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DESCRIEREA INVENTIEI

METODA DE DETERMINARE A ECOTOXICITATII PENTRU
BIOMONITORIZAREA POLUARII MEDIULUI ACVATIC.

Societatea umand se confruntd in prezent cu probleme majore care vizeazd poluarea
mediului i calitatea alimentatiei, care de altfel se gisesc intr-o dependentd directa. In acest
context, evaluarea poludrii mediului acvatic natural si a celui din fermele piscicole in particular
ca si aprecierea gradului de risc pe care il are asupra calititii viitorului produs alimentar este
extrem de importanta.

Pentru a raspunde acestor nevoi, ecotoxicologia mediului acvatic s-a dezvoltat bazdndu-
se pe analiza chimicd a micropoluantilor dar §i pe metode biologice de evaluare, respectiv pe
teste de ecotoxicologie (bioanalize sau bioteste). Pe de o parte tehnicile de analiza au devenit din
ce in ce mai precise $i mai sensibile, cum ar fi cromatografia in fazd gazoasd cuplatd cu
spectroscopia de masd pentru micropoluantii organici i spectrometria de masa in plasma pentru
metalele grele, ambele permifdnd analiza unui spectru larg de poluanti, iar pe de altd parte
tipurile de bioteste ecotoxicologice s-au multiplicat inainte de a cunoaste o perioadd de
standardizare la scara internationald (norme ISO, CEN, linii directoare OCDE).

Un test ecotoxicologic este un test experimental care determina efectul unuia sau mai
multor produse pe un grup de organisme selectionate, in conditii bine definite. (Keddy et al.,
1994). Testele de toxicitate sau ecotoxicitate reprezintd insd o componentd importantd pentru
evaluarea impactului substantelor chimice asupra ecosistemelor deoarece acestea indica efectele
toxice ale amestecurilor chimice complexe. in general, in testele de toxicitate, grupuri de
organisme selectate sunt expuse la materiale de testare (probe de apd, sedimente sau sol), in
conditiile definite pentru a determina potentialele efecte adverse si ele au un rol esential in
procesul de evaluare a riscurilor ecologice. Testele de toxicitate au ca scop furnizarea de date
asupra efectelor obtinute pe un esantion, in scopul aprecierii prin extrapolare a pericolului
exercitat de ansamblul din care a fost prelevat esantionul asupra mediului inconjurator. Efectele

toxice sunt masurate in laborator expunand organisme indicatoare actiunii esantionului de testat
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si prin compararea cu un esantion de control ca martor (fara contaminant) bazandu-se pe
principiul de cauzalitate intre doza si raspuns.

Domeniile de aplicare a biotestelor ecotoxicologice sunt multiple, precum: inregistrarea
de noi substante chimice (fitosanitare, pesticide, detergenti, etc.), supravegherea apelor uzate
menajere si industriale la intrarea si iesirea din statiile de epurare, stabilirea ecotoxicititii
deseurilor speciale si evaluarea riscului ecotoxicologic pentru siturile contaminate, controlul
apelor de percolare si al ndgmolurilor din statiile de epurare. Rezultatele biotestelor servesc drept
complement datelor chimice pentru stabilirea criteriilor de calitate §i concentratiilor maxime
admise.

Biotestele de laborator folosite in prezent se realizeaza in general cu nevertebrate (testul
pe Daphnii (EN ISO 6341, NF T 90-378, OCDE 202), alge (testul pe Specia Pseudokirchneriella
subcapitata (NF T 90-375), bacterii (testul pe bacteria marina Vibrio fischeri (Photobacterium
phosphoreum NRRL B-11177), teste pe organisme terestre precum orz, creson, salata verde
(ISO 11269-1, -2, NF X 31-203) si utilizeaza diferite mijloace pentru masurarea toxicitatii
produsului. Maniera cea mai comuna utilizata este masurarea mortalitatii sau reproducerii sau
cuantificarea vitezei de crestere a radacinilor, de germinare sau de crestere a plantelor, ceea ce
face ca aceste teste sa nu fie nici usor de realizat si nici foarte exacte prin metodele de evaluare
folosite, constituind dezavantaje ce se incearca a fi depasite. Pe plan mondial, in prezent exista
un interes crescut in identificarea si utilizarea de parametri mult mai sensibili, cercetétorii
incercand imaginarea continud de noi metode (teste) biologice de identificare, bazate pe noi
biomarkeri sensibili pentru cunoasterea efectelor imediate si a celor indepartate, ale diverselor
substante asupra vietii acvatice in general si asupra sanatatii omului in particular.

In acest context, inventia ce face obiectul prezentei cereri de brevet reprezinta o noua
metoda de determinare (test) toxi- si ecotoxicologica bazata pe utilizarea microalgei Chlorella
sp. si analiza prin citometrie in flux a acesteia pentru determinarea procentului de celule moarte,
pe baza modificarilor de fluorescentd in FL3/FSC (autofluorescenta/talie celulard) sau FL3/SSC
(autofluorescenta/continut celular) sub actiunea substantelor poluante, metoda ce poate fi
utilizata pentru aprecierea gradului de poluare a apelor si pentru biomonitorizarea acestora.

Microalgele pot fi considerate ca celule ideale pentru a fi utilizate in ecotoxicologie dar si
pentru analiza prin citometrie in flux. In aceste conditii am considerat cid putem utiliza

microalgele ca ,,senzori” sensibili de apreciere a poludrii si s-a elaborat un biotest de apreciere a
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gradului de toxicitate sau poluare a mediului acvatic pe baza de citometrie in flux cu microalge
precum Chlorella sp., biotest usor de realizat si mult mai rapid in comparatie cu celelalte
bioteste folosite in prezent.

Totodata, fiind bazat pe citometrie in flux, acest biotest imprumuta din avantajele
citometriei in flux ( analiza celula de celula, pe un numar foarte mare de celule, viteza mare de
analiza (10 000 celule sau mai mult/minut) §i o interpretare statis:icd a datelor. In analiza prin
citometrie in flux, o celuld vie prezintd anumite caracteristici care constituie baza de evaluare a
viabilitatii celulare, respectiv: talia sau forma (FSC) si refringenta (SSC), care sunt conditionate
de nivelul de hidratare al celulei, de starea citoscheletului si a organitelor. Cand o celula este
alteratd, ea incepe s piarda aceste caracteristici. Estimarea viabilittii celulare prin masurarea
absorbtiei si difuziei luminii, cunoscuta si ca "analiza directa in sistem FSC/SSC ", (light scatter
measurements) deoarece nu implica utilizarea niciunui reactiv, este deosebit de simplad si
sensibild. Dupa interceptarea luminii incidente, celula emite un anumit numdir de semnale.
Lumina difuzatd sub un unghi ascutit sau in ax (FSC) poate fi corelatd cu talia celulars,
permitand astfel de a distinge o celuld de agregate sau resturi celulare si a aprecia viabilitatea
celulara, deoarece celulele moarte difuzeaza mai slab lumina in aceasta directie. Lumina difuzata
sub un unghi drept (SSC) permite studierea refringentei citoplasmatice, a continutului celular si a
raportului nucleo-citoplasmatic.

in plus, microalgele contin pigmenti de fotosintezd precum clorofila a, carotenoizi i
cateodata ficobiline care sunt taxon specifici si care depind de conditiile de cultivare (iluminare,
compozitia in nutrienti, temperatura, pH-ul mediului, expunerea la inhibitori de fotosintezad) si
care in plus conferad autofluorescenta celulard. Deoarece compozitia in pigmenti este specifica
pentru speciile de microalge, analiza prin citometrie in flux a autofluorescentei este utilizata
recent pentru clasificarea fitoplanctonului prelevat din mediul inconjurdtor. Clorofila a este
singurul pigment prezent in toate microalgele fotoautotrofe. Ea emite in intervalul spectral rosu
(> 650 nm), deci in FL3. Celelalte clorofile, b, ¢ si d, captureaza fotoni si trec astfel la clorofila a.
Mai mult decat atat, autofluorescenta clorofilei fiind un biomarker unic al organismelor
fotosintetizante, ea permite stabilirea unei ,,porti” sau ,,ferestre” (flow cytometric gate) pentru
separarea microalgelor de alte particule sau microorganisme din proba. In plus, se pot utiliza alti

coloranti fluorescenti specifici ce pot furniza informatii despre starea fiziologica a microalgelor.
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Inventia ce face obiectul prezentei cereri de brevet reprezintdi o noud metodd de
determinare prin citometrie in flux a procentului de celule moarte, pe baza modificarilor de
fluorescentd in  FL3/FSC  (autofluorescenta / talie celulard) sau FL3/SSC
(autofluorescenta/continut celular) sub actiunea substantelor poluante, metoda ce poate fi
utilizatd pentru aprecierea gradului de poluare a apelor si pentru biomonitorizarea acestora.

In cazul analizelor noastre de citometrie, corelate cu imagini complementare de
microscopie, asa cum se prezintd in Figura 1 se observi ca prezenta clorofilei permite o separare
populationald in functie de acest parametru printr-o analizi de tip ,,dot-plot biparametric”,
respectiv. FL3/FSC  (autofluorescenta/talie  celulard) si mai ales  FL3/SSC
(autofluorescenta/continut celular). Subpopulatia cu autofluorescenta mare, continuta in regiunile
R1 si R3 din figura 1A are o autofluorescentd exprimati printr-un MFI (Media de Intensitate a
Fluorescentei) de 2121,27 in timp ce aceeasi subpopulatie dintr-un esantion cultivat in conditii
de poluare (Figura 1 B) prezintd doar un MFI de 1063,53.

Analiza citometricd a celor doud esantioane de microalge mai permite deasemeni prin
utilizarea acelorasi indicatori, respectiv talie, continut celular si autofluorescentd, determinarea
% de celule non-clorotice, deci cu continut mare de clorofild si respectiv % de celule clorotice,
sau celule cu continut scizut de clorofila. In primul caz (Figura 1A) se observa ci avem o sub-
populatie non-cloroticd majoritard de 97,76%, procentaj obtinut din ambele tipuri de citograme
dot-plot (FL3/FSC si FL3/SSC), in timp ce sub-populatia de celule clorotice reprezintd doar
2,24.

Pentru esantionul B din Figura 1B, cu microalgele aflate sub influenta unor poluanti,
heterogenitatea populationald se traduce printr-un procent de 59,9% celule non-clorotice, viabile
si 40,11% celule clorotice, non-viabile, procentaje obtinute identic din ambele tipuri de dot plot
(FL3/FSC si FL3/SSC).

In urma acestor rezultate prezentate se poate observa cd prin citometrie in flux directa
(talie celulard, continut celular si autofluorescenta conferintd de clorofila a) se poate obtine o
analiza a heterogenititii celulare (celule non-clorotice si clorotice) ceea ce reflectd implicit starea
de ”sénatate” a unei culturi de microalge.

Astfel se obtine procentul de celule moarte ce va fi luat in calcul pentru trasarea curbelor
,concentratie-raspuns” celular necesare in vederea calculdrii concentratiei de poluant care induce

un efect toxic de 50% asupra indivizilor (CE50), conform Figura 2. Aceastd concentratie. numita
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si concentratie eficientd 50 = CES50, este mediana calculatd dupi relatia doza-raspuns. Cu
ajutorul acestor curbe se pot determina si valorile NOEC si LOEC.

in cadrul testului, pentru un esantion toxic, relatia intre concentratii si rdspunsuri se prezinta
adesea sub forma unei curbe sigmoide precum cea din Figura 2. Curbele tip “concentratie-
raspuns” au pe abscisd concentratiile de poluant iar pe ordonata procentul efectului toxic urmarit,
care In cazul nostru este reprezentat de procentul de celule moarte rezultate din analiza prin
citometrie in flux a esantioanelor. Din aceste curbe, se afli EC50, in cazul nostru aceasta fiind
reprezentatd de concentratia de poluant care a indus moartea a 50 % din celulele de microalga
Chlorella supuse analizei, mai exact a 50 % din celulele care au intrat in contact cu esantionul de
apa de testat.

Calculul final al gradului de toxicitate (concentratie eficace = CEx) se efectueazd cu
datele obtinute in urma analizei de citometrie de flux, iar in paralel se efectueaza un test martor
pozitiv unde se utilizeaza un poluant cunoscut.

Conform normelor recent adoptate ISO 11348-3 se cere utilizarea de substante de

referintd pentru bioteste, recomandandu-se spre exemplu pentru testele cu Daphnia, Vibrio sau
alge verzi utilizarea 3,5-dichlorophenol, K,;Cr,O; sau Zn SO, ~ 7 H,O. Noi considerdm ca se

impune spre comparatic in momentul efectuarii biotestului folosirea unui metal greu luat ca
standard. Numeroase soft-uri permit in general calculul pentru CEs,, dar aceasta valoare poate fi
calculata foarte simplu pe curba concentratie-raspuns, conform Figurii 2. Cu cit concentratia
eficientd CE 5o este mai scazuti, cu atét esantionul este mai toxic.
Metoda noastra de determinare a ecotoxicitatii pentru biomonitorizarea poluarii mediului

acvatic presupune parcurgerea mai multor etape de lucru:

1) Prelevarea, transportul si pastrarea esantioanelor (probelor) de analizat

2) Prepararea esantioanelor

3) Obtinerea unei suspensii de microalge (Chlorella)

4. Expunerea celulelor de Chlorella intr-o suspensie de BBM ( Bold Basal Medium) la 20°C

si la obscuritate, pentru céteva zile ( 3-6 zile), in placute de culturi de celule continand dilutii

ale esantionului de apa poluata pentru evaluare. In cadrul biotestului, expunerea

</)¢W/ %&(

oS 76

microalgelor se face:
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4.1)  in diluti seriale sau intr-o progresie geometricd din esantionul de analizat ceea ce
permite obfinerea mai multor raspunsuri cuprinse intre 10% si 90% mortalitate
(ex: o gama de 8-10 concentratii din proba de analizat).

4.2) intr-un poluant cu concentratii alese (pentru a acoperi mai multe ordine de
mdrime in scopul delimitdrii gamei de rdspuns celular intre 0% si 100% celule
moarte)

4.3)  intr-un mediu standard, non toxic

4) Determinarea toxicitatii esantionului prin analiza microalgelor de Chlorella prin
citometrie in flux.

5) Determinarea procentului de celule moarte, pe baza modificarilor de fluorescentd in
citograme FL3/FSC (autofluorescenta/talie celulara) sau FL3/SSC

(autofluorescenta/continut celular) sub actiunea substantelor poluante.

6) Exprimarea rezultatelor de toxicitate prin trasarea curbelor concentratie-raspuns.

EXEMPLU

Pentru evaluarea gradului de poluare acvaticd se parcurg urmitoarele etape, conform
principiilor generale de analiza ecotoxicologicd, dupd cum urmeaza:
1.Prelevarea esantionului de apd de testat, cu mentiunea ci flacoanele pentru prelevarea
esantioanelor si tot materialul care vine in contact cu proba trebuie si fie curat, chimic inert, usor
de curidtat si rezistent (sticld, polietilen sau PTFE). Se recomanda umplerea flacoanelor in
intregime pentru transport care trebuie sa se efectueze la rece (< 10°C) si cat mai repede posibil.
2. Aducerea esantionului la temperatura ambiantd si omogenizarea sa prin agitare manuald. in
scopul reducerii interferentei intre materiile in suspensie, solutiile de testat sunt constituite din
supernatantul rezultat din decantarea timp de 2 ore la temperatura ambiantd si prelevat prin
pipetare la jumitatea distantei intre suprafata materiilor decantate si suprafata lichidului. Dacd
turbiditatea dupid decantare este susceptibild de a influenta cuantificarea prin citometrie in flux se
recomandi ca etapa suplimentard o centrifugare complementara (10 minute 1la 4500 + 1500 g). in
madsura posibilului, o filtrare pe filtre de 0, 45 um, spre exemplu pe membrane inerte de esteri
celulozici este de preferat inainte de aplicarea biotestului celular.

Daci studiul presupune utilizarea unui solvent organic miscibil cu apa pentru

solubilizarea sau concentrarea micropoluantilor organici, spre exemplu pentru o extractie de
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sediment, este necesar sd utilizim un martor realizat in paralel. Concentratia solventului
(acetona, etanol, metanol, dimethylformamida, triethylen glycol, dimethyle sulfoxyde) nu trebuie
sd depdseasca 0,1 ml de solvent/litru de mediu pentru analizat si doar in cazuri exceptionale
poate atinge concentratia de 1% maximum. In toate cazurile, este indispensabila includerea unui
martor care simuleazi toate fazele de extractie cu soventul.

In cazul extractiei poluantilor dintr-un esantion solid, nu existd o metodd standard
universal aplicabila. Alegerea unui protocol trebuie si tind cont de obiectivul studiului si de
avantajele si limitele acestuia.

3. Prepararea suspensiei de microalge verzi (Chlorella).

In vederea obtinerii suspensiei de microalge verzi se efectueaza o subcultura de alge
unicelulare de Chlorella. Recipientele cu inoculii de alge au fost puse pe rafturi in camera de
crestere, sub lumina tuburilor fluorescente cu emitere de lumina albd. Culturile de alge au fost
biometrizate periodic la 7, 14, si 30 de zile prin efectuarea de observatii ochiometrice. Din
cultura de alge se prepara o suspensie de microalge din 25 microlitrii (25ul) sediment in 1ml
mediu BBM ( Bold Basal Medium).
3. Realizarea unui test preliminar. Se efectueazd un test preliminar, prin expunerea
suspensiei de microalge la concentratii alese ale unui poluant cunoscut pentru a acoperi mai
multe ordine de marime in scopul delimitédrii gamei de raspuns celular intre 0% si 100% celule
moarte.
4. Realizarea testului propriu-zis. Testul definitiv se realizeaza prin expunerea suspensiei
de microalge de Chlorella la esantioanele de analizat pentru care s-au realizat dilutii seriale sau
intr-o progresie geometrica, ceea ce permite obtinerea mai multor raspunsuri cuprinse intre 10%
si 90% mortalitate (ex: o gama de 8-10 concentratii din proba de analizat). in aceleasi conditii se
celulele microalgei Chlorella si in mediul standard BBM folosit drept control. Important, atat in
cazul controlului, a testului preliminar dar si in cazul testului definitiv, suspensia celulard se
expune in placute de culturi de celule continand dilutii ale esantionului de apa poluata, timp de
céteva zile ( 3-6 zile), la 20°C si in conditii de obscuritate. Daca este necesar, (in prezenta de
miros, suspiciune de substante volatile, etc.) placuta se poate astupa cu un film de parafina.
5. Determinarea procentului de celule moarte prin citometrie in flux.

Determinarea procentului de celule moarte prin citometrie in flux conform prezentei

inventii, pe baza modificdrilor de fluorescentd in F1.3/FSC (autofluorescenta / talie celulard) sau
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FL3/SSC (autofluorescenta/continut celular), realizandu-se separat, pentru fiecare set de
expunere. Evaluarea rezultatelor pentru biotest se bazeazd pe examenul citogramelor FL3/FSC
sau FL3/SSC, conform cu datele statistice furnizate de programul citometrului pentru cele doua
regiuni R1(celule non-clorotice) si R2 (celule clorotice), in corelare cu dilutiile facute. Procentul
de celule moarte (celule clorotice) poate fi calculat din procentul total de celule (100%) din care
se scad celulele viabile din cadranul dreapta ( celule non-clorotice), conform Figurii 1.

Daca se face analiza microalgelor de Chlorella incubate cu diferitele dilutii seriale de
Aluminiu (1-6), dupd 6 zile de incubare, prin citometrie in flux in sistem FL3/FSC
(autofluorescenta conferitd de clorofila a /talie celulard) asa cum este ea prezentatd in Figura 3 si
corelam % de celule clorotice din R2 cu acelasi procentaj pentru martorii din Figura 1 se observa
cd aceste procentaje de celule moarte sunt proportionale cu concentratia de metal greu, respectiv
de Aluminiu, variind pentru celulele clorotice din R2 de la 96,25% pentru concentratia de
Img/ml pana la 31,9 in cazul concentratiei de 0,0039 mg/ml, fatd de 40,11% pentru martorul de
incubare. Astfel se obtine procentul de celule moarte ce va fi luat in calcul pentru trasarea
curbelor ,,concentratie-raspuns” celular necesare in vederea calcularii concentratiei de poluant
care induce un efect toxic de 50% asupra indivizilor (CE50), conform schemei din Figura 2.

6. Interpretarea testului

Pe baza % de celule clorotice din R2 obtinute la diferite concentratii (Figura 2), se poate
trasa curba din Figura 4, curba doza-raspuns pentru calculul EC-50, unde pe abscisa este inscrisa
concentratia de poluant, in cazul nostru de Aluminiu.

Din curbele ,,doza-raspuns” se afla CES0, in cazul nostru aceasta fiind reprezentatd de
concentratia de poluant care a indus moartea a 50 % din microalgele supuse analizei, mai exact a
50 % din celulele care au intrat in contact cu esantionul de apa de testat, respectiv .

7. Exprimarea rezultatelor de toxicitate

in cadrul testului, pentru un esantion toxic, relatia intre concentratii $i raspunsuri se
prezinti adesea sub forma unei curbe sigmoide precum cea din Figura 2. Cel mai frecvent,
pentru testele ecotoxicologice, rezultatele sunt exprimate condensat prin concentratia care induce
un efect toxic de 50% asupra indivizilor (mortalitate celulara sau a organismelor) sau o inhibitie
de 50% a activititii organismelor (luminescentd, crestere) in comparatie cu martorul. Aceasta
concentratie, numita si concentratie eficientd 50 = CEs_este mediana calculata dupa relatia doza-

rispuns. Pragurile de toxicitate pot fi exprimate fie printr-o valoare particular calculata precum
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CEXx, cu x cuprins intre 1 si 20%, fie prin CSEO (concentratia fara efect observat) numita si
NOEC (concentratia fara efect observabil), care este prima concentratie fard efect observabil sau
LOEC (concentratia cea mai slabad cu efect observabil) prima concentratie cu efect vizibil
(Figura 2). Aceste 2 valori, NOEC si LOEC depind direct de gama de concentratii alese de
experimentator in efectuarea biotestului.

Numeroase soft-uri permit in general calculul pentru CEsq , dar aceasta valoare poate fi
calculata simplu pe curba concentratie-raspuns (Figura 2) .

Cu cadt concentratia eficientd CE sy respectiv Clsg sau Clsg este mai scdzutd, cu atdt esantionul
este mai toxic.

In cazul nostru, dupa aflarea procentului de celule moarte conform analizei din Figura 3,
respectiv din regiunea R2 (celule clorotice) prin tehnica citogramelor FL.3/FSC (autofluorescenta
/ talie celulard) sau FL3/SSC (autofluorescenta/continut celular), se trece la trasarea curbelor
”concentratie-raspuns” celular in vederea calcularii valorii CEsy conform Figurii 4, unde se
calculeazd CEs atat pentru martor cét si pentru egantioanele de testat, ca fiind concentratia care a
dus la un efect toxic ce a provocat moartea a 50% din indivizii analizati (in cazul
nostrumicroalgele de Chlorella). Calculul final al gradului de toxicitate (concentratie eficace =
CEXx) se efectueaza cu datele finale obtinute (cu cét concentratia eficientd CE s este mai scézuta,
cu atat esantionul este mai toxic) si trebuie reamintit cd paralel, in conditii identice, se poate
efectua un test martor pozitiv unde se utilizeaza un poluant cunoscut si se traseazd o curbd tip
concentratie-raspuns celular si pentru acest esantion, conform normelor recent adoptate ISO
11348-3 pentru alte bioteste, ( 3,5-dichlorophenol, K,Cr,O; sau Zn SO47 H,0O), sau cu un alt
metal greu luat ca standard..

Aceastd metodd de determinare a ecotoxicitatii permite elaborarea unui biotest de
apreciere a gradului de toxicitate sau poluare a mediului acvatic pe bazi de citometrie in flux,
usor de realizat si mult mai rapid in comparatie cu celelalte bioteste folosite in prezent. Metoda
fiind bazata pe citometrie in flux permite o interpretare statistica a datelor pe un numar foarte
mare de celule (10 000 celule sau mai mult), intr-un timp scurt de 1-2 minute, fiind destinat
studiului ecotoxicologic al amestecurilor complexe de poluanti, iar pe de alta parte, un sistem
alternativ pentru monitorizarea ecologica a mediului acvatic.

Problema pe care o rezolvd inventia este reprezentatd de evaluarea gradului de toxicitate

a mediului acvatic in ansamblul ei printr-o metodd noua ce se bazeazd pe determinarea prin
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citometrie in flux a procentului de celule moarte, pe baza modificirilor de fluorescentd in
FL3/FSC (autofluorescenta/talie celulard) sau FL3/SSC (autofluorescenta/continut celular) sub
acfiunea substantelor poluante pentru microalge verzi (ex. Chlorella sp.) atunci cdnd acestea
intrd in contact cu diversii poluanti si aprecierea toxicitatii acestora.

In acest context, prezenta metodd propusd spre brevetare este de maximd importantd,
deoarece rezolvd o problemd cheie in ecotoxicologie si in particular in problematica nationald a
Romdniei, contribuind la evaluarea gradului de poluare a apelor si biomonitorizarea poluarii

acestora printr-o solutie originald, simpld, sensibil si rapidd .
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REVENDICARI

Metoda originala de determinare prin citometrie in flux a procentului de celule moarte
pe baza modificdrilor de autofluorescentd in FL3/FSC (autofluorescenta/talie
celulard) sau FL3/SSC (autofluorescenta/continut celular) sub actiunea substantelor
poluante a algelor verzi unicelulare (Chlorella sp) atunci cand acestea intrd in contact
cu diversii poluanti si aprecierea toxicitatii acestora pentru biomonitorizarea poludrii

mediului acvatic,
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Figura 1. Analiza comparativi in sistem biparametric (dot-plot) FL3/FSC
(autofluorescenta conferita de clorofila a /talie celulard) si F1.3/SSC (autofluorescenta conferita
de clorofila a /continut celular) pentru doud esantioane de microalge Chlorella fusca cultivate in
conditii diferite. A-Microalga Chlorella cultivatd in mediu normal; B- Microalga Chlorella

cultivatd In mediu preparat cu un esantion de apa poluata.
( analiza realizatd pe un citometru FACScan-Becton Dickinson)
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Figura 2. Exemplu de curbd ,, concentratie-rdspuns” (schema de calcul).
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Figura 3. Analiza prin citometrie in flux in sistem FL3/FSC (autofluorescenta conferita de
clorofila a /talie celulard) pentru calculul celulelor moarte (microalge clorotice de Chlorella sp.
incubate cu diferite dilutii seriale (1-9) de Al cuprise intre 1mg/ml si 0,0039mg/ml) dupa 6 zile de
incubare.

( analiza realizatd pe un citometru FACScan-Becton Dickinson)
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Figura 4. Exemplu de curba dozi-rdspuns pentru calculul EC-50 conform cu % de
microalge clorotice de Chlorella sp. (microalge moarte). Abscisd: concentratia de Aluminiu.
Ordonatd: % de microalge clorotice de Chlorella sp. corespunzitoare regiunii R2(celule
clorotice, moarte) din dot-ploturile prezentate in figura 3.
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