potential anodic pentru oxidarea monomerului
dorit. In urma oxidarii, unitatile monomerice devin radical catoni care, datorita densitatii de electroni
fara pereche, reactioneaza rapid intre ei, dimerizédnd si, in urma deprotonarii, formeaza lanturi
polimerice (Figura 1.1) [8]. Dezavantajul acestei metode este dificultatea productiei la scala
industriala, deoarece polimerul poate fi electrodepozitat doar pe suprafete conductoare si delimitate
geometric, ceea ce limiteaza cantitatea de polimer.

2.2 Sinteza chimica

Polimerizarea chimica are o serie de avantaje comparativ cu procesul electrochimic si anume
flexibilitatea sintezei si procesabilitatea polimerului prin oportunitatea modificarii covalente [39].
Principalul impediment al acestui tip de sinteza este cantitatea mare de oxidant necesara pentru
procesul de oxidare al monomerului [40].

CPs preparati chimic si electrochimic au aplicabilitate ridicata in domenii fizico-chimice
precum dezvoltarea de dispozitive electrocrome de afisare [45-47], condensatoare [48], acumulatori
[49], celule fotovoltaice [50] si materiale anticorozive [51], insa, domeniile bioanalitice necesita
materiale biocompatibile, cu procesabilitate buna, eficiente economic si din punct de vedere al
protectiei mediului [52]. Astfel, metode ecologice de sintezd a CPs au fost explorate si vor fi
prezentate Tn continuare.

2.3 Sinteza biocatalitica a polimerilor conductori (CPs): polipirol (Ppy)

Metodele biocatalitice pentru prepararea CPs cuprind o varietate de tehnici care utilizeaza
oxidanti biologici si/sau cantitati biocatalitice de oxidanti in conditii prietenoase cu mediul precum
conditii fiziologice de temperatura si pH, fara produsi toxici secundari [53]. Pentru sinteza polimerilor
conjugati, enzimele utilizate sunt oxidoreductazele, care catalizeazd oxidarea monomerului Si
formarea de lanturi polimerice [62].

2.3.1 Sinteza catalizata de peroxidaza

H. _H (0] .
0 N O HO N !N—,N+
/ Yy Iem’/ . N~ //Fle\ /
s N N
N N I
I L
L (compound T)
AH,
A+H,0 K
AH
AH' OH
N\—IVN
NN
|
L
(compound II)

Figura 2.1. Mecanismul catalitic al peroxidazei (adaptat din [62, 74]).

11



Roxana-Mihaela Apetrei - ,, Studiul conditiilor biotehnologice de obtinere a polipirolui, prin polimerizare in situ,
cu microorganisme selectionate”

2.3.2 Sinteza catalizata de laccaza
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Peroxide intermediate state Reduced state

Figura 2.2. Mecanismul catalitic al laccazei (adaptat din [62]).

Cataliza laccazica difera de cea peroxidazica deoarece acceptorul final de electroni al
laccazei este oxigenul molecular, iar pentru peroxidaza, prezenta peroxidului de hidrogen este
necesara [109]. Acest aspect este avantajos in sinteza CPs intrucét suplimentarea cu oxidanti chimici
nu este necesara. In plus, laccaza manifesta stabilitate superioara in conditii acide [110, 111].

2.3.3 Biosinteza polimerilor conductori (CPs) cu alte enzime

Implicarea mecanismului catalitic al glucozoxidazei in obtinerea CPs a fost introdusa relativ
recent [27, 151, 152] si reprezintd o tehnica ingenioasa deoarece mecanismul catalitic nu depinde
de suplimentarea progresiva cu H.O: (cazul peroxidazei), ci utilizeaza oxigenul molecular si glucoza,
pentru a genera H20: (Figura 2.3).

CHaOH H202 CHa0H CH,OH OH
H |0 OH 02 ﬁ Hi—o, H c=0
HOOH HH FAD——FADH2 |, OOH W=° L mo HOOH h
H OH H  OH H  OH
B-D-glucose o-gluconolactone D-gluconic acid

Figura 2.3. Mecanismul catalitic al glucozoxidazei (adaptat din [138]).
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2.3.4 Sinteza polipirolului (Ppy) cu microorganisme

Polimerizarea materialelor plastice biocompatibile utilizand microorganisme a fost investigata
anterior [144], Insa sinteza CPs mediatd de microorganisme a fost raportata abia recent. in urma
cercetarilor mentionate anterior, in cadrul carora extracte enzimatice crude au fost eficiente in sinteza
polimerilor si in absenta activitatii enzimatice, in cadrul acestei cercetari, biosinteza polipirolului (Ppy)
n culturi celulare a fost realizata. Bacterii filamentoase din genul Streptomyces spp., recunoscute
pentru productia de fenoloxidaze (PPOs) [145] precum laccaza, au demonstrate abilitatea de a
induce polimerizarea pirolului in situ [146]. In continuare, micromicete din genul Aspergillus niger,
producatoare de glucozoxidaza au fost utilizate, iar, Tn urma polimerizarii biocatalitice, suprafata
biomasei fungice a fost acoperita cu Ppy [147]. Polimerizarea pirolului poate fi bazata si pe enzimele
oxidative localizate in memebrana celulara a drojdiei Saccharomyces cerevisiae, care in urma
functionalizarii cu molecula redox (Fe(CN)e), a demonstrat abilitatea de a induce producerea Ppy,
oferind oportunitati de aplicare a celulelor in domenii biomedicale [148, 149]. Recent, Zhang et al.
[164] a raportat functionalizarea celulelor de Shewanella oneidensis cu ioni de Fe**, ceea ce, in mod
similar, duce la acoperirea celulelor bacteriene cu Ppy, intensificand proprietatile de transfer
electronic si ofera posibilitatea aplicarii in celule de biocombustibil (MBFCs).

3. Caracterizarea si proprietatile polimerilor conductori (CPs): polipirol (Ppy)

Caracteristica reprezentativa a CPs este natura intrinsec conductoare, iar aceasta sectiune
va fi dedicata studiului structural si optoelectronic a Ppy in functie de metoda de sinteza. Studiul va
evidentia proprietatile spectroelectrochimice ale Ppy preparat prin metode biocatalitice.

3.1 Modele fundamentale in caracterizarea spectroelectrochimica a
polipirolului (Ppy)

Unul din modelele teoretice fundamentale in caracterizarea Ppy a fost consacrat de Bredas
et al. [154, 155] si descrie oxidarea monomerului care rezulta in cresterea frecventei legaturilor duble
si scaderea frecventei legaturilor simple in cadrul structurii polimerice conjugate. Acest proces este
echivalent cu formarea distorsiunilor localizate datorate formarii de purtatori de sarcina electrica.
Acestia reprezinta cvasi-particule denumite radicali cationi/polaroni si radicali dicationi/bipolaroni.
Polaronii sunt formati la nivele scazute de oxidare iar la nivele de oxidare superioare, se asociaza
devenind bipolaroni. Astfel, conductivitatea electrica a CPs este un rezultat direct al mobilitatii
purtatorilor de sarcina electrica de-a lungul lantului conjugat [10].

Conduction Conduction Conduction

1 band ] band band
LUMO 1 LUMO_|§ LUMO
—53V 019V ¥

Neutral insulating state (benzenoid)  Oxidized polaron state (quinonoid) ~ Oxidized bipolaron state (quinonoid)

Figura 3.1. Diagrama de benzi energetice si evolutia structurii chimice a Ppy in stari
oxidative progresive (adaptat din [10, 156]).
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Caracterizarea optica, corelatd cu proprietatile electrice ale CPs este validatéd de studii
electrochimice [164-168] si structurale [169, 170]. Din punct de vedere electrochimic, mecanismul de
alternare al Ppy din stare izolatoare Tn stare conductoare este un proces cheie. Alternarea
caracterului electric este rezultatul transferului de electroni la sau de la structura de Ppy, simultan cu
insertia sau repulsia ionilor de semn contrar din structura polimerica. Aceasta reactie poate fi indusa
prin variatia potentialului si/sau a pH-ului ceea ce rezulta in schimbari de masa/volum, semnificative
in domenii biomedicale precum sisteme de livrare a medicamentelor si mecanisme de bioactionare.

3.2 Caracteristici spectroelectrochimice ale polipirolului (Ppy) obtinut prin
biocataliza

In urma dezvoltarii modelelor de caracterizare pe baza Ppy sintetizat chimic si electrochimic,
interpretarea proprietatilor Ppy-lui produs prin biocatalizd este disponibild. Caracteristicile
spectroelectrochimice ale Ppy-lui biosintetizat denota efectul oxidativ bland al biocatalizei
enzimatice. Conditiile fiziologice precum mediul apos si pH-ul neutru sunt rareori adecvate formarii
de lanturi polimerice extinse si ordonate. In cele multe cazuri, cataliza enzimaticd promoveaza
oligomerizarea si precipitarea oligomerilor de pirol datoritd atacului nucleofilic al apei asupra lantului
polimeric. Defectele prezente in structura conjugata duc la pierderea conductivitatii electrice. Totusi,
procesul poate fi perfectionat prin suplimentarea cu matrici polimerice tip sablon si/sau mediatori
redox, ceea ce poate duce la un produs final cu o conductivitate adecvata printr-o sinteza prietenoasa
cu mediul. Tn plus, incorporarea enzimei in structura polimerica este o caracteristica promitatoare
pentru bio-aplicatii.

4. Bio-aplicatii ale polimerilor conductori (CPs): polipirol (Ppy)

Desi aplicatiile CPs origineaza in chimia-fizica, in urma identificarii biocompatibilitatii lor, au
fost explorati domenii bio-medicale de la stimularea electrica a cresterii si adeziunii celulelor si
tesuturilor la livrarea medicamentelor, biosenzori si mecanisme de bio-actionare [181-186].
Avantajele prezentate sunt eficienta economica, facilitatea si versatilitatea sintezei precum si
abilitatea de functionalizare in functie de specificitatea aplicatiei. Ppy-ul este reprezentativ in bio-
aplicatii datoritd biocompatibilitatii sale si a proprietatilor electrice, si anume conductivitatea si
mecanismul redox alternant. Biosenzorii si celulele de biocombustibil beneficiaza de natura sa
conductiva, care, asociata biomoleculelor, intensifica transferul electronic, in timp ce, sistemele de
livrare a medicamentelor si ingineria tisulara utilizeaza schimbarea masei si a volumului totodata cu
alternarea caracterului redox pentru incluziunea si expluzarea controlata a moleculelor biologice si
pentru controlul si monitorizarea activitatii celulare. Aceasta sectiune reprezinta o sinteza a diverselor
bio-aplicatii care evidentiaza potentialul Ppy. In particular, rolul Ppy in context electroanalitic va fi
discutat.

Optimizarea proprietatilor CPs pentru bio-aplicatii consta in incorporarea moleculelor
bioactive in structura polimerica, ceea ce se poate realiza printr-o varietate de tehnici [187, 188].
Metodele fizice includ incorporarea sau absorptia fizica, in timp ce o functionalizare mai permanenta
poate fi obtinuta prin modificare covalenta fie pre- sau post-polimerizare (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Exemple de functionalizare a CPs (adaptat din [189]).

4.1 Biosenzori si celule de biocombustie
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Figura 4.2. Conceptul de functionare al unui biosenzor (adaptat din [233, 235]).

Obiectivul este acela de a obtine un semnal electric echivalent concentratiei unui analit
specific. De obicei, biomolecula incorporata (ex. enzima) manifesta un nivel inalt de selectivitate,
insa este predispusa denaturarii datorate factorilor externi precum: pH, temperatura etc. [236]. Mai
mult decét atat, bio-specificitatea poate fi prejudiciata de selectivitatea electrodului. CPs sunt
adecvati pentru a media contactul intim intre moleculele receptoare si traductor, imbunatatind
detectia analitica [237-239]. Totusi, hidrofobicitatea, porozitatea si suprafata matricii de imobilizare
trebuie reglata adecvat.

In ansamblu, Ppy este utilizat extensiv in fabricarea biosenzorilor din numeroase domenii de
la diagnoza medicala, ADN si imunosenzori, la monitorizarea mediului si analize in industria
alimentara. Mai mult decéat atat, proprietatile electrice ale Ppy sunt aplicate in dezvoltarea celulelor
de biocombustibil. Acestea sunt bazate pe conversia de energie din surse organice in energie
electrica via transfer electronic [348-350]. Transferul de electroni poate fi imbunatatit considerabil
prin modificarea anodului cu CPs [351], fie Tn cadrul celulelor microbiene de biocombustibil (MBFCs)
[352-354] sau a celor enzimatice (EBFCs) [355-357].
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Concluzii

Acest studiu documentar a avut drept obiectiv evidentierea verisatilitatii CPs atat in sinteza
cat si in aplicabilitate. In particular, s-au avut in vedere progresele efectuate in conditii ecologice si
in domenii de cercetare biomedicale si bioanalitice. Astfel, sunt stabilite premisele pentru obtinerea
Ppy, prin polimerizare in situ cu componente biologice precum enzime, tesuturi, celule etc. precum
si aplicabilitatea acestui Ppy biosintetizat.

Il. Metodologia cercetarii
5. Metode biologice de preparare a polipirolului (Ppy)

Tulpinile de microorganisme testate apartin Colectiei de Microorganisme a Centrului de
Cercetare Bioaliment (acronim MIUG), Facultatea de Stiinta si Ingineria Alimentelor, Universitatea
Dunarea de Jos din Galati, Romania. Tulpinile de macromicete apartin Colectiei de culturi a
Universitatii Alexandru loan Cuza din lasi. Culturile stoc sunt prezervate in glicerol 20% la -70°C.
Pentru studiul abordat, microorganismele utilizate au fost:

- Tulpini bacteriene: genul Streptomyces spp.

- Tulpini de macromicete: Trametes spp.; Irpex spp.

- Tulpini de micromicete: Aspergillus spp. (A. niger); Rhizoctonia spp.;

Reactivii utilizati au fost de cea mai inaltd calitate analitica (Sigma Aldrich) si in toate
experimentele s-a utilizat apa distilatd sau ultrapura (Smart-N Water Purification System, 18.2
MQ.cm). Mediile de cultura preparate au fost sterilizate inainte de uz in autoclav la 121°C timp de 20
de minute.

5.1 Cultivarea tulpinilor bacteriene

Toate tulpinile bacteriene testate apartin genului Streptomyces spp. si au fost reactivate prin
cultivare solida in mediu Gause-agar (GMA). Mediul de cultura a fost ajustat la pH 7.2-7.4 si contine:
agar (2.5 %), fulgi de cartofi/amidon (2%), KoHPO4 (0.05 %), MgSO4x7H20 (0.05 %), KNO3 (0.1%),
NaCl (0.05 %), FeSO.x7H20 (0.001 %). Pentru biosinteza enzimatica, tulpinile bacteriene au fost
cultivate in conditii submerse timp de 14 zile la 150 rpm si 25°C (SI-300 53 Litre Shaker Incubator,
Biotechnical Services, Inc.).

5.2 Cultivarea tulpinilor fungice

Culturile de fungi au fost reactivate din culturile stoc in placi Petri cu mediu de cultura Czapek
Dox Agar modificat, continand: sucroza (6 %), KH2PO4 (0.1 %), MgSO4 x 7H20 (0.05 %), NaNOs
(0.6 %), KCI (0.05 %), FeSO4 x 7H.0 (0.001 %) ajustat la pH 5.0. Pentru prepararea biosenzorilor,
atunci cand biomasa fungica a fost utilizata pentru biostrat, tulpinile de micromicete au fost reactivate
in mediu Sabouraud Dextrose Agar (SDA). Conditiile de cultvare au fost submerse si aerobe la 27°C
si 180 rpm (Heidolph® Unimax 1010 Orbital Shaker).

5.3 Adaugarea pirolului (Py)

Adaugarea monomerului a fost efectuata in a sasea zi de cultivare submersa (30 mM
pirol/100 mL culturd). Polimerizarea chimica a Py a fost realizata pentru studiu comparativ, prin aditia
a 30 mM monomer si 5 mM peroxid de hidrogen (H202) in 100 mL PBS 0.1 M pH 2.0, metoda
adaptata din literatura [17]. Polipirolul (Ppy) sintetizat electrochimic analizat prin spectroscopie in
infrarosu apartine Departamentului de Chimie Fizica a Universitatii Vilnius, Lituania.
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6. Analiza mediului de cultura/polimerizare
6.1 Test calitativ pentru detectia peroxidului de hidrogen (H202)

Testul calitativ pentru H202 a fost efectuat prin aditia de picaturi de K.Cr.O7in 1 mL de cultura
pentru a observa reductia ionilor dicromat (VI) in ioni cromat (lll) in prezenta de H.O: cu formarea
unui inel de culoare albastru-verde inchis [367]. Rezultatele au fost negative pentru toate probele

culturale.
6.2 Estimarea continutului de proteine

Concentratia de proteine a fost determinata estimativ prin metoda Bradford. Analiza ofera
informatii asupra cantitatii de proteine (pg) utilizdnd capacitatea proteinelor de a lega colorantul.
Reactivul Bradford a fost preparat urmand protocoalele de specialitate [368, 369]. Continutul proteic
n probele culturale a fost dedus din curba standard de calibrare (Figura 6.1).
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Figura 6.1. Curba de calibrare obtinuta prin protocolul Bradford.

6.3 Analiza activitatii fenoloxidazice

Toate analizele enzimatice au fost efectuate in cuvete de plastic (2 mL; 1 cm raza) utilizadnd
spectrofotometrul UV-VIS T90" (PG Instruments, Lutterworth, UK). Metoda analizei activitatii
enzimatice cu siringaldazina drept substrat a fost adaptata din protocoalele Sigma-Aldrich pentru
activitate laccazica [380]. Volumul total de reactie (3 mL) a continut 2.2 mL PBS, 0.3 mL
siringaldazina and 0.5 mL extract enzimatic crud. Volumul total de reactie in cazul celorlalte analize
a fost 1.5 mL si a continut 0.1 M solutie tampon, extract enzimatic crud and substrat in cantitati egale
(0.5 mL/fiecare). Particularitatile fiecarei solutii tampon si a lungimii de unda adecvate fiecarei
determinari sunt detaliate in Tabelul 6.2.

Tabelul 6.2. Conditiile analitice pentru determinarea activitatii fenoloxidazice [371-378].

Substrate Substrate Buffer solution 0.1 M | Wavelength, | References
Concentration, nm (adapted
mM from)
ABTS 1 Acetate pH 5.0 420 [372,373]
Guaiacol 2 Acetate pH 5.0 470 [373,374]
Guaiacol + H»0; 2 Acetate pH 5.0 470 [373,374]
Chlorogenic acid 10 Phosphate pH 6.5 400 [374,375]
L-DOPA 10 Phosphate pH 6.5 475 [376]
p-cresol 10 Phosphate pH 6.5 400 [377]
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Ferrulic acid 10 Phosphate pH 6.5 410 [378]
Caffeic acid 10 Phosphate pH 6.5 420 [373]
Pyrogallol 10 Phosphate pH 6.5 430 [375]
Pyrocatechol 10 Phosphate pH 6.5 410 [373]
Catechin 10 Phosphate pH 6.5 387 [373]

6.4 Analiza activitatii glucozoxidazice

Analiza activitatii glucozoxidazice a fost adaptata din protocoalele Sigma-Aldrich [371] si a
constat dintr-un amestec de reactie avand compozitia: 0.15 mL solutie de o-dianizidina 0.21 mM, 0.1
mL solutie de D-glucoza 10%, 0.15 mL solutie de peroxidaza (60 U/mL) si 0.3 extract enzimatic crud
sau solutie tampon de Na (50 mM, pH 5.1) pentru proba blank.

Pentru toate analizele activitatii enzimatice, cresterea in absorbanta a fost considerata liniara
cu continutul enzimatic. O unitate de activitate enzimatica s-a considerat echivalentul a cresterii
absorbantei cu 0.001 pe minut, in conditiile specificate.

6.5 Separarea biomasei si analize de activitate enzimatica intracelulara

Estimarea continutului proteic si analiza activitatii enzimatice la nivel intracelular au fost
efectuate pentru biomasa de micromicete (A. niger) si de macromicete (Trametes versicolor si
Trametes pubescens). in toate experimentele, biomasa umed& (1g) a fost separatd de cultura
celulara prin centrifugare la 1000 rpm timp de 10 minute (Hettich® Universal 320R, Sigma-Aldrich),
spalare cu solutie salind, mojarare cu 1g nisip de siliciu Si omogenizare prin ultrasonicare timp de 10
minute la 27°C (Professional Ultrasonic, GT SONIC). Extractul enzimatic final a fost obtinut prin
filtrarea fazei lichide rezultate dupa centrifugare [379].

7. Caracterizarea polipirolului (Ppy) prin metode fizico-chimice si microscopie
7.1 Spectroscopie de absorbtie

Analizele preliminare au fost efectuate in cuvete de plastic (2 mL; 1 cm raza) utilizand
spectrofotometrul Lambda 25 de la Perkin ElImer (Waltham, US). Spectrele optice inregistrate in a 4-
a zi de oligomerizare pentru probele colectate din culturile celulare si din supernatante (diluate 1:10
cu apa ultrapure) au fost luate in considerare in selectia microorganismelor. in continuare, probele
colectate in fiecare zi (24h) timp de 8 zile de monitorizare a procesului, au fost diluate cu apa
ultrapura (1:20) si analizate in cuvete de cuart (2 mL; 1 cm raza). Spectrele au fost inregistrate cu
spectrofotometrul UV-VIS T90* (PG Instruments, Lutterworth, UK). Oligomerizarea indusa de H,0; a
fost monitorizata timp de 6 zile.

7.2 Metode electrochimice
7.2.1 Voltametrie ciclica (CV) si masuratori in circuit deschis (OCV)

Pentru masuratorile de CV si OCV s-a utilizat potentiostatul Bio-logic SP -150 (Claix, France)
cu o celula electrochimica care contine un fir de Pt - electrod auxiliary, SCE - electrod de referinta si
GCE - electrod de lucru. Kitul de polizare BASi®a fost utlizat pentru slefuirea electrozilor care au fost
curatati cu etanol/apa inaintea fiecarui experiment. Masuratorile voltametrice s-au realizat la
temperatura ambientala in domeniul de potential E = + 1V vs SCE la viteze de scanare progresive
1-100 mV/s.

Probele analizate au fost: (i) 10 mL faza lichida/filtrat de cultura separat prin centrifugare (1:10
dilutie) inainte si dupa aditia de Py ; (ii) precipitat Ppy-culturd suspendat in PBS 0.1 M pH 6.0; (iii)
precipitat Ppy-cultura suspendat inh apa ultrapura.
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7.2.2 Masuratori de pH
Masuratorile de pH au fost realizate cu pH-metrul Multiparameter Consort C862 (Turnhout,
Belgium) la fiecare 24h timp de 14 zile.

7.3 Tehnici de microscopie

Microscopul digital USB Digital Microscope 500X a fost utilizat pentru vizualizarea
caracteristicilor topografice ale peletilor fungici implicati in constructia biosenzorilor.

7.3.1 Microscopie optica (OM)

Pentru analiza optica, 1 mL de precipitat Ppy din cultura a fost depus pe o lama de sticla si
uscat in incubator sau la temperatura camerei. Imaginile optice au fost inregistrate cu microscopul
optic Brightfield microscope BX51 Olympus (Japan) la magnificare 40x.

7.3.2 Microscopie electronica de baleiaj (SEM)

Investigatiile electronice ale particulelor de Ppy au fost realizate de asemenea pe sediment
Ppy-cultura depozitat pe lama metalica/acoperita in folie de aluminiu (SEM) sau pe lama aurita (SEM-
FIB). Pentru analizele SEM-FIB, sedimentul a fost acoperit cu folie de Pt. Microscopul electronic
JEOL (Boston, US) si FEI Helios Nanolab™ DualBeam™ (Thermo Fisher Scientific) cu fascicul ionic
de Ga* au fost utilizate.

7.4 Spectroscopie FTIR

Spectroscopia FTIR a Ppy format in culturile bacteriene a fost realizata prin doua metode: (i)
metoda cu peleti de KBr; (i) metoda reflexiei totale atenuate (ATR). Spectrele realizate cu peleti de
KBr au fost inregistrate cu ‘BRUKER VERTEX 70’ FTIR (USA). Spectrele ATR au fost realizate cu
spectrofotometrul BRUKER ALPHA’ FTIR (USA). Spectrele FTIR pentru Ppy format in culturile de
fungi au fost Tnregistrate cu spectrometrul Nicolet iS50 Analytical FTIR Spectrometer si programul
Software from Thermo Scientific (Waltham, Massachusetts, USA). Domeniul de colectie a datelor a
fost 4000—400 cm™ la rezolutia de 4 cm™.

8. Constructia si functionalitatea biosenzorilor

8.1 Masuratori amperometrice si de microscopie electrochimica (SCEM) a
biomasei de Aspergillus niger MIUG 35

8.1.1 Tratarea electrodului de lucru si prepararea biostratului

Tije de grafit (GR) au fost modificate prin imobilizare a 0.5 mg biomasa umeda cu 4.5 pL
1,10-fenantrolin-5,6-diona (PD) si atasarea unei membrane carbonat (pori de 3 pum) cu un tub de
silicon pentru a evita desprinderea celulelor in solutie.

8.1.2 Principiul masuratorilor

Investigatiile electrochimice au fost efectuate utilizand potentiostatul PGSTAT 30/Autolab
(EcoChemie, Utrecht, The Netherlands) si programul GPES 4.9. Sistemul a fost constituit din trei
electrozi si anume, electrod de grafit modificat, drept electrod de lucru, electrod de Pt - electrod
auxiliar si electrod de Ag/AQCliam key Metronm (Herisau, Switzerland) - electrod de referinta.
Experimentele au fost realizate la temperaturd ambientala in PBS 1M, pH 6.0 cu 0.1 M KCl si 0.01 M
hexacianoferat drept mediator redox. Detectia electrochimica a fost efectuata prin aditii progresive
de glucoza in domeniul de concentratie 5-300 mM.
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8.1.3 Imobilizarea biomasei pentru masuratori de microscopie electrochimica (SECM)

Biomasa umeda (1.5 mg) a fost imobilizata cu poli-L-lizina (0.5 uL) si vapori de gluteraldehida.
Conceptul de operare al biosenzorului este ilustrat in Figura 11.1.

8.1.4 Evaluarea activitatii biomasei prin microscopie electrochimica (SECM)

Sistemul electrochimic a fost format din potentiostatul PGSTAT 30 Autolab de la EcoChemie
(Utrecht, The Netherlands), echipamentul SECM de la Sensolytics (Bochum, Germany) si o celula
electrochimica cu trei electrozi. Un ultramicro electrod (UME) de Pt cu diametrul de 20 um a fost
utilizat drept electrod de lucru, Ag/AgCI - electrod de referinta si fir de Pt - electrod auxiliar. Analiza
SCEM s-a bazat pe metoda de colectare-generare prin deplasarea microelectrodului pe axa verticala
z la velocitate de 10 um s si potential de +0.4 V. In acest context, curba de abordare ofera informatii
legate de activitatea electrochimica si valorile maxime de curent.

8.2 Masuratori amperometrice pentru biomasa de Aspergillus niger MIUG 34
8.2.1 Prepararea biostratului

Pentru biosenzorul microbian simplu, miceliu fungic (biomasa umeda) a fost colectat dupa
48h de cultivare si separat de cultura celulara (subsectiunea 6.5). In acest punct al experimentului,
monomerul Py (30 mM/100 mL) a fost adaugat in cultura de A. niger MIUG 34 rezultand intr-un
amestec Ppy-biomasa umeda, care a fost colectat dupa 72h pentru constructia biosenzorului
microbian modificat cu Ppy. Conceptul de operare a biosenzorilor dezvoltati este ilustrat in Figura
11.7.

8.2.2 Principiul masuratorilor

Masuratorile amperometrice au fost efectuate in conditii de agitare magnetica constanta (120
rpm) iar consumul de oxigen a fost monitorizat la potential negativ in domeniul 0.55 - -0.7 V vs
Ag/AgCl. Experimentele au fost realizate la temperatura ambientald in PBS 0.1 M. S-au utilizat
potentiostatul Gamry si programul Gamry Echem Analyst pentru analiza datelor. Un sistem
electrochimic conventional cu electrod de referinta (Ag/AgCl), electrod auxiliar (fir de Pt) si electrod
de lucru (GCE) a fost utilizat. Kitul de polizare BASI® a fost utlizat pentru slefuirea electrozilor care
au fost curatati cu etanol/apa inaintea fiecarui experiment.

8.3 Masuratori amperometrice pentru extractul enzimatic de Trametes
pubescens

8.3.1 Prepararea biostratului

Pentru primul tip de biosensor (TP biosenzor), extractul enzimatic crud (72h de cultivare
submersa) a fost utilizat. In acest punct al experimentului, monomerul Py (30 mM/100 mL) a fost
adaugat in supernatantul culturii. Ppy rezultat, colectat dupa 96h a fost folosit pentru dezvoltarea
unui al doilea tip de biosensor (BioPpy biosenzor). Al treilea tip de biosensor s-a bazat pe amestecul
in proportii egale (1:1) de Ppy biosintetizat si extract enzimatic crud. Al patrulea tip de biosenzor a
fost preparat dintr-un amestec in proportii egale (1:1) de Ppy sintetizat chimic si extract enzimatic
crud (ChemPpy-TP biosensor). Conceptul biosenzorilor dezvoltati este ilustrat in Figura 11.16.

8.3.2 Principiul masuratorilor

Masuratorile au fost bazate pe consumul de oxigen la potential negativ intre -0.55 si -0.8 V
vs Ag/AgCl. Catecholul a fost desemnat drept model de substrat fenolic. Concentratii progresive de
catechol au fost adaugate in conditii de agitare magentica constanta (120 rpm) iar consumul de
oxigen a fost determinat amperometric. S-au utilizat potentiostatul Gamry si programul Gamry Echem
Analyst pentru analiza datelor. Un sistem electrochimic conventional cu electrod de referinta
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(Ag/AgCl), electrod auxiliar (fir de Pt) si electrod de lucru (GCE) a fost utilizat. Kitul de polizare BASI®
a fost utlizat pentru slefuirea electrozilor care au fost curatati cu etanol/apa inaintea fiecarui
experiment.

8.3.3 Analiza in probe reale

Pentru analize in sistem real trei tipuri de vin de fructe: afine, mure si rodie au fost selectate
(Kutman Winery brand). Pentru a compara performanta biosenzorilor bazati pe extract enzimatic TP,
analiza spectrofotometricd a continutului fenolic din vin a fost efectuatd prin protocolul Folin-
Ciocalteau [382]. Pentru analiza spectrofotometrica a probelor de vin, acidul galic a fost Tnlocuit cu
proba de vin diluata 1:10 (20 uL). Rezultatele au fost calculate prin interpolarea valorilor de
absorbanta obtinute in calibrare.
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Figura 8.4. Curba de calibrare obtinuta prin protocolul Folin-Ciocalteau de determinare a
continutului fenolic.

8.4 Analiza statistica si interpretarea rezultatelor

Toate experimentele au fost efectuate in triplicat iar media dintre cele trei valori obtinute a
fost consideratad. Microsoft Excel a fost utlizat pentru determinarea valorilor medii, a deviatiei si
variatiei standard. Dependenta hiperbolica intre raspunsul amperometric si concentratia de analit a
fost observata in studiul biosenzorilor iar calculul parametrilor kinetici precum curentul maxim (Imax)
si constanta Michaelis-Menten (Km) a fost derivat din analiza curbei reciproce curbei de calibrare
(valoare curent (I) vs concentratie substrat (C)), adica curba Lineweaver—Burk (1/1 vs 1/C).
Sensibilitatea biosenzorilor a fost calculata astfel: Sensibilitate (WA/mMcm™) = Ecuatie calibrare/Aria
electrodului (cm™). Limita de detectie (LOD) a fost calculatd pe baza raspunsului la minim zece aditii
separate a cate 0.01 analit, utlizand formula 3x Deviatia Standard la Concentratie Minima/ Ecuatie
calibrare [381].

Ill. Rezultate si discutii

9. Selectia si caracterizarea tulpinilor de microorganisme implicate in
bioproducerea polipirolului (Ppy)

Obiectivul preliminar al acestei cercetari a fost testarea diferitor tipuri de microorganisme in
scopul selectiei celor capabile sa initieze bioconversia pirolului (Py) in polipirol (Ppy). Performanta
culturilor de microorganisme testate a fost evaluata in functie de formarea de Ppy, care a fost
determinata prin diferite tehnici. Initial, tehnici de microscopie precum microscopia optica (OM),
microscopia electronica de baleiaj (SEM) si microscopia cu fascicul ionic (FIB) au fost utilizate pentru
vizualizarea formérii de Ppy. in plus, analiza spectroscopica in infrarosu (FTIR) s-a aplicat pentru

21



Roxana-Mihaela Apetrei - ,, Studiul conditiilor biotehnologice de obtinere a polipirolui, prin polimerizare in situ,
cu microorganisme selectionate”

identificarea legaturilor chimice corespondente structurii de Ppy. Selectia culturilor adecvate si
caracterizarea Ppy format sunt prezentate in cadrul acestui capitol.

9.1 Bioproducerea polipirolului (Ppy) in culturi submerse de bacterii
filamentoase

9.1.2 Formarea polipirolului (Ppy) in culture submerse de Streptomyces spp.

Inchiderea la culoare a culturilor in urma adaugérii de monomer a fost consideratd un prim
indiciu calitativ. Din 25 de tulpini, 11 au demonstrat inchidere la culoare in timpul cultivarii submerse,
indiciu al bioconversiei pirolului. Tulpinile respective sunt enumerate in Tabelul 9.2.

Tabelul 9.2. Abilitatea culturilor de Streptomyces spp. de a initia bioproductia de Ppy

Streptomyces Ppy Streptomyces Ppy
spp. code bioproduction | spp. code bioproduction
MIUG 12p ] RA
MIUG 4.88 ™ RD M
MIUG 4.89 4] RE M
LP1 M 1b4
LP2 ™ b2
B 4] 41 M
3Fi E3] 46
3Fs 72 %}
3Fsc 107
S1 ™ LH
S3 (x 8p
MIUG 4.38 SNA
V3C

9.1.3 Identificarea polipirolului (Ppy) format in culturile de Streptomyces spp. prin
microscopie optica (OM)

Formarea de Ppy a avut loc sub forma de microparticule sferice de culoare neagra in jurul
coloniilor bacteriene, observabile in 48h de la adaugarea monomerului. Douad -culturi de
Streptomyces spp. modificate cu Ppy (MIUG 12p si MIUG 4.88) au fost selectate drept modele de
analiza.

Figura 9.3 Indentificarea de Ppy in culturile de Streptomyces ssp.: () MIUG 12p; (b) MIUG
4.88.
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In continuare, evaluarea opticd a formarii de Ppy a fost realizatd in toate culturile de
Streptomyces ssp. cu rezultat positiv (Tabelul 9.2) iar identificarea de Ppy este ilustrata in Figura 9.4.

|78 ® ¢ s

10 pm

_Figura 9.4. Identificarea de Ppy in culturile de Streptomyces ssp. (de la stanga la dreapta):
(A) MIUG 12p; (B) MIUG 4.88; (C) MIUG 4.89; (D) LP1; (E) LP2; (F) B; (G) S1; (H) RD; (I) RE; (J)
41; (K) 72.

Diferentele in marime si frecventa a particulelor de Ppy identificate prin OM (Figura 9.4.) sunt
datorate diferentelor in eficientd oxidativa a culturilor de Streptomyces spp., care catalizeaza
bioconversia Py la rate diferite. Astfel, s-a observant ca o concentratie mica de particule de Ppy este
asociata cu diametre ridicate ale particulelor (in cazul Ppy-MIUG 12p), iar o frecventa mai mare a
particulelor este intalnita in cazul particulelor cu dimensiuni mai mici (Ppy-MIUG 4.88). Este posibil
ca pe parcursul procesului de oligomerizare sa aiba loc conglomerarea particulelor de Ppy in unele
culturi, precum Streptomyces ssp. MIUG 12p, ceea ce explica dimensiunile ridicate si frecventa
scazuta a particulelor.
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9.1.4 Identificarea polipirolului (Ppy) format in culturile de Streptomyces spp. prin
microscopie electronica de baleiaj (SEM) si microscopie cu raza ionica (FIB)

Investigatii aditionale asupra morfologiei si topografiei structurilor de Ppy au fost realizate cu

AT

SEM si SEM-FIB.

Figura 9.5. Identificarea de Ppy in culturile de Streptomyces ssp. prin SEM: (A) MIUG 12p; (B)
MIUG 4.88.
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Figure 9.6. Vizualizare FIB-SEM a: (A, B) Ppy - MIUG 12p; (C, D) Ppy - MIUG 4.88; A, C -
perspectiva de suprafata; B, D - sectiune interioara.

Perspectiva interioara obtinuta prin tehnica FIB confirma interiorul vid al particulelor de Ppy,
o caracteristica interesanta cu potential in aplicatii care necesita imobilizarea si eliberarea controlata
a moleculelor precum sistemele de livrare ale medicamentelor (DDSs) [183, 215].

Precum s-a observant din OM, particulele de Ppy-MIUG 12p au dimensiuni ridicate si
frecventa mai redusa decat cele de Ppy-MIUG 4.88. Astfel, caracterul compact al structurilor de Ppy-
MIUG 12p illustrate mai sus poate fi datorat procesului de conglomerare discutat anterior.
Polimerizarea mai rapida permite dezvoltarea suplimentara a structurilor polimerice cu agregarea
particulelor de dimensiuni mai mici in structuri conglomerate si compacte.
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9.1.5 Identificarea structurala si caracterizarea polipirolui (Ppy) format in culturile de
Streptomyces spp. prin spectroscopie FTIR

Spectroscopia FTIR reprezintd o tehnicd de spectroscopie in infrarosu care identifica
compusii chimici prin detectia de legaturi chimice. Acest studiu este bazat pe premisa ca aditia de
Py in culturi de microorganisme care biosintetizeaza oxidoreductaze duce la formarea de Ppy.
Validarea acestei premise este data de analiza in infrarosu a microparticulelor formate.

ALSorDance —-

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber, cm’

Figura 9.7. Spectre FTIR pentru: (a) Electro-Ppy; (b) Ppy- MIUG 12p; (c) Ppy-MIUG 4.88;
(d) Py.

Benzile caracteristice structurii Ppy sunt observate, si anume: 1530 cm™, indica vibratia de
intindere a inelului de pirol (C-C/C=C); 1450-1300 cm™, intinderea legaturilor conjugate C-C si C-N,
1236 cm™, vibratia de deformare planara a C-N, 1035 cm™ si 726 cm™, vibratia de agitare a legaturii
N-H. Banda extinsa inregistrata intre 3300-3400 cm™ in probele analizate este atribuita vibratiilor de
intindere ale legaturii N-H din inelul pirolic si este asociata cu Ppy in stare primara [386, 387]. Banda
de vibratie la 1678 cm™ corespunde intinderii gruparii C=0 si este datoratd mediului apos de
polimerizare si efectul acestuia asupra structurii polimerice.

9.2 Bioproducerea polipirolului (Ppy) In culturi submerse de fungi

In urma analizei formarii de Ppy in culturile bacteriene, procesul a fost explorat mai departe.
Observatiile asupra catalizei efectuate de culturile bacteriene precum facilitatea de sinteza,
caracterul ecologic si aspectele economice au inspirat explorarea formarii de Ppy prin implicarea
altor tipuri de microorganisme.

9.2.2 Formarea polipirolului (Ppy) in culturi submerse de fungi

Tn urma schimbérii culorii culturilor drept indicator al abilitatii acestora de a initia bioproductia
de Ppy, doua din cinci culturi de macromicete au fost evidentiate, enumerate in Tabelul 9.5. Tn mod
similar, doua din sase culturi de micromicete au demonstrat abilitatea de a initia bioproductia de Ppy
(enumerate in Tabelul 9.6).
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Tabelul 9.5. Abilitatea culturilor de macromicete de a initia bioproductia de Ppy.

Strain classification | Ppy bioproduction
Trametes versicolor
Trametes pubescens
Trametes hirsuta
Trametes gibosa
Irpex lacteus

& EEE

Tabelul 9.6. Abilitatea culturilor de micromicete de a initia bioproductia de Ppy.

Strain isolation Ppy bioproduction
code

MIUG 34

MIUG 35
KM 53

KM 56
KM 55

KM 57

SRS S IS IS

9.2.3 Identificarea polipirolului (Ppy) format in culturile de fungi prin tehnici de
microscopie

Evaluarea microscopica a particulelor de Ppy formate in cele doua tipuri de culturi fungi
testate (macro- si micromicete) va fi prezentata in continuare.

Figura 9.12. Identificarea de Ppy in culturile submerse de macromicete: (A1, A2) TV, (Bs,
B2) TP.
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Figura 9.15. Identificarea de Ppy in culturile de micromicete: (A1, A2) A. niger MIUG 34; (B4, B>)
A. niger MIUG 35.
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200 pm

Figura 9.16. Identificarea de Ppy in cultura A. niger MIUG 34 prin SEM.

200 pm

Figura 9.17. Identificarea de Ppy in cultura A. niger MIUG 35 prin SEM.

Din evaluarea optica realizata, poate fi estimat faptul ca frecventa particulelor de Ppy este
mai scazuta in culturile de macromicete decat in culturile de Streptomyces spp., iar dimensiunea
particulelor este similara (diametrul 10-20 pum).

Tn urma investigatiilor formarii de Ppy in culturile submerse de micromicete, concluziile sunt:
(1) frecventa particulelor de Ppy-MIUG 35 este mai mare decat a celor de Ppy-MIUG 34; (2)
dimensiunea particulelor de Ppy-MIUG 34 este superioara. Diametrul particulei de Ppy ilustrata in
Figura 9.16 (Ppy-MIUG 34) este de aprox. 75 pm iar cele illustrate in Figura 9.17 (Ppy-MIUG 35)
variaza in diametru intre 10-30 pm.

Imagistica SEM demonstreaza faptul ca particulele de Ppy formate in culturile de micromicete
au caracteristici structurale similare cu cele identificate in culturile de macromicete si de bacterii
filamentoase, precum densitate scazuta si tendintd spre deformare mecanica sub actiunea factorilor
externi. S-a concluzionat ca bioproductia de Ppy este favorizata in culturile de fungi comparativ cu
cele bacteriene din punct de vedere al vitezei de bioconversie. Acest aspect poate fi atribuit
biosintezei de oxidoreductaze in sistem submers si/sau pH-ului de sinteza.
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9.2.4 Identificarea structurala si caracterizarea polipirolului (Ppy) format in culturile de
fungi prin spectroscopie FTIR

Spectrele FTIR ofera informatii asupra caracteristicilor structurale ale materialelor cu
conductivitate intrinseca precum CPs datorita abilitatii de a vizualiza nivelul de conjugare, adica
intinderea legaturilor duble si restrangerea celor simple, proces corespondent cu dezvoltarea
conductivitatii [177, 393-395]. Atribuirea benzilor in infrarosu a fost inspirata din literatura de
specialitate [387, 396, 397] si este detaliata in Tabelele 9.7 si 9.8 (detalii asupra protocolului FTIR Tn
Sectiunea I, subcapitolul 7.4).

Tabelul 9.7. Atribuirea benzilor FTIR pentru Ppy format in culturile de macromicete: Ppy-TV and

Ppy-TP.
Assignment Ppy-TV Ppy-TP
C-H/ N-H in-plane deformation 1035 cm-! 1035 cm-!
C-N stretching 1396 cm-! 1396 cm-!
C-C / C=C backbone stretching 1532 cmt 1532 cmt
C=0 stretching vibrations 1624 cmt 1624 cm
CHzasymmetric stretching and 2920 cm? 2920 cm?
symmetric vibrations
N-H / C-H stretching vibrations 3270 cm? 3270 cm?
0.45
040 [
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0.30
E 025
020
0.15
0.10

0.05

0:00

Wavenumbers (cm-1)

Figura 9.18. Spectrele FTIR ale Ppy format in culturile de macromicete: (a.) Ppy-TV; (b.) Ppy-TP.
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Tabelul 9.8. Atribuirea benzilor FTIR pentru Ppy format in culturile de micromicete: Ppy - MIUG 34
and Ppy - MIUG 35.

Assighment Ppy-MIUG 34 Ppy-MIUG 35
C-H / N-H out-of-plane deformation 1027 cm-! 1027 cm-!
ring breathing vibration 1148 cm-! 1148 cm-!
C-H / C-N in-plane deformation 1247 cm? 1247 cm
C-N conjugated stretching 1374 cm? 1374 cm*
C—C / C=C backbone stretching 1548 cmt 1548 cm
C=0 stretching vibrations 1744 cm™ - 1640 cm? | 1744 cm™ - 1640 cm™?
CHz asymmetric stretching and 2923 cm?- 2853 cm?® | 2923 cm? - 2853 cm'?
symmetric vibrations
N-H / C-H stretching vibrations 3276 cm? 3273 cm?

0.5
040
035
0301

025+

Absorbance

0.20-

0.15

0.107

005+

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers {cm-1)

Figura 9.19. Spectrele FTIR ale Ppy format in culturile de micromicete: (a.) Ppy-MIUG 34;
(b.) Ppy-MIUG 35.

Spectrele prezentate in figurile de mai sus dovedesc ca microparticulele formate in culturile
de fungi au legaturi chimice specifice structurii Ppy.
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Concluzii

Obiectul preliminar al acestei cercetari a fost selectia tulpinilor de microorganisme cu
abilitatea de a induce bioconversia Py in conditii prietenoase cu mediul, economice si eficiente. in
acest scop, douazeci si cinci de tulpini de bacterii filamentoase din genul Streptomyces spp., cinci
tulpini de macromicete (Trametes spp., Irpex spp.) si sase tulpini de micromicete (Aspergillus niger,
Rhizoctonia spp.) au fost testate prin cultivare submersa si aditie ulterioara de Py. Tulpinile de
Streptomyces ssp. au fost testate initial iar particule de Ppy au fost observate in unsprezece din cele
douazeci si cinci de tulpini. Dintre tulpinile de fungi testate, particule de Ppy s-au format doar in patru
culturi, doua de macromicete din genul Trametes spp. si doua de micromicete din genul Aspergillus
niger sp..

Observarea particulelor de Ppy a fost efectuata prin diverse tehnici de microscopie. OM a
aratat ca structurile de Ppy sunt sferice si micrometrice in toate probele analizate. Datorita diferentei
in eficienta oxidativda a culturilor, dimensiunile si frecventa particulelor de Ppy formate sunt
dependente de cultura utilizatd drept mediu de polimerizare. In continuare, tehnici de microscopie
SEM si SEM-FIB au fost utilizate pentru obtinerea unei perspective tri-dimensionale a particulelor
polimerice.

Analiza spectroscopicad FTIR a identificat compozitia particulelor formate prin detectia
legaturilor chimice si a dovedit ca sunt structurate din Ppy. in plus, aceasta tehnica a oferit informatii
cu privire la structura Ppy format. Benzile de vibratie principale, specifice structurii de Ppy au fost
similare pentru Ppy format in cele trei tipuri de culturi (bacteriene, de macromicete si de micromicete).
in afara benzilor principale specifice structurii chimice a Ppy, benzi aditionale au indicat nivelul
oxidativ scazut al polimerului format precum si prezenta gruparii acetat datorita efectului mediului
apos de polimerizare.

Desi culturile microbiene reprezintd medii extrem de complexe care nu au permis
cuantificarea cantitatii de Ppy bioprodus, performanta culturilor investigate in aceasta etapa a
studiului a fost evaluata din punct de vedere al ratei de oligomerizare si doar cele patru tulpini fungice
(TV, TP, A. niger MIUG 34, A. niger MIUG 35) au fost selectate pentru continuarea cercetarii.
Conceptul propus are caracter preliminar, promovand noutatea bioproductiei de Ppy prin utilizarea
de resurse sustenabile.

10. Monitorizarea si caracterizarea spectroelectrochimica a formarii
polipirolului (Ppy) in culturile de fungi

Acest capitol este devotat monitorizarii si caracterizarii procesului de bioproductie a Ppy.
Deoarece conceptul propus este bazat pe productia de oxidoreductaze de catre tulpinile de
microorganisme in conditii de cultivare submerse, obiectivul primar a fost analiza celor patru culturi
fungice utilizate drept medii de polimerizare. Pentru fiecare cultura in parte s-au efectuat estimari de
continut proteic si analize de activitate enzimaticd pentru fenoloxidaze (PPOs) si glucozoxidaza
(GOx). In urma investigatiilor enzimatice, mecanisme de formare ale Ppy sunt propuse.

Procesul de oligomerizare si proprietatile optoelectrice ale Ppy format au fost investigate
indeaproape prin spectroscopie de absorptie si masuratori electrochimice (voltametrie ciclica,
masuratori in circuit deschis, pH).
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10.1 Caracterizarea culturilor de fungi utilizate ca medii de polimerizare

10.1.2 Biosinteza proteinelor in culturile de fungi

-1V
—-eo-TP

A. niger MIUG 34
—8— A. niger MIUG 35

Time, d

Rezultatele denota un randament de
proteine mai ridicat in culturile de
macromicete (TV, TP) decét in culturile de
micromicete (A. niger MIUG 34, A. niger
MIUG 35) atat la nivel extracelular cét si
intracelular. Totusi, diferenta este
evidentiatéd mai ales extracelular.
Importanta evaluarii biosintezei de
proteine este legata de faptul ca secretia
de proteine reprezinta un process cheie in
dezvoltarea fungilor [400].

Figura 10.1. Estimarea continutului proteic la nivel extracelular.

TV
P
O A. niger MIUG 34
—0—A. niger MIUG 35

Time, d

lar momentul optim de aditie a
monomerului Py a fost ales in functie de
evolutia cresterii fungilor.

Figura 10.2. Estimarea continutului proteic la nivel intracelular.

10.1.3 Biosinteza fenoloxidazelor (PPOs) in culturile de fungi

Cei mai uzuali biocatalizatori implicati sunt discutati in Sectiunea |, subsectunea 2.3 si includ
peroxidazele, laccaza si glucozoxidaza (GOx). Studiul a exclus peroxidaza deoarece nu s-a adaugat
H202in culturd pe durata oligomerizarii iar testul calitativ efectuat pentru detectia de H.0. endogen
a fost negativ (subsectiunea 10.1.1). Astfel, cercetarea s-a centrat pe analiza activtatii laccazice, ca
parte a grupului de fenoloxidaze (PPOs) si a activitatii glucozoxidazice.
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1.5 Analiza enzimatica extracelulara
v TP R

indica randament ascendent de
PPO panain ziua a 9-a de cultivare
pentru ambele proble culturale
(Figura 10.3).
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Figura 10.3. Activitatea fenoloxidazica extracelulara in culturile de maromicete.
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2 3 4Time’ a 6 1 8 PPOs [412-414].

Figura 10.4. Activitatea fenoloxidazica intracelulara in culturile de maromicete.

Randamentul enzimatic desemneaza culturile de macromicete drept medii de polimerizare
adecvate atat in prezenta cat si in absenta biomasei, deoaraece biosinteza enzimatica are loc atat
la nivel extracelular cat si intracelular.

Dificultatea in a diferentia activitatea laccazicd comparativ cu activitatea altor tipuri de
fenoloxidaze e derivata din sensibilitatea la analiza, dependenta de eficienta substratului enzimatic
[416]. Astfel, pentru a obtine informatii aditionale asupra tipului de PPO biosintetizata in culturile de
fungi selectate, extractul enzimatic extracelular a fost analizat cu 11 substraturi diferite. Aceasta
analiza are rol in intelegerea originii si eficientei catalitice a celor doua culturi de macromicete
implicate in oxidarea Py.
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Figura 10.5. Activitatea fenoloxidazica extracelulara la diferite substraturi.

Randamentul enzimatic cel mai ridicat a fost Tnregistrat pentru substraturile enzimatice
specifice laccazei precum ABTS si siringaldazina, ceea ce denota ca enzima biosintetizata prevalent
in cele doua culturi este laccaza [97, 105, 417].

Mecanismul de productie a Ppy bazat pe laccaza a fost identificat in literatura de specialitate
si implica reactia redox dintre ionii de Cu(ll) si Cu(l) care are loc la situsul activ al enzimei, rezultand
in oxidarea a patru unitati de Py de catre cei patru ioni de cupru, urmata de dimerizare si polimerizare.
Astfel, mecanismul propus pentru formarea de Ppy prin cataliza laccazica este ilustrat in Figura 10.6.
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Figura 10.6. Ruta propusa pentru productia de Ppy prin actiunea biocatalitica a laccazei
(inspirata din [62, 117]).
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10.1.4 Biosinteza glucozoxidazei (GOx) in culturile de fungi

Rezultatele analizelor de activitate glucozoxidazica au fost negative pentru probele din
culturile de macromicete (TV, TP), care au demonstrat anterior activitate fenoloxidazica. Activitatea
glucozoxidazica evaluata in culturile de A. niger MIUG 34 si A. niger MIUG 35 extra- si intracelulara
este ilustrata in Figurile 10.7 si 10.8.

1

é A. niger MIUG 34
% og | @A niger MIUG 35
E La nivel extracelular, activitatea GOXx este
‘% 0.6 similara in ambele probe, iar intracelular, A.
: niger MIUG 35 are randament enzimatic
8 04 superior.
g
E
= 0.2
~
g
=
= 0
2 3 4 5 6 7 8 9

Time, d

Figura 10.7. Activitatea glucozoxidazica extracelulara in culturile de micromicete.

A.niger MIUG 34
25 —8— A. niger MIUG 35

Activitate GOx a fost mai scazutda a
extracelular decat intracelular pentru cele
doua culturi de micromicete, ceea ce este in
acord cu datele din literatura asupra
localizarii GOx in miceliul de A. niger [133,
134].

Intracellular GOx activity, UA/g s.u.

2 3 4 5 6 7 8
Time, d

Figura 10.8. Activitatea glucozoxidazica intracelulara in culturile de micromicete.

In timp ce procesul de oligomerizare n culturile de macromicete (TV, TP) nu poate fi atribuit
unei singure enzime deoarece numeroase proteine cu situs activ de cupru sunt biosintetizate in
mediu, in cazul culturilor de micromicete, este admisibil ca actiunea catalitica a GOx este dominanta
in oligomerizarea Py. Desi alti factori enzimatici pot fi prezenti, H.O2 reprezinta un oxidant puternic
care are actiune prevalenta in initierea oxidarii Py.

Mecanismul prin care GOx catalizeaza bioproductia de Ppy poate fi descris astfel: GOx
catalizeaza conversia D-glucozei in acid gluconic in prezenta oxigenului, generénd H20:, care la
randul lui, initiaza oxidarea Py. Mecanismul biocatalitic, inspirat din literatura de specialitate [135,
136, 343] este ilustrat in Figura 10.9.

Predilectia pentru biosinteza intracelulara a GOx in culturile de micromicete indica favorizarea
bioproductiei de Ppy in prezenta biomasei decéat in supernatantul culturilor datorita secretiei
enzimatice limitate in afara membrane celulare. Acest aspect impune bioproductia de Ppy utilizadnd
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culturi celulare si ofera potential pentru bio-aplicatii care beneficiazé de componente microbiene
precum biosenzorii microbieni sau celulele microbiene de combustibil.
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Figura 10.9. Ruta propusa pentru productia de Ppy prin cataliza glucozoxidazica (inspirata din [27,
28)).

10.2. Monitorizarea si evaluarea oligomerizarii pirolului (Py) prin
spectroscopie de absorptie

Spectroscopia UV-Vis este o tehnicd adecvata pentru observarea procesului de
oligomerizare a Py intrucat benzile de absorptie optica indicd formarea lantului de Ppy si
caracteristicile electrice intrinsece ale acestuia (sintetizat in Sectiunea |, subsectiunea 3).
Caracteristicile electrice ale polimerului conductiv sunt rezultatul direct al latimii benzii energetice
dintre banda de valenta (VB) si banda de conductie (CB), corespondente cu nivelele energetice ale
orbitalilor moleculari. Formarea si oxidarea lanturilor polimerice au drept rezultat formarea de stari
electronice localizate in interiorul benzii interzise care denota cresteri energetice spre lungimi de
unda mai mari [10, 152, 155, 159]. Gradul de oxidare al polimerului duce la fomarea de purtatori de
sarcina cationici si/sau dicationici, fiecare cu un nivel de energie specific (lungime de unda).

Acest studiu a monitorizat oligomerizarea Py prin spectroscopie UV-Vis datorita aspectelor
inovative introduse de formarea de Ppy prin biocataliza in situ. S-au observat efectele oxidative ale
culturilor de fungi prin estimarea lungimii si conductivitatii oligomerilor de Py formati.

10.2.2 Evaluarea oligomerizarii pirolului (Py) in culturile de fungi

Monitorizarea oligomerizarii de Py a fost efectuata pentru fiecare tulpina selectata in (i) cultura
celulara si in (i) supernatantul culturii (detalii de metodologie in Sectiunea Il, subsectiunea 7.1).
Aceasta analiza valideaza importanta activitatii enzimatice (estimate in sectiunea anterioara) in
formarea de Ppy.
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Figura 10.12. Monitorizarea productiei de Ppy in TV prin spectroscopie de absorptie: A.
supernatant; B. cultura celulara; Cresterea in absorbanta la 460 nm in timp (h) este inserata.

Analizand cresterea in absorbanta, se poate observa faptul ca oligomerizarea evolueaza mai
rapid Tn cultura celulara (Figura 10.12B) decat in supernatantul culturii (Figure 10.12A). Discrepanta
este datorata randamentului superior de PPO in prezenta biomasei, ceea ce sustine procesul timp

mai Tndelungat.
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Figura 10.13. Monitorizarea productiei de Ppy in TP prin spectroscopie de absorptie: A.
supernatant; B. cultura celulara; Cresterea in absorbanta la 460 nm in timp (h) este inserata.

Formarea de Ppy in supernatant (A) si in cultura celulara (B) sunt ilustrate in Figura 10.13.
Evolutia lantului polimeric este similara in ambele cazuri ludnd in considerare intensitatea
absorbantei. Se observa similaritatea cu procesul de oligomerizare inregistrat in TV, din punct de
vedere al faptului ca supernatantul culturii duce la formarea de lanturi oligomerice mai scurte, care
se unesc si devin lanturi extinse in timp ce cultura celulara promoveaza formarea directa de lanturi

extinse de Ppy.

Monitorizarea optica a formarii de Ppy prin biocataliza culturilor de micromicete este ilustrata

in Figura 10.14.
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Figura 10.14. Monitorizarea productiei de Ppy in A. niger MIUG 34 prin spectroscopie de
absorptie: A. supernatant; B. cultura celulara; Cresterea in absorbanta la 460 nm in timp (h) este
inserata.

Dupa cum se observa din Figura 10.14, diferenta intre formarea de Ppy in supernatantul
culturii (Figure 10.1A) si in cultura celulara (Figure 10.14B) a tulpinii A. niger MIUG 34 este
considerabilda. Oligomerizarea are loc intr-o maniera cvasi-liniara in ambele cazuri: formarea unui
lant oligomeric mai scurt, indicat prin absorptia la 420 nm (Ppy Il) si a unui lant oligomeric mai lung
(Amax =460 nm - Ppy I). Totusi, intensitatea de absorptie a fost de trei ori mai mare in cultura celulara
decét in supernatant, ceea ce este un indicator al abilitatii scazute de a sustine bioconversia Py in
absenta biomasei in cazul culturilor de micromicete. Lanturi oligomerice separate sunt formate si
devin elongate datorita reactiei de oligomerizare repetata, unindu-se in doua lanturi principale. in
final, unul dintre lanturi devine extins (Amax = 460 nm). Nu au fost observate benzi de absorptie la
lungimi de unda mai mari ceea ce denota ca lantul de Ppy format cu A. niger MIUG 34 nu detine
purtatori de sarcina.

Discrepantele intre formarea de Ppy in supernatantul (Figure 10.15A) si in cultura celulara
(Figure 10.15B) a tulpinii A. niger MIUG 35 nu sunt atat de mari. Desi intensitatea de absorptie este
aproape dubla in cultura celulara, oligomerizarea evolueaza similar in ambele cazuri. Astfel,
formarea de lanturi oligomerice scurte este neglijabila iar formarea unui lant extensiv de Ppy (Amax=
460 nm) cu intensitate de absorptie ridicata este prevalenta. in plus, o banda de absorptie la 570 nm,
consistenta cu dezvoltarea de sarcini electrice de-a lungul lantului de Ppy, s-a observant mai ales in
cazul polimerizarii in cultura.
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Figura 10.15. Monitorizarea productiei de Ppy in A. niger MIUG 35 prin spectroscopie de
absorptie: A. supernatant; B. cultura celulara; Cresterea in absorbanta la 460 nm in timp (h) este
inserata.

Monitorizarea oligomerizarii Py catalizata de culturile de micromicete a demonstrat o serie de
diferente in cinetica procesului comparativ cu cataliza efectuata de culturile de macromicete.
Discrepanta consta in evolutia procesului in absenta vs prezenta biomasei. Daca oligomerizarea
este similara pentru TV (Figura 10.12) si TP (Figura 10.13) fie ca supernatantul culturii sau cultura
este utilizata drept mediu de polimerizare, in cazul tulpinilor de micromicete (A. niger MIUG 34 si A.
niger MIUG 35), performanta superioara a culturii celulare a fost vizibila. Acest aspect este legat de
biosinteza si localizarea enzimatica.

10.3. Monitorizarea si caracterizarea oligomerizarii pirolului (Py) prin tehnici
electrochimice

Masuratorile de absorptie optica au fost utile in evaluarea oligomerizarii Py si a formarii de
lanturi de Ppy, insa pentru o analiza aprofundata a proprietatilor electrice ale Ppy format, s-au utilizat
tehnici electrochimice precum voltametrie ciclica (CV), masuratori in circuit deschis (OCV) si
masuratori de pH (detalii asupra metodologiei in Sectiunea Il, subsectiunea 7.2).

10.3.1 Caracterizarea oligomerizarii pirolului (Py) in culturile de fungi prin voltametrie
ciclica (CV)

La viteza de scanare de 1 mV/s, oxidarea monomerului este promovata [172], astfel procesul
a fost inregistrat in ziua a 2-a si a 8-a a oligomerizarii, oferind posibilitatea compararii epuizarii de
monomer in fiecare proba. Figurile 10.21 (TV, TP) si 10.22 (A.niger MIUG 34, A.niger MIUG 35)
ilustreaza ciclurile voltametrice primare, deoarece inregistrarea oxidarii Py nu ar fi fost adecvata in
ciclurile urmatoare.
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Figura 10.21. Voltamogramele ciclice ale oligomerizarii Py in cultura celulara a: (a) TV, (b)
TP in ziua 2 (-), 8 (-); Viteza de scanare: 1 mV/s.

Depletia monomerului Py a progresat cu diferente minore intre cele doua culturi de
macromicete. In cultura TV, s-a observat cresterea in valorile de curent in timp, indicand oxidarea
continua a Py. Evolutia contrara a avut loc in cultura TP, ceea ce denota ca Ppy format nu este
susceptibil la oxidare electrochimica. in afara acestor distinctii, valorile de potential anodic au fost
foarte similare pentru ambele probe culturale, indicand analogia proceselor.

Intensitatea curentului a fost elevata in cadrul formarii Ppy in culturile de micromicete (Figura
10.22) comparativ cu culturile de macromicete (Figure 10.21). In cultura A. niger MIUG 34 (Figura
10.22(a)), oxidarea Py evolueaza spre valori ridicate de curent in timp, dupa cum a fost observat si
in cultura TV, desi peak-urile de oxidare aditionale sunt neglijabile. Oligomerizarea Py in cultura A.
niger MIUG 35 inregistreaza un maxim al intensitatii curentului in primele doua zile, dupa care
curentul scade considerabil.

Astfel, oligomerizarea are loc rapid in cultura A.niger MIUG 35 iar produsul Ppy-MIUG 35 nu
este disponibil pentru oxidare electrochimica in urma finalizarii procesului, la fel ca Ppy-TP.
Caracteristicile electrochimice ale formarii de Ppy-MIUG 34 timp de opt zile (Figura 10.22 (a)-linia
verde) prezinta similaritati cu evolutia formarii de Ppy-MIUG 35 dupé doua zile (Figura 10.22 (b)-linia
neagra), astfel cele doua culturi de micromicete au o abordare similara in bioconversia de Py, desi
la viteze diferite.
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Figura 10.22. Voltamogramele ciclice ale oligomerizarii Py in cultura celulara a: (a) A. niger
MIUG 34, (b) A. niger MIUG 35 1n ziua 2 (-), 8 (-); Viteza de scanare: 1 mV/s.

In continuare, viteza de scanare a fost elevaté la 100 mV/s. Aceste diagrame curent-potential
descriu reactia de oxidoreducere care are loc in timpul procesului de oligomerizare a Py. Analiza
parametrilor electrochimici (Tabelele 10.7 si 10.8) indica evolutia reversibilitatii redox a polimerului
pe parcursul oligomerizarii. Schimbul electronic este derivat din valoarea lui AE,, care este 0.059, in
caz ideal, pentru transferul rapid al unui singur electron la temperatura de 298 K [431] iar
reversibilitatea reactiei redox este indicatd de raportul valorilor de curent (lpa/lpc), care este
aproximativ egal cu unitatea pentru reactii reversibile si cvasi-reversibile iar in cazul reactiilor
ireversibile are valoare mai mica decat unitatea [432]. Figurile 10.27 (TV, TP) si 10.28 (A. niger MIUG
34, A. niger MIUG 35) ilustreaza ciclurile voltametrice secundare inregistrate la 100 mV/s.
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Figura 10.27. Voltamogramele ciclice ale oligomerizarii Py in cultura celulara a: (a) TV, (b)
TP in ziua 2 (-), 4 (-), 6 (-) si 8 (-); Sagetile laterale indica evolutia scanarii; Viteza de scanare: 100
mV/s.
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Tabelul 10.7. Parametrii electrochimici inregistrati pe parcursul oligomerizarii Py in culturile de
macromicete la viteza de scanare de 100 mV/s.

Scan speed: 100 Epa, V lpa, A Epc, V loc, LA AE, lpallpc
mV/s

2nd g 0.143 1.156 0.083 ~1.138 0.060 1.01

Ppy-TV ah d. 0.099 2.173 0.086 - 2.367 0.013 0.91
6" d. 0.071 2.246 0.124 -2.385 0.053 0.94

Ppy-TP 2nd g, 0.024 2.051 0.076 -2.785 0.052 0.73
4M d. 0.022 1.628 0.081 - 2.269 0.059 0.71

6 d. 0.021 1.441 0.086 -1.928 0.065 0.74

Un singur transfer electronic reversibil a fost Tnregistrat pentru Ppy-TV in primele doua zile
de reactie. Mai tarziu, reversibilitatea descreste iar transferul electronic este limitat. Ppy-TP
evolueaza catre un transfer electronic cvasi-reversibil pe parcursul oligomerizarii. Diagramele CV
obtinute in a 8-a zi de oligomerizare se suprapun cu cele inregistrate in a 6-a zi, ceea ce indica
oprirea evolutiei procesului sau atingerea starii de echilibru.
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Figura 10.28. Voltamogramele ciclice ale oligomerizarii Py in cultura celulara a: (a) A. niger
MIUG 34, (b) A. niger MIUG 35in ziua 2 (-), 4 (-), 6 (-) si 8 (-); Sagetile laterale indica evolutia
scanarii; Viteza de scanare: 100 mV/s.
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Tabelul 10.8. Parametrii electrochimici inregistrati pe parcursul oligomerizarii Py in culturile de
micromicete la viteza de scanare de 100 mV/s.

Scan speed: Epa, V | lpa, HA Epe, V loc, LA AE, lpallpc
100 mV/s
onid. | 0124 | 3.058 | -0.026/0280 -481-257  0.098/0.156 0.63/1.18
I\;’ﬁj/é 4hd. | 0.117 @ 5.332 -0.060/0.270 -8.54/-4.61 0.057/0.153 0.62/1.15
34 6hd. 0110 5981  -0.080/0.260 -9.71/-5.88 0.030/0.150 0.61/1.01
ghd. | 0091 7.154 -0.090/0.230 -11.08/-6.91 0.001/0.139 0.64/1.03
Poy- = 2¥d. | 0096 3.90  -0.160/0.170 @ -5.75/-4.16  0.064/0.074 0.67/0.93
M'ng 4hd. | 0.098 3.26 0.140 -3.90 0.042 0.83
6"d. | 0.105 2.69 0.120 -3.79 0.012 0.70
ghd. | 0171  2.20 0.100 -3.04 0.071 0.72

Ppy-MIUG 34 prezinta un peak anodic si doua peak-uri catodice cu crestere in intensitatea
curentului Tn timp. Un transfer electronic dublu este observant din peak-urile redox corespondente,
iar peak-ul catodic secundar ireversibil indica expulzarea ionilor din structura Ppy. Activitatea
electrochimica se mentine pe parcursul celor opt zile de oligomerizare. Schimbul electronic
inregistrat pentru Ppy-MIUG 35 este neglijabil si cvasi-reversibil cu descrestere a intensitatii
curentului Tn timp.

In urma analizei electrochimice a procesului de oligomerizare a Py, concluziile sunt
urmatoarele: (i) schimbul electronic observat pentru Ppy format in culturile de macromicete este
moderat, ceea ce denota eficientd oxidativa moderata a acestor culturi; (i) comportament redox
adecvat este observat pentru Ppy format in culturile de micromicete, mai ales pentru Ppy-MIUG 34,
indicand performanta oxidativa superioara; (iii) oligomerizarea mai rapida poate duce la pierdere in
electroactivitate/ susceptibilitate la oxidare in timp pentru Ppy-TP and Ppy-MIUG 35, datorita lipsei
de substante reactive in mediile de cultura; (iv) rata de oligomerizare mai scazuta rezultd in
reactivitate continua la oxidare electrochimica pentru Ppy-TV si Ppy- MIUG 34, probabil datorita
resturilor de monomer si/sau oligomeri nepolimerizati.

10.3.2 Caracteristicile electrochimice ale polipirolului (Ppy) in solutie de tampon
fosfat (PBS)

In urma analizelor comportamentului redox a Ppy in mediile de polimerizare, Ppy precipitat a
fost colectat. Desi mediile culturale nu prezintd caracter electric, rezultatele anterioare au fost
dependente de interactiunea la interfata Ppy/cultura celulara. Deoarece capacitatea unui material
este dependenta de conductanta si concentratia solutiei electrolit [434, 435], caracterul redox al Ppy
colectat a fost analizat in PBS. Ppy suspendat in PBS (pH=6.0, 0.1M, detalii experimentale in
Sectiunea ll, subsectiunea 7.2) a fost analizat la 100 mV/s pentru a observa migrarea ionilor spre si
dinspre structura polimerica si sustenabilitatea electrochimica.
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Figura 10.31. Caracterul redox al Ppy produs in: (a) TV; (b) TP dupa 8 zile si suspendat in
PBS; Sagetile laterale indica evolutia scanarii; Viteza de scanare: 100 mV/s.

Reactiile redox descrise in Figura 10.31 ilustreaza caracterul electroactiv adecvat al
bioprodusilor Ppy-TV si Ppy-TP. Peak-urile de oxidoreducere sunt evidentiate pentru Ppy-TV mai
ales cele cu caracter anodic, echivalente incorporarii de ioni in structura Ppy.

Current, pA
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Figura 10.32. Caracterul redox al Ppy produs in: (a) A. niger MIUG 34; (b) A. niger MIUG
35 dupa 8 zile si suspendat in PBS; Sagetile laterale indica evolutia scanarii; Viteza de
scanare: 100 mV/s.

Ppy-MIUG 34 prezinta un peak anodic si doua peak-uri catodice, similar cu analiza in cultura,
indicand o expulzare treptatd a ionilor din structura polimerica. Totusi, intensitatea schimbului
electronic este diminuatd in comparatie cu analiza voltametrica in cultura celulard. Cea mai buna
activitate redox a fost observata pentru Ppy-MIUG 35, confirmand predilectia acestui produs pentru
expulzarea mai mult decat pentru insertia ionilor, aspect datorat starii sale oxidative ridicate. Astfel
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se explica interactiunea minima a acestui produs cu mediul de cultura in cadrul analizelor anterioare,
datorita lipsei de unitati monomerice/oligomerice disponibile pentru oxidare electrochimica.

Relevanta acestei analize a caracterului redox al Ppy in solutie de tampon fosfat este legata
de aplicabilitatea Ppy in dezvoltarea membranelor de purificare/schimbatoare de ioni, care necesita
materiale capabile sa extraga ioni din singe sau fluide fiziologice [436, 437].

10.3.3 Caracteristicile electrochimice ale polipirolului (Ppy) in apa ultrapura

Caracterizarea comportamentului capactiv al Ppy a fost efectuata prin colectarea polimerului
si suspendarea in apa ultrapura. in acest mod, migrarile anionice si/sau cationice pot fi excluse.
Sustenabilitatea capacitiva a fost evaluata prin inregistrarea a 10 cicluri voltametrice consecutive la
viteza de scanare de 100 mV/s (Figurile 10.33 (TV, TP) si 10.34 (A. niger MIUG 34, A. niger MIUG
35)).
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Figura 10.33. Caracterul redox al Ppy produs in: (a) TV; (b) TP dupa 8 zile si suspendat in
apa ultrapura; Viteza de scanare: 100 mV/s.
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Figura 10.34. Caracterul redox al Ppy produs in: (a) A. niger MIUG 34; (b) A. niger MIUG
35 dupa 8 zile si suspendat in apa ultrapura; Viteza de scanare: 100 mV/s.

Comportamentul capacitiv al Ppy format este important in aplicatii care necesita materale
compozite conductoare pentru condensatori electrochimici. Caracteristicile Ppy format in culturile de
fungi sunt adecvate, luand in considerare forma rectangulara a cilcului voltametric si simetria curent-
potential recomandate de literatura de specialitate [173, 430, 438, 439].

10.3.5 Evolutia potentialului in circuit deschis (OCV) pe parcursul oligomerizarii
pirolului (Py) in culturile de fungi

Tehnica OCV a fost utilizata suplimentar tehnicii de CV datorita abilitatii sale de a indica starea
oxidativa a Ppy format. Astfel, se poate observa susceptibilitatea redox in absenta unui potential

continuu. Evolutia OCV in fiecare mediu de cultura este ilustrata in Figurile 10.36 (TV, TP) si 10.37
(A.niger MIUG 34, A.niger MIUG 35).
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Figura 10.36. Evolutia potentialului in circuit deschis pe parcursul oligomerizarii Py in
culturile de macromicete: (a) TV; (b) TP.
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Figura 10.37. Evolutia potentialului Tn circuit deschis pe parcursul oligomerizarii Py in
culturile de micromicete: (a) A. niger MIUG 34; (b) A. niger MIUG 35.

Evolutia OCV pe parcursul oligomerizarii Py in culturile de macromicete este ascendenta,
indicand susceptibilitatea la oxidare. Valorile de OCV inregistrate in culturile de micromicete sunt in
crestere moderata in cultura A. niger MIUG 34 si relativ stabile, chiar descendente in cultura A. niger
MIUG 35. Produsul Ppy-MIUG 34 evolueaza spre o stare de oxidare superioara in timp, iar Ppy-
MIUG 35 nu prezinta susceptibilitate la oxidare (incorporare de ioni), ci dezvoltd o tendinta spre
reducere (expulzare de ioni).

10.3.6 Evolutia valorilor de pH pe parcursul oligomerizarii pirolului (Py) in culturile de
fungi

Monitorizarea pH-ului a permis observarea evolutiei fiecarei culturi de fungi pe parcursul
polimerizarii Py (Figure 10.38).

8 Evolutia pH-ului in culturile de
o TV —e-TP A-niger MIUG 34 —8—A.niger MIUG 35 macromicete a inceput de la 5.5 si
7 a ramas relativ stabila Tnregistrand
0 usoara scadere pana la pH 5.1.
6 pH-ul in culturile de micromicete a
z WH fost reglat la 5.0 Tnainte de

inoculare si a descrescut constant
pe parcursul oligomerizarii Py
datorita sintezei de H2O: si acid
gluconic prin cataliza
glucozoxidazei.

Time, d

Figura 10.38. Evolutia pH-ului pe parcursul oligomerizarii Py in culturile de fungi.

Cele mai bune proprietati electrice au fost identificate pentru Ppy format in culturile de
micromicete comparativ cu Ppy format in culturile de macromicete ceea ce este dependent de pH-ul
mediului de polimerizare. Sinteza chimica a Ppy cu H>O2 necesita valori de pH mai scazute precum
2.0 [17] sau 3.1 [73]. Cataliza peroxidazica utilizeaza solutii tampon cu valori de pH de la 3.5 [92] la
4.0 [91] deoarece valori mai scazute, precum pH = 2.0 [89] pot duce la inactivarea enzimei. Formarea
de Ppy prin cataliza laccazica are loc la valori de pH mai ridicate de la 3.5 [119] la 4.0 [117] sau 5.0
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[118]. Asadar, valorile de pH din acest studiu sunt in limitele acceptate care permit oligomerizarea
Py fara a duce la inactivarea biocatalizatorilor.

Concluzii

Obiectivul acestui subcapitol a fost analiza amanuntita a parametrilor de oligomerizare a Py.
in subcapitolul anterior, s-a realizat selectia celor mai performante tulpini si cercetarea a fost
restransa la patru tulpini de fungi: TV, TP, A. niger MIUG 34 and A. niger MIUG 35. Astfel, s-a efectuat
analiza fiecareia din punct de vedere al biosintezei de proteine si enzime. Culturile de macromicete
au demonstrat activitate fenoloxidazica, atat intra- cat si extracelular, cu randament mai ridicat pentru
tulpina TP. Tn acest context, enzima produsa prevalent a fost laccaza iar ruta bioconversiei de Py
prin mecanismul catalitic al laccazei a fost descris. Productia de GOx a fost determinata in culturile
de micromicete mai ales la nivel intracelular cu cel mai bun randament oferit de tulpina A. niger MIUG
35. Deoarece mecanismul catalitic al GOx este bazat pe generarea de H2O: si formarea de Ppy
utlizand GOXx este disponibila in literatura de specialitate, mecanismul de oxidare a Py a fost descris
in consecinta.

Monitorizarea si evaluarea procesului de oligomerizare a Py a fost realizata prin metode
spectroelectrochimice. S-a observat ca oligomerizarea are o evolutie similara in culturile de
macromicete, performantd adecvata find obtinuta fie in prezenta sau in absenta biomasei. Acest
aspect este legat de randamentul enzimatic similar atat intra- cat si extracelular. in cazul culturilor de
micromicete, evolutia oligomerizarii a fost superioara atat din punct de vedere al timpului de reactie
cat si a caracteristicilor electrice a produsilor formati. Aceasta se datoreaza efectului oxidativ mai
puternic al acestor culturi datorita generarii de H2O: prin cataliza GOx. Procesul a fost favorizat in
prezenta biomasei dupa cum s-a anticipat din randamentul enzimatic superior la nivel intracelular.

Investigatiile electrochimice precum CV, OCV si masuratorile de pH au oferit informatii asupra
caracteristicilor redox ale Ppy. Reversibilitate redox si comportament capactiv adecvate au fost
observate pentru Ppy format in fiecare cultura, visibil din voltamogramele ciclice efectuate in PBS si
in apa ultrapura, iar cele mai performante caracteristici electrochimice au fost dovedite de produsul
Ppy-MIUG 35.

in ansamblu, diferentele in eficacitatea culturilor de fungi in bioconversia Py sunt legate de o
serie de factori, precum: (i) catalizatorul enzimatic; (ii) ruta de polimerizare; (iii) pH-ul optim. Procesul
a fost validat si caracterizat prin tehnici spectroelectrochimice iar perspectivele de perfectionare ale
procesului includ adaugarea de molecule tip sablon si/sau mediatori redox in mediul de polimerizare
pentru a prepara un lant polimeric ordonat si conductiv printr-o metoda biocatalitica, economica si
prietenoasa cu mediul.

11. Aplicatii bio-electrochimice pentru polipirolul (Ppy) format in culturile de
fungi

Obiectivul acestui subcapitol reprezintd scopul final al acestui studiu, si anume testarea
aplicabilitatii Ppy obtinut prin biocatalizé in situ in culturile de fungi. Avand in vedere cercetarea
extensiva dedicata aplicatiilor electrochimice microbiene [310, 313, 314, 440, 441] si beneficiile
utilizarii Ppy Tn constructia biosenzorilor [135, 267, 268, 329, 347, 442, 443] (studiu documentar in
Sectiunea |, subsectiunea 4), diferite sisteme de biosenzori amperometrici au fost realizate.

Polimerul format in culturile de micromicete (celule acoperite cu Ppy) a fost evaluat din
perspectiva prezervarii functiei si integritatii biomasei fungice totodata cu abilitatea de a imbunatati
caracteristicile analitice ale unui biosenzor microbian, astfel oferind microorganismelor producatoare
de GOx scopuri multiple: (i) de a cataliza oligomerizarea Py, (ii) de a-si prezerva abilitatatile catalitice
pentru detectia de analiti.
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In cazul microroganismelor producatoare de fenoloxidaze (PPOs) (tulpinile de macromicete),
Ppy format in supernatantele culturilor a fost utilizat drept amestec extract PPO-Ppy. Aceasta a fost
considerata o alternativa avantajoasa utilizarii de enzima pura in biosenzori, deoarece purificarea
enzimatica nu este necesara iar productia de Ppy este catalizata in situ de catre extractul enzimatic.

Rezultatele obtinute reflecta: (i) abilitatea Ppy de a imbunatati detectia in dispozitive
electrochimice; (ii) simplicitatea conceptului propus; (iii) caracterul biocompatibil al Ppy biosintetizat

(BioPpy).

11.1 Biosenzori microbieni pentru glucoza care utilizeaza polipirolul (Ppy)
format in culturile de micromicete

11.1.1 Influenta polipirolului (Ppy) format in cultura Aspergillus niger MIUG 35 in
detectia de glucoza

Analize amperometrice si microscopia electrochimica (SCEM) au fost utlizate pentru
observarea raspunsului electrochimic la glucoza de catre biomasa de A. niger MIUG 35 simpla si
modificatd cu Ppy. in aceasta configuratie, s-a utilizat un sistem dublu de mediere implicand un
mediator lipofilic (1,10-fenantrolin-5,6-diona (PD) sau 9,10-fenantrenchinona (PQ)),cu abilitatea de a
imbunatati permeabilitatea membranei celulare si un mediator hidrofilic (ferocianura de potasiu),
responsabll cu intensificarea reactiei catalitice in solutle (Figure 11.1).

PQ/PD ox XFe(CNL
PQ/PD red Fe(CN)s*
Figura 11.1. Conceptul de operare al biosenzorului pentru investigarea raspunsului

amperometric la glucoza a biomasei de A. niger MIUG 35 simpla si modificata cu Ppy; Doi
mediatori redox: Fe(CN)e*/Fe(CN)s*, PQ/PD (9,10-fenantrenchinona/ 1,10-fenantrolin-5,6-diona).

Fungi cell

Aspectul culturii A. niger MIUG 35 observat inaintea adaugarii de Py si dupa patru zile de
formare a Ppy a fost inregistrat digital si este ilustrat in Figura 11.2.

Figura 11.2. Aspectul culturii A. niger MIUG 35: a) inaintea adaugarii de Py si b) dupa 4 zile
de formare a Ppy.

Tehnica SCEM este bazata pe masuratori amperometrice cu un ultramicroelectrod (UME) la
distante specifice fatd de probele microbiene. Reactivitatea electrochimica la suprafata probei a fost
comparata pentru cele doua tipuri de proble in prezenta a 10 um glucoza la diferite distante.
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Figura 11.3. A. Curba de abordare la 0 pm distanta fata de probele microbiene imobilizate
inregistrata prin SECM metoda generare-colectare; B. Activitatea electrochimica a biomasei de A.
niger MIUG 35 simpla si modificata Cu Ppy la 0 ym cu 10 ym glucoza; Potentialul operational: 0.4

V vs Ag/AgCl, viteza de scanare de 10 pm/s.

0.5

0.47
wm= Ppy - A. niger MIUG 35

0.4 1 = A. niger MIUG 35
2 oz M o2
]
@ 0.22
= 0.20
= .
o 02 0.16

012 0.11
0.1 1
0.0 - .
20 pm 50 pm 100 pm 200 pm

z-distance, pm

Figura 11.5. Diferentele de curent maxime inregistrate la diferite distante pe parcursul
scanarilor orizontale SCEM pentru biomasa de A. niger MIUG 35 simpla si modificata cu Ppy.

La distanta de 0 ym, valorile amperometrice inregistrate pentru probele microbiene cu Ppy
au fost de trei ori mai mari decat pentru probele microbiene simple, la 20 ym, diferenta a fost de 1.5
iar la 200 ym, valorile au fost similare. Aceasta se datoreaza gradientului de concentratie si difuziei
sferice. Prin aceasta tehnica, s-a constatat ca biomasa fungica isi pastreaza activitatea metabolica
in urma modificarilor cu Ppy produs in situ, si, mai mult decat atat, detectia analitica este facilitata de
natura conductoare a Ppy. Pe aceasta premisa, studiul electroanalitic a continuat prin constructia de
biosenzori microbieni pentru detectia glucozei utilizand ambele tipuri de probe (simple si modificate

cu Ppy).

50



Roxana-Mihaela Apetrei - ,, Studiul conditiilor biotehnologice de obtinere a polipirolui, prin polimerizare in situ,
cu microorganisme selectionate”

2.0

1.6 A

-
WV

Current, pA
o
o]
L ]

0.4 A

o 2
0.0 -Bw’a”a—/’ff

0 100 200 300

Glucose concentration, mM

Figura 11.6. Raspunsul amperometric la glucoza al biosenzorilor microbieni bazati pe
biomasa: simpla (o, curba 2) si acoperita cu Ppy (e, curba 1); PBS pH 6.0, 10 mM Ks[Fe(CN)]e;
0.3 V vs Ag/AgCl/3 M KCI.

Analiza amperometrica a fost realizata intr-un domeniu larg de concentratie pentru a obtine
o perspectiva de ansamblu asupra abilitatii de detectie a glucozei. Intensitate ridicata a curentului a
fost observata pentru biosenzorul microbian cu Ppy, de sase ori mai mare decéat cea obtinuta cu
biosenzorul microbian simplu in domeniul de concentratie 0-300 mM glucoza.

Rezultatele obtinute utilizand biomasa de A. niger MIUG 35 cu Ppy au fost adecvate si au
inspirat continuarea investigatiilor electrochimice a celulelor modificate cu Ppy. S-a concluzionat ca
Ppy, prin natura sa conductoare, imbunatateste comunicarea intre biomolecule si traductor n
biosenzori. In continuare, biomasa de A. niger MIUG 34 a fost testata.

11.1.2 Biosenzori microbieni pentru glucoza care utilizeaza polipirolul (Ppy) format in
cultura Aspergillus niger MIUG 34
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Figura 11.7. Conceptul de operare al biosenzorilor pentru glucoza cu biomasa de A. niger
MIUG 34 simpla si modificatad cu Ppy, imobilizata pe suprafata unui electrod de carbon vitros
(GCE).
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Figure 11.8. Aspectul culturii A. niger MIUG 34: a) inaintea adaugarii de Py si b) dupa 4 zile
de formare a Ppy.

Efectul pH-ului asupra performantei biosenzorilor microbieni a fost examinat in domeniul 5.5
— 8.0 in PBS 0.1M iar pH-ul optim a fost 6.5 pentru biosenzorul microbian simplu si 7.5 pentru cel
modificat cu Ppy (Figure 11.9).

Aditiile progresive de glucoza au inceput la concentratia de 0.01 mM. Fiecare aditie a dus la
o crestere a curentului care dupa stabilizare s-a considerat a fi noua valoare de echilibru. in
consecinta, diferenta dintre doua valori de echilibru consecutive a fost calculatéd drept raspunsul
biosenzorului la concentratia de glucoza adaugata. Evolutia valorilor amperometrice a fost
reprezentata grafic in contrast cu evolutia concentratiei de substrat, astfel s-a obtinut curba de
calibrare a biosenzorilor microbieni. Aditia glucozei a fost opritd atunci cand curba de calibrare a
inceput sa devieze de la liniaritate, indicator al saturatiei enzimatice.

0.25 A niger MIUG 34 Valorile optime de pH si de potential
Ppy - A. niger MIUG 34 operational au fost similare
0.2 ' ' l comparativ intre biosenzorul
' microbian simplu si cel modificat cu
i Ppy, ceea ce denota ca Ppy nu are
. 0.15 un efect drastic asupra conditiilor
= reactiei enzimatice care este
":" . responsabila cu detectia analitica.
5 0
®
0.05
0 .
5 6 7 8 9

pH
Figura 11.9. Valoarea optima de pH pentru detectia glucozei utilizand biosenzorii microbieni

(simplu si modificat cu Ppy) bazati pe biomasa de A.niger MIUG 34; 0.1M PBS, V=-0.6 V vs
Ag/AgCl; aditii de 0.5 mM glucoza.
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Figura 11.10. Potentialul opreational optim pentru detectia glucozei utilizand biosenzorii

microbieni (simplu si modificat cu Ppy) bazati pe biomasa de A.niger MIUG 34; 0.1 M PBS,
pH = 6.5/7.5; aditii de 0.5 mM glucoza.

Curbele de calibrare ale celor doua tipuri de biosenzori sunt illustrate in Figurile 11.12 si
11.13. Raspunsul la glucoza a fost separat in doua sectiuni: pe un domeniu de concentratie extins
(a) si la concentratii minime (b), pentru a obtine o comparatie valida intre cele doua sisteme.

0.6
a. y=0.0914x +0.0182
R2=0.9927
b. y=0.2837x +0.0019
« 0.4 0.02 R? = 0.9944
5 0.2 0.01
.
0 0
0 1 " 3 4 5 0 0.02 0.04 0.06

Glucose concentration, mM

FigurA 11.12. Curba de calibrare pentru glucoza obtinuta cu biosenzorul bazat pe biomasa
de A. niger MIUG 34 la: a. un domeniu extins de concentratie (0.01 — 4.1 mM) si b.
concentratii minime (0.01 — 0.05 mM).
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Figura 11.13. Curba de calibrare pentru glucoza obtinuta cu biosenzorul bazat pe biomasa
de A. niger MIUG 34 modificata cu Ppy la: a. un domeniu extins de concentratie (0.01 —
1.15 mM) si b. concentratii minime (0.01 — 0.05 mM).

Biosenzorul microbian simplu a demonstrat liniaritate atat pe un domeniu extins de
concentratie de glucoza (0.01-4.1 mM - Figura 11.12a) cat si la concentratii minime intre 0.01 — 0.05
mM (Figure 11.12b), in timp ce liniaritatea biosenzorului modificat cu Ppy a fost limitata la concentratii
minime (0.01 — 0.05 mM - Figura 11.13Db). Totusi, sensibilitatea biosenzorului cu Ppy a fost de 13 ori
mai mare decat cea a biosenzorului simplu, avand in vedere domeniul extins de concentratie.
Desigur ca extensia domeniului de liniaritate spre concetratii ridicate de substrat duce la descresterea
sensibilitatii in cazul biosenzorului microbian simplu. Dar si atunci cand acelasi domeniu de liniaritate
este comparat, biosenzorul modificat cu Ppy este de cinci ori mai performant (Figura 11.12b vs Figura
11.13b). Avantajele modificarii cu Ppy sunt evidentiate la concentratii minime de analit, deoarece
curba de calibrare deviaza prompt de la liniaritate atunci cand concentratia de glucoza depaseste
0.05 mM. Acest aspect poate fi datorat reactiei enzimatice intensificate in prezenta Ppy, ceea ce
duce la o detectie foarte sensibila Tnsa si la saturatie enzimatica mai rapida.

Astfel, limita de detectie (LOD) determinata pentru biosenzorul microbian cu Ppy este
superioara, de sapte ori mai mica decat LOD obtinutd cu biosenzorul microbian simplu prin
compararea aceluiasi domeniu liniar (0.01 - 0.05 mM). Parametrii analitici derivati din curbele de
calibrare sunt prezentati in Tabelul 11.2.

Tabelul 11.2. Caracteristicile analitice ale biosenzorilor microbieni.

Type Linear range, Sensitivity*, LOD, mM Imax, MA Km, mM
mM HA/mMcm™
A. niger MIUG 0.01-41 1.97+0.45 0.114 0.068 0.148
34 biosensor
0.01-0.05 5.03 +1.05 0.036

Ppy- A. niger 0.01-0.05 27.25+1.84 0.005 0.186 0.048

MIUG 34

biosensor

*Rezultatul analizelor in triplicat

Cercetarea dedicata biosenzorilor microbieni bazati pe fungi producatori de GOx [445, 446]
indica valori de sensibilitate similare cu cele obtinute in acest studiu cu biosenzorul microbian simplu,
care ,in mod usual, sunt imbunatatite prin utlizarea mediatorilor redox pentru intensificarea reactiei
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enzimatice. O alta alternativa de perfectionare este utilizarea polimerilor conductori (CPs). Literatura
de specialitate raporteaza imobilizarea GOx in timpul electrosintezei Ppy, ceea ce extinde domeniul
linear insa sensibilitatea raméane moderata [254, 265, 447-449]. Acest lucru e atribuit pierderii si/sau
denaturarii enzimei in timpul electropolimerizarii. Extinderea domeniului liniar rezulta in scaderea
sensibilitatii, insa energia necesara pentru cataliza enzimatica este mai mica atunci cand Ppy este
inclus [262]. Metode avansate de imobilizare au fost dezvoltate Th scopul de a beneficia de
proprietatile conductoare ale Ppy produs electrochimic fara pierderea activitatii enzimatice, ceea ce
permite un domeniu liniar extins totodata cu o sensibilitate adecvata [264, 266, 275].

Acest studiu permite dezvoltarea de Ppy conductiv pe suprafata celulelor producatoare de
GOx datorita biocatalizei in situ, ceea ce ofera avantaje multiple: (i) imbunatatirea permeabilitatii i
conductivitatic membranei celulare; (ii) intensificarea comunicarii intre enzima intracelulara si
traductor; (iii) probabilitate mai scazuta de pierdere/denaturare a enzimei. Ppy faciliteaza reactia
enzimatica imbunatatind sensibilitatea la concentratii minime de glucoza.

Aplicabilitatea biosenzorilor dezvoltati in acest studiu a fost evaluata prin detectia de glucoza
in sucuri de fructe. S-au ales sucurile Cappy de visine si Cappy mix de fructe drept probe reale.
Concentratia de glucoza in aceste probe a fost determinatd de laboratorul HPLC din cadrul
Universitatii Akdeniz, Antalya si a fost luata drept valoare de referinta. Masuratorile au fost efectuate
in triplicat iar continutul de glucoza detectat de biosenzori s-a comparat cu valoarea de referinta.
Procentul de recuperare este prezentat in Tabelul 11.4.

Tabelul 11.4. Detectia glucozei in sucuri de fructe cu biosenzorii microbieni.

Fruit juice Glucose Determined Recovery (%) (n=3)
concentration glucose concentration
(g/dL) (g/dL) (n=3)

Microbial PPy - Microbial PPy -
biosensor microbial biosensor microbial
biosensor biosensor

Sour cherry 4.35 4.56 + 0.33 4.24 £+ 0.22 104.82 97.47

Mix fruit 3.23 3.27+0.3 3.29 +£0.14 101.23 101.85

Ratele de recuperare pentru sucul de visine sunt mai mari decat pentru cel de mix de fructe,
aspect datorat continutului mai mare de compusi interferenti. Mai mult decat atat, procentul de
recuperare putin mai scazut al biosenzorului modificat cu Ppy este rezultatul minimizarii acestei
interferente. Rate de recuperare similare au fost raportate pentru biosenzori pentru glucoza bazati
pe enzima pura: GOx [451,452] sau piranoz-oxidaza [453]. Deoarece biosenzorii microbieni au
tendinta de a avea o specificitate de detectie mai scézutad decat cei enzimatici, rezultatele obtinute
in acest studiu indica o performanta adecvata a biosenzorilor datorita modificarii cu Ppy.

11.2 Biosenzori enzimatici pentru catechol care utilizeaza polipirolul (Ppy)
format in supernatantul culturii Trametes pubescens

Incoporarea enzimei in matrici conductoare in timpul electrodepozitiei poate avea ca rezultat
pierderea si/sau denaturarea enzimei. Acest studiu introduce o alternativa. Deoarece formarea de
Ppy a avut loc in culturile de macromicete (producatoare de PPOs) atat intra- cat si extracelular, Ppy
format extracelular (in supernatant) reprezinta o alternativa ecologica adecvata pentru dezvoltarea
de biosenzori enzimatici.
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Supernatantul culturii TP a fost utilizat drept extract enzimatic crud pentru prepararea primului
tip de biosenzor (TP biosenzor). Dupa formarea de Ppy in supernatantul culturii TP, Ppy biosintetizat
a fost utilizat pentru cel de-al doilea tip de biosenzor (BioPpy biosenzor). Pentru evaluarea
conservarii activitatii enzimatice dupa formarea de Ppy in supernatantul culturii TP, un al treilea tip
de biosenzor a fost dezvoltat, bazat pe Ppy biosintetizat, colectat anterior, amestecat (proportie 1:1)
cu extract enzimatic TP (BioPpy-TP biosenzor) cu scopul de a observa daca sensibilitatea sa este
superioard biosenzorului bazat doar pe Ppy biosintetizat. In final, o alternativd chimica de sintez& a
Ppy a fost aplicata (detaliata in Sectiunea |l, subsectiunea 5.3) rezultdnd in Ppy sintetizat chimic
(ChemPpy). Acest ChemPpy a fost amestecat cu extract enzimatic TP (proportie 1:1), si astfel a fost
dezvoltat al patrulea tip de biosenzor (ChemPpy-TP), care reprezinta un model comparativ pentru
performanta electrochimica a Ppy biosintetizat Tn supernatantul culturii TP fie simplu fie in amestec
Cu extract enzimatic.

P b\
—u gluteraldehyde
:':':\,L i 4
-\ _.:\ -;, __, gelaun
(6& S _» H20

catechol =~ quinone

3 Extracellular enzyme extract
I GCE I

Figura 11.16. Conceptul de operare al biosenzorilor pentru catechol bazati pe extract
enzimatic TP simplu sau modificat cu Ppy si imobilizat pe suprafata unui electrod de carbon
vitros (GCE).

Pentru fiecare tip de biosenzor dezvoltat, s-au efectuat optimizarile parametrilor operationali:
pH si potential.

0.02
I . Valoarea optima de pH pentru
T - detectia catecholului a fost 5.0
< EI 2 pentru trei din cei patru biosenzori
= 9 = 3 . TP, BioPpy, BioPpy-TP). Cel de-al
g o001 y 2 X 9 - patrulea a avut raspuns optim la pH
E B X - 5.5, probabil datoritad unei usoare
] X o —&—8 x modificari a parametrilor reactiei
enzimatice sub efectul ChemPpy.
0
4 45 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8
pH
TP O BioPpy BioPpy-TP —%— ChemPpy-TP

Figura 11.17. Valoarea optima de pH pentru detectia catecholului cu biosenzorii bazati pe
extract enzimatic TP; 0.1 M PBS, V=-0.7/-0.65 V vs Ag/AgCl; aditii de 0.1 mM catechol.
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Figura 11.18. Potentialul operational optim pentru detectia catecholului cu biosenzorii
bazati pe extract enzimatic TP; 0.1 M PBS, pH 5/5.5; aditii de 0.1 mM catechol.

Avand in vedere valorile optime de pH pentru detectia catecholului utilizand biosenzorii bazati
pe extract enzimatic TP, se pot concluziona urmatoarele: (i) valorile de pH in domeniul 5.0-5.5 sunt
adecvate catalizei laccazice, astfel enzima biosintetizata prevalent este o laccaza, dupa cum s-a
anticipat din analiza fenoloxidazica a culturilor de macromicete (Sectiunea Ill, subsectiunea 10.1.3);
(i) biosenzorii pentru catechol bazati pe laccaza, raportati in literatura de specialitate, au demonstrat
valori similare de pH operational [454-456], astfel BioPpy nu a alterat conditiile reactiei enzimatice;
(iii) se poate observa un peak secundar in jurul valorii de pH = 7.0 care corespunde valorii optime de
pH pentru cataliza tirozinazica (dupa cum s-a raportat in detectia catecholului bazata pe tirozinaza
[287, 445, 457]), din care se poate deduce ca extractul enzimatic utilizat in acest studiu este un
sistem multi-enzimatic care include atat laccaza cat si tirozinaza, desi predominanta laccazei poate
fi confirmata.

Detectia catecholului a fost bazata pe consumul de oxigen pe parcursul bioconversiei de
fenoli catalizatd de PPOs. Raspunsul amperometric a fost examinat in conditii optime de pH si
potential dupa atingerea starii amperometrice de echilibru. Aditiile progressive de catechol au inceput
la concentratia de 10 uM si fiecare aditie a dus la o crestere a curentului considerata proportionala
cu concentratia de catechol adaugatd. Astfel, curbele de calibrare (cresterea curentului vs
concentratia de catechol) au fost determinate.

Curba de calibrare pentru biosenzorul TP este ilustrata in Figura 11.21 iar comparatia intre
cele trei curbe de calibrare pentru biosenzorii modificati cu Ppy este data in Figura 11.22.
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Figura 11.21. Curba de calibrare pentru catechol obtinuta cu biosenzorul TP (0.001-0.06

mM).
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Figura 11.22. Curbele de calibrare pentru catechol obtinute cu biosenzorul: BioPpy (0.001-
0.06 mM); BioPpy-TP (0.001-0.07 mM); ChemPpy-TP (0.001-0.06 mM).

Liniaritatea in detectia catecholului a fost similara pentru toti biosenzorii dezvoltati. Totusi,
sensibilitatea Tn detectie utilizadnd biosenzorul TP simplu a fost considerabil mai mare in comparatie

cu cei trei biosenzori modificati cu Ppy. Parametrii analitici ai biosenzorilor dezvoltati, derivati din
curbele de calibrare, sunt prezentati in Tabelul 11.5.
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Tabelul 11.5. Caracteristicile analitice ale biosenzorilor bazati pe extract enzimatic TP.

Type Linear range, | Sensitivity*, | LOD, mM Imax, HA Km mM
mM HA/mMcm™
TP biosensor 0.001 - 0.06 83.39+1.96 0.0018 10.84 0.7
BioPpy 0.001 - 0.06 30.404+0.45 0.005 0.134 0.026
biosensor
BioPpy-TP 0.001 - 0.07 34.61+1.28 0.0021 0.497 0.153
biosensor
ChemPpy-TP 0.001- 0.06 37.45+0.48 0.0018 0.267 0.057
biosensor

*Rezultatul analizelor n triplicat

Toti biosenzorii bazati pe extract enzimatic TP s-au dovedit eficienti in detectia sensibila a
HA/mMcm™ pentru biosenzorul TP simplu si 30.04 pA/mMcm™ pentru biosenzorul BioPpy. De
asemenea, valori adecvate de LOD au fost obtinute, in domeniul 1.8-5.0 pM. Cea mai mare valoare
a constantei Km a fost 0.7 pentru biosenzorul TP simplu si este legata de valoarea mare a lmax,
deoarece cele doua sunt proportionale. Biosenzorii modificati cu Ppy demonstreaza valori mai
scazute ale constantei Km, ceea ce demonstreaza afinitatea crescuta catre analit dar si valoril mai
scazute de Imax. Este important de mentionat ca dezvoltarea unui biosenzor utilizdnd extract
enzimatic crud este foarte eficienta si nu necesita etape aditionale de purificare enzimatica. Un alt
aspect de luat in considerare este faptul ca toti biosenzorii modificati cu Ppy au demonstrat
caracteristici similare din care se poate concluziona: (i) similaritatea intre biosenzorul BioPpy si
BioPpy-TP demonstreaza incorporarea enzimei in structura de Ppy produsa in situ, altfel biosenzorul
BioPpy-TP ar fi avut o performanta superioara; (ii) procesul biocatalitic de obtinere a Ppy este valid
si comparabil cu o polimerizare chimica, deoarece ambii biosenzori BioPpy si ChemPpy au avut o
performanta similara; (iii) Ppy are aceeasi influenta in sistemele de biosenzori indifferent de metoda
de sinteza.

Toate cele patru tipuri de biosenzori au fost testate in detectia fenolica in probe reale, si
anume vinuri de fructe (vin de mure, afine si rodie). Pentru obtinerea unei valori de referintad s-a
utilizat metoda Folin-Ciocalteau drept metoda standard de determinare a continutului fenolic in
fiecare proba de vin (protocolul Folin-Ciocalteau este detaliat in Sectiunea I, subsectiunea 8.3.3).
Tabelul 11.7 ilustreaza ratele de recuperare a fiecarui biosenzor pentru fiecare proba de vin.

Tabelul 11.7. Analiza continutului fenolic in probe reale.

Wine sample Recovery (%) (n=3)
TP biosensor BioPpy BioPpy- TP ChemPpy- TP
biosensor biosensor biosensor
Blackberry 98.66+0.46 97.20+0.55 101.2840.25 101.7140.30
Blueberry 101.97+0.87 112.34+0.93 109.4+0.33 102.8540.49
Pomegranate 94.80+0.18 97.534+0.46 103.74+0.19 97.831+0.14
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Ratele de recuperare sunt adecvate si similare pentru toate tipurile de biosenzori dezvoltati.
Se observa ca biosenzorul TP este cel mai eficient in detectia fenolilor in vinul de afine, care are cel
mai scazut continut fenolic (aprox. 1299.18 mg/L) in timp ce biosenzorii BioPpy-TP si ChemPpy-TP
sunt cei mai adecvati pentru detectia unui continut mediu de fenoli, precum cel din proba de vin de
mure (aprox. 2214.5 mg/L). Atunci cand continutul fenolic este ridicat, precum in proba de vin de
rodie (aprox. 3110.2 mg/L), biosenzorii modificati cu Ppy sunt cei mai performati, cu ratd de
recuperare putin sub 100%. Aceste rezultate demonstreazd ca biosenzorul bazat pe extract
enzimatic TP este foarte eficient in detectia de concentratii fenolice minime, iar biosenzorii modificati
cu Ppy sunt mai potriviti pentru detectia unui continut mediu de fenoli. Acest aspect este datorat
sensibilitatii ridicate a extractului enzimatic la concentratii minime de substrat si a unei saturatii
enzimatice rapide atunci cand concentratia de substrat creste.

in ansamblu, prepararea biosenzorilor bazati pe extract enzimatic din culturile de
macromicete este o alternativa foarte buna pentru biosenzorii cu enzime pure (PPOSs).

Concluzii

Dezvoltarea de biosenzori microbieni este bazata pe facilitatea de preparare si aspecte
economice. In mod uzual, sensibilitatea si selectivitatea acestor tipuri de sisteme necesita
imbunatatiri. Modificarea cu polimeri conductori este avantajoasa deoarece performanta unui
biosenzor este dependenta de contactul dintre elementul de bio-identificare si traductor si a fost
raportata extensiv in literatura de specialitate. Avantajele acestui studiu sunt legate de biosinteza de
Ppy in culturile de fungi, producatoare de GOXx. Procesul consta intr-o singura etapa biocatalitica
care are ca rezultat acoperirea suprafetei celulelor cu Ppy, conferind abilitate pentru detectia
glucozei.

O abordare secundara in analiza bio-electrochimica a Ppy biosintetizat a fost de a dezvolta
biosenzori enzimatici cu extract enzimatic crud simplu si modificat cu Ppy. S-a considerat avantajos
faptul ca culturile de macromicete (TV, TP) au demonstrat abilitate de a produce Ppy fie in prezenta
sau absenta biomasei datorita randamentului adecvat de PPOs atéat intra- cat si extracelular. Astfel,
s-au dezvoltat biosenzori foarte sensibili la detectia catecholului.

Studiile comparative raportate demonstreaza avantajele productiei de Ppy in situ in culturile
de fungi, producatoare de oxidoreductaze. Desigur ca biosenzorii dezvoltati in cadrul acestui studiu
reprezintd doar concepte de baza cu rolul de model in stabilirea eficientei electrochimice a Ppy
biosintetizat.
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12. Concluzii generale, contributii originale si perspective

Teza de doctorat intitulata ,,Studiul conditiilor biotehnologice de obtinere a polipirolului,
prin polimerizare in situ, cu microroganisme selectionate” a fost dedicata investigarii productiei
de Ppy prin biocataliza efectuata de culturile de microroganisme in vivo. Datorita aspectelor inovative
si a complexitatii cercetarii, s-au luat in considerare cateva obiective majore, dupa cum urmeaza:

(i) Selectia tulpinilor de microorganisme care au abilitatea de a induce bioproductia de Ppy in
functie de carcateristicilor lor biochimice;

(i) Analiza culturilor submerse care au demonstrate abilitatea de a initia bioconversia Py din
punct de vedere al biosintezei de proteine si enzime;

(iii) Evaluarea procesului de oligomerizare a Py si caracterizarea Ppy format prin tehnici
spectroelectrochimice;

(iv) Investigarea potentialului bio-electrochimic al Ppy obtinut prin analize amperometrice.
Concluziile generale vor fi prezentate in consecinta:

(i) Abilitatea de a induce oligomerizarea Py in situ in conditii de cultivare submersa a fost
observata pentru unsprezece din douazeci si cinci de tulpini de bacterii filamentoase
(Streptomyces spp.), doua din cinci tulpini de macromicete (Trametes spp.) si doua din
sase tulpini de micromicete (Aspergillus niger). Ppy a fost produs in forma coloidala sub
forma de microparticule de Ppy, a caror dimensiune si frecventa este dependenta de
cultura utilizata drept mediu de polimerizare.

Analiza spectroscopica in infrarosu a identificat compozitia particulelor de Ppy prin
detectia legaturilor chimice. In afara benzilor de vibratie principale atribuite structurii de
Ppy, benzile aditionale au indicat nivelul oxidativ scazut al Ppy format precum si efectul
gruparii acetat asupra structurii polimerice datorita mediului apos de polimerizare.

Timpul cel mai eficient de oligomerizare precum si cele mai adecvate caracteristici ale
Ppy format au fost obtinute pentru Ppy produs in culturile de fungi (Trametes versicolor,
Trametes pubescens, A. niger MIUG 34 si A. niger MIUG 35 strains), astfel studiul a fost
axat pe aceste culturi.

(i) Randamentul cel mai ridicat de proteine a fost observat in culturile de macromicete
(Trametes versicolor, Trametes pubescens) atat intra- cat si extracelular. Analizele de
activitate enzimatica s-au axat pe biosinteza fenoloxidazelor (PPOs) si a glucozoxidazei
(GOx) iar macromicetele s-au dovedit producatoare de PPOs in timp ce micromicetele
(A. niger MIUG 34; A. niger MIUG 35) biosintetizeaza GOx. Randamentul de GOx a fost
cel mai ridicat intracelular mai ales pentru tulpina A. niger MIUG 35.

(i) Evaluarea UV-Vis a oligomerizarii Py a indicat o evolutie similara pentru Trametes
versicolor and Trametes pubescens, cu o performanta adecvata fie in prezenta sau in
absenta biomasei. Acesta este rezultatul randamentului enzimatic similar atat extra- céat
si intracelular. Spectrele UV-Vis denota formarea de lanturi oligomerice de Py cu lungimi
extensive insd cu incarcare electricd minima. In culturile de micromicete, oligomerizarea
a fost superioara din punct de vedere al caracteristicilor electrice ale produsului final, cu
cea mai buna performanta in prezenta biomasei. Doud tendinte diferite au fost observate:
oligomerizarea catalizata de A. niger MIUG 34 consta in formarea succesiva de forme
oligomerice intermediare care ating lungimi extinse in timp iar procesul indus de A. niger
MIUG 35 este axat pe formarea unui lant conjugat singular care dezvolta incarcare
electrica. Din acest punct de vedere, produsul de bioconversie codat Ppy-MIUG 35 are
cel mai bun potential pentru aplicatii bio-electrochimice. In scop comparativ, s-a realizat
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sinteza chimica a Ppy cu H2O: iar evolutia procesului a demonstrat similaritati cu metoda
biocatalitica propusa.

Investigatiile electrochimice (CV, OCV si pH) confirma faptul ca Ppy-MIUG 35 prezinta
cele mai performante caracteristici electrochimice. Comportament redox alternant precum
si caracter capacitiv adecvat au fost observate pentru Ppy format in fiecare cultura de
fungi atunci cand analizele au fost efectuate in PBS si in apa ultrapura. Evolutia OCV a
confirmat starea de oxidare moderata a bioprodusilor codati Ppy-TV si Ppy-TP si starea
de oxidare superioara a bioprodusilor codati Ppy-MIUG 34 si Ppy-MIUG 35. Evolutia
valorilor de pH a fost descendenta in culturile de micromicete datorita productiei de acid
gluconic si H20., ceea ce a fost favorabil in bioconversia Py. pH-ul culturilor de
macromicete a fost stabil in domeniul slab acid, insa mai ridicat decat este necesar pentru
productia de Ppy.

(iv) Doua tipuri principale de biosenzori au fost dezvoltate: biosenzori microbieni pentru
glucoza cu biomasa de A. niger MIUG 34 sau A. niger MIUG 35, simpla si modificata cu
Ppy si biosenzori enzimatici pentru catechol cu extract enzimatic crud din supernatantul
culturii de Trametes pubescens simplu si modificat cu Ppy.

Biosenzorul Ppy - A. niger MIUG 35 a demonstrat sensibilitate ridicata intr-un domeniu
de concentratie de glucoza extins (0-300 mM) iar biosenzorul Ppy- A. niger MIUG 34 a
demonstrat abilitatea de a detecta glucoza la concentratii minime. Domeniul liniar a fost
limitat la 10-50 uM, insa sensibilitatea a devenit de sase ori mai mare, valoarea minima
de detectie LOD a atins 5.0 uM iar constanta Km a ajuns la o treime din valoarea initiala
in urma modificari cu Ppy. In acest context, Ppy a avut rolul de a imbunatati
permeabilitatea membranei celulare, intensificdnd contactul dintre biomolecula si
traductor intr-un biosenzor. Detectia glucozei in sucuri de fructe a demonstrat rate de
recuperare adecvate, chiar comparabile cu biosenzorii enzimatici.

Patru biosenzori utilizand supernatantul culturii de Trametes pubescens au fost dezvoltati
bazati pe extract enzimatic crud fie simplu sau modificat cu Ppy produs chimic sau prin
biocataliza. Domeniul liniar al biosenzorilor pentru catechol a fost limitat la 1-60/70 uM cu
cea mai buna sensibilitate de 83.04 pA/mMcm pentru biosenzorul TP simplu. Biosenzorii
modificati cu Ppy au avut sensibilitate scazuta dar valori adecvate de LOD si Km. Acest
aspect a fost atribuit inhibarii activitatii enzimatice dupa cum a fost raportat in literatura
de specialitate Tn cazul biosintezei Ppy in situ cu enzime pure. Ins3, Ppy sintetizat prin
biocataliza a avut un randament comparabil cu cel sintetizat chimic, ceea ce
demonstreaza ca conceptul propus este o alternativa valida. Analiza in probe reale de vin
(de mure, affine si rodie) a avut rate de recuperare bune, comparabile cu biosenzorii
bazati pe enzime pure.

Tn ansamblu, caracterul inovativ al studiului propus este dat de utilizarea culturilor celulare
drept medii de polimerizare, ceea ce reprezinta o alternativa creativa utilizarii de enzime pure, care
necesita etape suplimentare de purificare enzimatica sau utilizarii de microorganisme functionalizate
chimic. Avand in vedere ca sunt numeroase tipuri de microorganisme care produc enzimele care
sunt utilizate in forma pura, studiul reprezinta o alternativa eficienta din punct de vedere economic si
ecologic pentru biosinteza Ppy. In ceea ce priveste procesul de oligomerizare, eficienta culturilor de
fungi In bioconversia Py este dependenta de o serie de factori precum: (i) catalizatorul enzimatic
biosintetizat de cultura; (ii) ruta de polimerizare derivata din mecanismul catalitic; (iii) pH-ul optim de
crestere a microorganismelor. Procesul studiat este valid si comparabil cu datele din literatura de
specialitate in domeniul bioproductiei de Ppy. in ceea ce priveste calitatea produsului final, aceasta
este dependenta de puterea oxidativa a culturilor, care este scazuta, asa cum este cazul deseori in
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metodele bio de sinteza a Ppy. insa, adaugarea de molecule tip sablon si/sau mediatori redox in
mediul de polimerizare poate ajuta in obtinerea unui lant polimeric ordonat si conductor, printr-o
metoda biocatalitica. Potentialul sau bio-aplicatii a fost demonstrat prin dezvoltarea de biosenzori,
ceea ce a reprezentat obiectivul final al acestei cercetari.

Acest tip de investigatie nu a fost raportat pana in prezent in literatura de specialitate, ceea
ce evidentiaza originalitatea si caracterul preliminar al studiului. In urma optimizarii parametrilor
procesului se pot obtine rezultate superioare datorita diversitatii biochimice si a potentialului
metabolic al microroganismelor. Complexitatea cercetarii permite dezvoltarea unor perspective de
studiu aprofundat. Spre exemplu, selectia microorganismelor capabile sa induca bioconversia Py
poate fi extinsa iar biosinteza altor polimeri conductori, precum PANI poate fi analizata. In acest
context, monitorizarea pH-ului pe parcursul cultivarii este necesara deoarece sinteza de PANI
necesita un mediu acid de polimerizare. Pentru aprofundarea analizei mecanismului de polimerizare,
simulari de dinamica moleculara pot fi eficiente. In final, bio-aplicatiile rezultate pot fi diversificate de
la biosenzori si celule de biocombustibil la membrane schimbatoare de ioni sau sisteme de livrare a
medicamentelor. Polimerul poate fi obtinut fie in prezenta sau absenta biomasei, astfel fie extract
enzimatic crud sau biomasa modificata cu Ppy sunt disponibile pentru aplicatii.
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