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I. INTRODUCERE

Bioaerosolii, sau aerosolii biologici din atmosferd, includ o gama largd de fractiuni
acropurtate de origine biologica (Manibusan and Mainelis, 2022). Bacteriile, virusurile,
fungii si fragmentele acestora, precum si granulele de polen sunt recunoscute ca agenti
biologici cu potential de a genera probleme de sanatate la nivel global (Haig et al., 2016;
Buiarelli et al., 2019; Uddin et al., 2023; Xue et al., 2023). Particulele de aerosoli biologici
primari (Primary Biological Aerosol Particle, PBAP), reprezintd particule solide de
aerosoli de naturd biologicd cu dimensiuni cuprinse intre aproximativl0 nm la 100 um
(Gollakota et al., 2021). Acestea includ materiale eliberate de organisme sub forma de
spori, polen, metabolifi organici volatili, endotoxine, microorganisme vii $i moarte, dar si
fragmente celulare (Ferguson et al., 2019).

Interesul stiintific pentru bioaerosoli dateaza din secolul al XIX-lea (Figura 1) si a
crescut semnificativ in ultimele decenii, odata cu dezvoltarea unor metode tot mai
inovatoare de masurare si analiza.
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Figura 1: Variatia numarului de articole care contin sintagma ,,bioaerosol” in titlu, abstract sau
cuvinte cheie, publicate anual (conform bazei de date Scopus).
Obiectivele tezei de doctorat au vizat:

e Elaborarea si validarea unor protocoale optimizate pentru prelevarea si
caracterizarea chimicd a bioaerosolilor primari prezenti in materia particulatd
ambientala, cu scopul de a asigura reproductibilitatea si acuratetea analizelor;

e Caracterizarea detaliatd a materiei particulate din zona urbana lasi, cu focalizare
asupra continutului de hidrocarburi aromatice policiclice (PAHs), analizate ca
potential mediu favorabil pentru dezvoltarea si persistenta comunitatilor
microbiene;

e (Generarea si integrarea de informatii relevante privind componenta biologicd a
particulelor atmosferice, contribuind atat la imbogatirea bazelor de date existente,
cat si la dezvoltarea unei perspective mai cuprinzatoare asupra rolului
bioaerosolilor n sdnatatea umana si in calitatea mediului;

e Identificarea si cuantificarea compusilor chimici specifici (biomarkeri moleculari si
elemente chimice) asociati fractiunii biologice din particulele atmosferice (PM), cu
scopul de a defini semnaturi chimice relevante pentru caracterizarea bioaerosolilor;

e Evaluarea prin tehnici state-of-the-art a comportamentului unor markeri
caracteristici microorganismelor izolate din materia particulatd ambientala,
urmarind dinamica acestora pe parcursul procesului de dezvoltare — de la inoculare

pana la stadiul de maturitate.



PARTEA II: CONTRIBUTII PERSONALE

II.L1 MATERIA PARTICULATA AMBIENTALA DIN ZONA URBANA IASI SI
CONTINUTUL DE HIDROCARBURI AROMATICE POLICICLICE (PAHS)
DINTR-O NOUA PERSPECTIVA

11.1.1 Prelevarea activa a particulelor de aerosoli prin impactare la presiune scazuta
Probele de materie particulata au fost colectate la Statia de Monitorizare a Calitatii Aerului
(AMOS) a Universitatii ,,Alexandru loan Cuza” din lasi, situatd in nord-estul orasului, pe
acoperisul celei mai inalte cladiri universitare (Corp C), la ~35 m deasupra solului (47°9’
N, 27°35" E). Locatia este reprezentativa pentru un receptor urban influentat de mase de aer
bine amestecate. Configuratia sitului este ilustrata in Figura I11.1.1. O caracterizare
detaliata a locatiei de masurare este prezentatd in studii anterioare (Arsene et al., 2007,
2011; Galon-Negru et al., 2019).

Figura 11.1.1: Locatia de prelevare a probelor de aerosoli in Iasi, nord-estul Romaniei.

Prelevarea activa a particulelor de aerosoli s-a efectuat cu impactorul in cascada
operabil la presiune joasa Dekati Low Pressure Impactor (DLPI), la un debit de 30 L min*
conform producatorului. Dispozitivul are 13 stagii si clasifica aerosolii pe dimensiunea
particulelor n intervalul de 0,0276-9,94 um. Conform certificatului de calibrare,
diametrele aerodinamice la 50% cut-point au fost determinate la 21,7 °C, cu 1013,3 mbar
la intrare si 100 mbar la iesire. Figura I1.1.2 prezinta etapele procedurii de prelevare si
valorile diametrelor aerodinamice pentru fiecare stagiu.
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Figura I11.1.2: Etape specifice procesului de prelevare activa a particulelor de aerosoli cu
impactorul in cascada operabil la presiune joasa Dekati (DLPI).



11.1.2 Determinarea concentratiilor masice ale materie particulate colectate din zona
urbana Iasi

Tabelul 11.1.1 prezinta parametri statistici de bazda (medie, deviatie standard, minim,
maxim) asociati concentratiilor masice ale fractiilor PM;5 si PMjg colectate Tn perioada
decembrie 2015 — aprilic 2025, in cadrul stagiului doctoral fiind aduse contributii din
aprilie 2021 pana in aprilie 2025. Toate probele au fost colectate cu ajutorul impactorului
DLPI la statia AMOS pe parcursul perioadelor de timp evidentiate.

Table 11.1.1: Parametrii statistici privind concentratiile masice ale fractiilor PM,s si PM;, colectate
cu ajutorul impactorului DLPI la statia AMOS.

a) Perioada de prelevare decembrie 2015 — aprilie 2025
Concentratia masici PM, s (ug m”) Concentratia masici PM, (ug m®)
Media 15,0 16,5
Deviatia stand. 9,7 10,3
Minim 0,6 0,6
Maxim 74,7 76,8
b) Perioada de prelevare aprilie 2021 —aprilie 2025
Concentratia masici PM, s (ug m™~) Concentratia masici PM o (ug m”)
Media 11,8 12,7
Deviatia stand. 8,0 8,5
Minim 1,5 1,4
Maxim 52,1 55,4

Distributiile concentratiilor masice sunt prezentate in Figura 11.1.3. Datele din
decembrie 2015-martie 2021 provin din grupul de cercetare al stagiului doctoral. Valorile
estimate sunt comparate cu limitele din Directiva 2024/2881/EC: <10 pg m™> pentru PMys
si <20 pg m™> pentru PMyg.

In Figura 11.1.3.a, pentru decembrie 2015-mai 2021, numeroase evenimente
depasesc limita pentru PM3 5, unele atingand >40 pg m>

Figura 11.1.3.b include distributiile actualizate pana in aprilie 2025, marcand
perioadele de prelevare si campaniile pasive pentru bioaerosoli, realizate in paralel cu
prelevarea activa cu impactorul Dekati.
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Figura 11.1.3: Concetratia masica a materiei particulate colectate Tn perioada 2015-2024 (a),
respectiv concentratia masicad a materiei particulate mediate, in suprapunere cu evenimentele de
prelevare ale particulelor de bioaerosoli (b).
Pentru zona urband lasi, distributiile sezonale ale concentratiilor masice ale
particulelor de aerosoli separate dupa dimensiune sunt prezentate in Figura 11.1.4.
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Figura I1.1.4: Distributiile dupa dimensiune (media si deviatie standard) ale concentratiei masice
de materie particulata in zona urbana lasi.



Figura 11.1.4 arata un profil monomodal iarna si bimodal primavara, vara si toamna,
cu un modul dominant in domeniul fin (381 nm) si un al doilea in domeniul grosier (2,39
pm). Distributiile pot fi explicate de compozitia chimica complexa a particulelor.

11.1.3 Determinarea concentratiilor de PAHs-uri din materia particulati ambientala
din zona urbana Iasi cu potential impact in interactiile fungico-bacteriene din fractia
de bioaerosoli potential existenta

Determinarea PAH-urilor din probele de materie particulata urbana lasi s-a realizat prin
UHPLC-FLD (Agilent 1290 Infinity UHPLC cu Agilent 1260 Infinity FLD). Cuantificarea
s-a bazat pe un standard mixt de 18 PAH-uri in concentratie de 10 pg mL ™, Tn ciclohexan
(Dr. Ehrenstorfer). Pentru 17 PAH-uri, abrevierile si structurile sunt prezentate in Tabelul
11.1.2.

Tabelul 11.1.2: Structurile PAHs-urilor analizate in probele de aerosoli din zona urbana Iasi.

PAHSs Abreviere Numiir de cicluri Structura
naftalen Nap
1-metilnaftalen 1MNap 2
2- metilnaftalen 2MNap
acenaften Ace O‘O
fluoren Flu 5 Q.O
fenantren Phe O‘O
antracen Ant
fluoranten Flt O'%
piren Pyr O‘O‘
4
crisen Chr OO‘O
benzo[a]antracen BaA OO‘O
benzo[b]fluoranten BbF ‘}
\_/

benzo[k]fluoranten BkF 00'8
benzo[a]piren BaP ° O‘O‘O

| J
dibenzo[a,h]antracen DBA ‘OO‘
benzo[g,h,i]perilen BghiP O“:O

6

indeno[1,2,3-cd]piren InP O“;%

Figura 11.1.5 reda etapele importante urmate la analiza PAHs-urilor folosind tehnica
UHPLC-FLD.
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Figura 11.1.5: Etape experimentale implicate in determinarea concentratiei masice a PM si a

concentratiilor de PAHs-uri in aerosolii atmosferici din zona urbana Iasi.

Figura 11.1.6 prezinta distributiile concentratiilor masice pentru PAHs-urile
analizate pe domenii de dimensiune. Din datele prezentate in Figura I1.1.6 se observa o
variatie sezonald bine definita pentru concentratiile aferente fractiunii de aerosoli descrisi
de diametrul particulelor D, <0,1 pm (Figura I1.1.6a) si 0,1-1,0 um (Figura 11.1.6b), cu
In cazul fractiunilor de
respectiv 2,5 — 10 um
(Figura 11.1.6d), se observa existenta unor concentratii mari de PAHs-uri si materie

valori ale concentratiilor mai mici in sezonul cald fata de cel rece.
particule cu Dy cuprins intre 1,0 si 2,5 um (Figura 11.1.6¢) si,

particulatd pentru lunile noiembrie-ianuarie si martie.
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Figura 11.1.6: Variabilitatea in timp a concentratiei masice a materiei particulate (PM) ambientale
(linia solidd) si a PAHs-urilor identificate si cuantificate in cele 4 fractii de aerosoli Dp < 0,1um

(@),0,1<Dp<1,0pum(b)1,0<Dp<25pum(c)si2,5<Dp<10 pm (d).

n N w
o 2 =]

[ =
o ol
(¢-w B1l) Nd BOISEW BINRIIUSIU0D

o
wn

o
=}



Figura 11.1.7 prezinta distributiile pe dimensiuni ale concentratiilor masice pentru
PAH-urile selectate (Phe, FIt, BaP). Majoritatea speciilor analizate au profil monomodal,
cu varful in modulul de acumulare (0,1-1,0 um) si maxime la 381 nm.
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Figura I1.1.7: Distributii dimensionale ale concentratiilor de masa pentru Phe (a), Flt (b) si BaP
(c) in aerosolii atmosferici colectati din zona urbana Iasi.

Au fost aplicati doi algoritmi pentru atribuirea surselor de PAH-uri: PMF (positive
matrix factorization) si CWT (concentration weighted trajectory). Figura 11.1.8 prezinta
rezultatele CWT pentru sursele PAH-urilor din fractia PMyg, folosind contributiile medii
ale factorilor PMF la PMy total. Traiectoriile inverse ale maselor de aer pe 48 ore la 500 m
altitudine (Figura 11.1.8a) au fundamentat analiza CWT ulterioara. Distributiile din
Figura 11.1.8.b—d indica hotspot-uri, inclusiv in zonele de coasta ale Marii Negre,
sugerand posibile depozite de PAH-uri in particule de sedimente antrenate de actiunea
valurilor si a vanturilor puternice.

{a) Traiectorii ale maselor de aer care au ajuns
la 500 m akitudine

‘qoud ¢ ouoo
‘qoud f ouoa

‘qoujauny
“qoady ~auoo

Figura 11.1.8: Hartile de distributie dupa algoritmul matematic CWT, obtinute folosind traiectoriile
inverse ale maselor de aer ce au ajuns la locatia de interes dupa 48 de ore, la 500 m altitudine (@), si
pentru sursele de emisie a PAHs-urilor; (b) emisii provenite din trafic; (c) surse mixte de
combustie, (d) arderea biomasei si a lemnului si (€) arderea carbunelui si a gazelor naturale.



La locatia de interes descrisa in Capitolul 11.2 a fost identificata Alternaria destruens,
specie cu potential de a transloca populatii bacteriene cu mecanisme diferite de absorbtie a
PAH-urilor (Alvarez-Barragan et al., 2023). PAH-urile par distribuite relativ omogen in
celulele fungice, probabil prin difuzie; o suprafatd celulard hidrofoba ar putea favoriza
interactia si selectia bacteriilor in prezenta PAH-urilor.

Tn Capitolul 11.2 sunt prezentate dovezi pentru prezenta bacteriei Priestia
aryabhattai, capabila de crestere aeroba si anaerobad. Epuizarea oxigenului in timpul
dezvoltarii hifelor lui A. destruens poate genera nise anoxice care faciliteaza dispersia
bacteriilor facultative/anaerobe prin reteaua de translocatie fungicd. De asemenea, P.
aryabhattai ar putea fi translocata prin zone hidrofobe (particule hidrofobe contaminate cu
PAH-uri) de-a lungul retelelor fungice. Aceste observatii au relevanta ecologica: bacterii
aerobe si anaerobe pot fi dispersate — in special translocate prin zone hidrofobe — de-a
lungul retelelor fungice, favorizand colonizarea unor nise noi (Alvarez-Barragan et al.,
2023).

11.2 BIOAEROSOLII DIN MATERIA PARTICULATA AMBIENTALA DIN ZONA
URBANA IASI, NORD-ESTUL ROMANIEL. CARACTERIZAREA
MICROBIOLOGICA

11.2.1 Prelevarea pasiva a bioaerosolilor din zona urbana Iasi
Probele de bioaerosoli au fost colectate in Iasi, nord-estul Romaéniei, la Statia de
Monitorizare a Calitatii Aerului (AMOS, latitudine 47°9" N si longitudine 27°35" E) din
cadrul Universitdtii ,,Alexandru Ioan Cuza” din Iasi.

Prelevare de probe in regim pasiv (prin depunere gravitationala) s-a realizat in datele
de 06 iulie 2023 si 24 aprilie 2024. Strategia de prelevare a probelor din 06 iulie 2023 a
vizat realizarea unui studiu de comparare a microbiotei de la nivelul solului (1 m), in
proximitatea Corpului A al Universitatii ,,Alexandru Ioan Cuza” din Iasi, cu cea specifica
unei altitudini de 35 m deasupra nivelului solului, la statia AMOS de pe acoperisul
Corpului C (Figura 11.2.1.a). Pe parcursul evenimentului din 24 aprilie 2024 s-a realizat
simultan si prelevare in regim dinamic folosind un ansamblu format din unititi fixe de
sustinere (stacked filter units, SFU) a filtrelor si pompe (Figura 11.2.1.b).

La statia AMOS, parametrii meteorologici (temperatura aerului ambiental,
umiditatea relativa (RH), radiatia solara totala, viteza si directia vantului) sunt masurati cu
o statie meteo Hawk GSM-240 (Weather Hawk, Logan, SUA). Valorile medii ale
parametrilor meteorologici aociati celor doua evenimente de prelevare sunt prezentate in
Tabelul 11.2.1.

Tabel 11.2.1: Valorile medii ale parametrilor meteorologici pentru evenimentele de prelevare

pasiva.
Eveniment < o .- o Radiatie solara  Viteza vantului
orelevare Temperatura (°C) Umiditate (%) (W m?) (ms?)
2023 28,2 42,2 835 57
2024 19,2 49,9 381 58

In prelevarea pasiva s-au utilizat plici Petri (@ 100 mm) cu medii nutritive Luria-
Bertani (LB) si Sabouraud (SAB), expuse pe mese la ~1 m indltime si departe de obstacole,
pentru evitarea contaminarii incrucisate. Expunerea standard a fost de 1 ora, iar pentru
evaluarea efectului timpului s-au realizat si expuneri de 2, 3 si 4 ore. Toate componentele
au fost sterilizate anterior intr-o hota de sigurantd microbiologica (SafeFast Premium,
advectie verticald), iar sticlaria (vasele Petri) a fost autoclavata (Prestige Medical,
Podiaclave).
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Figura 11.2.1: Strategia de prelevare pasiva aplicata pentru colectarea probelor de bioaerosoli
din materia particulatd ambientald din zona urbana lasi pentru evenimentele din 06 iulie 2023 si
24 aprilie 2024 (Figura 11.2.1.a), cu detalii pentru prelevarea activa regasite in Figura 11.2.1.b.

Pentru prelevarea pasiva, componentele SFU au fost curatate cu etanol 70% si
ulterior sterilizate UV; fiecare SFU a fost conectat la o pompa si un debitmetru, volumul de
aer prelevat fiind de 1,78 m® h™. Pentru ambele evenimente s-au folosit probe martor
pentru a verifica potentiala contaminare incrucisata. Traiectoriile maselor de aer care au
ajuns la punctul de prelevare (Figura 11.2.2) au fost generate cu HYSPLIT 4
(ARL/NOAA) pe platforma READY (Stein et al., 2015; Rolph et al., 2017) pentru un
parcurs de 48 ore. Tn 2023, aerul a sosit preponderent din NE si SE (Ucraina si Republica



Moldova) — Figura 11.2.2.a; In 2024, traiectoriile rulate la 100, 500 si 1000 m indica o
origine dominant sud-estica (zona Marii Negre) — Figura 11.2.2.b.
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Figura 11.2.2: Traiectoriile maselor de aer care au ajuns la locatiile de interes pentru evenimentul
din 6 lulie 2023 (a) si respectiv 24 Aprilie 2024 (b).

11.2.2 Prepararea probelor de bioaerosoli
Probele colectate prin esantionare pasiva, odata ajunse in laborator, au fost incubate direct.
Pentru probele prelevate Tn regim dinamic s-au folosit doua tehnici de insamantare
prezentate schematic in Figura 11.2.3.
)

Extractie in apa L
ultrapura sterila(15 mL)

Serie de dilutii in 4,5 mL 3’
apa ultrapura sterila

Ecocell

]
)  —

Cultivarea filtrului U
de aluminiu

Cultivarea probei diluate

Incubare

Figura 11.2.3: Etape urmate la realizarea insamantarilor pentru probele de bioaerosoli
prelevati in regim dinamic.
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Pentru prima metoda, filtrele incarcate cu probe de bioaerosoli prelevati sau filtrele
blank au fost puse direct pe placi Petri pregatite in prealabil cu medii de crestere (LB sau
SAB) bogate in nutrienti. Pentru cea de-a doua varianta s-a realizat extractia bioaerosolilor
prelevati, extractele fiind ulterior folosite pentru inoculare pe placi Petri pregitite in
prealabil cu medii nutritive specifice (LB sau SAB). Pentru extractie, filtrele expuse si
probele blank au fost transferate in tuburi Eppendorf sterile preumplute cu mediile LB sau
SAB bogate in nutrienti, extractia realizandu-se cu un sistem vortex la 2000 rpm timp de 1
minut. Volume de 100 pL de probe extrase au fost pipetate si distribuite uniform cu o bucla
de inoculare pe suprafata placilor Petri LB sau SAB pregatite in prealabil. Probele blank de
control din cuart au fost supuse unei g)roceduri de preparare similare. Pentru probele
extrase au fost realizate dilutii de 10 chiar pand la 10°. Placile Petri obtinute din
esantionarea pasiva si activa, inclusiv blankurile, au fost incubate la 28 °C intr-un cuptor
cu circulatie naturala (Ecocell, Germania), cu monitorizare continua in primele 24 ore si
ulterior la fiecare 24 ore pe o perioada extinsa. Dupa incubare, culturile microbiene au fost
pastrate la 2—4 °C intr-un frigider de laborator Infrico Medcare LTUF258.

11.2.3 Caracterizarea microbiologica a bioaerosolilor din materia particulata
ambientala din zona urbana Iasi

Figurile 11.2.4 si 11.2.5 arata detalii ale placilor Petri in etape diferite de incubare pentru
probele din 06 iulie 2023 si 24 aprilie 2024. Microorganismele vizibile au fost ulterior
izolate si purificate pentru mentinerea culturilor viabile si identificare gen/specie, folosind
anse sterile (1 puL) pe placi Petri cu medii nutritive (LB sau SAB). Tn Figura 11.2.4,
sagetile rosii marcheaza bacterii (B), iar albastrele — fungi (F); in Figura 11.2.5, rosu —
bacterii (B), albastru — colonii fungice (F), verde — drojdii (D)

Prelevarea pasiva
e
ke
-
7’

\ L—b

.w‘

Figura 11.2.4: Aspectul placilor Petri pentru probe prelevate in data de 06 iulie 2023, in regim
pasiv, de la ~1 m deasupra nivelului solului (Corp A) si de la 35 m fata de nivelul solului (Corp C),
dupa incubare la 28°C pentru perioade specifice de timp.
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Figura 11.2.5: Aspectul placilor Petri pentru probe prelevate in data de 23 éprilie 2024, n regim
pasiv sau dinamic, de la 35 m fata de nivelul solului (Corp C), dupa incubare la 28°C pentru
perioade specifice de timp.

Coloniile microbiene izolate si purificate din probele de materie particulata au fost
investigate la RECENT AIR (Romania), preponderent prin microscopie optica clasica.
Identificarea la nivel de gen si specie a fost realizata ca serviciu externalizat la Eurofins
BIOMI Ltd. (G6dol16, Ungaria).

Pentru evenimentul din 24 aprilie 2024 in primele 24 ore au aparut coloniile de
microorganisme B1, B2 si fungice F1, F3, cu inflorescentd puternica pentru bacteria B2
dupa 12 ore; B3 si B4 se dezvolta dupa 48 ore; drojdiile Y1, Y2 si colonia fungica F2 dupa
72 ore; F4 si F5 dupa 10 zile. Colonia F6 apare la 24 ore, dar moare ulterior in depozitare
la 2—4 °C. Coloniile D1 si D2, roz si cu morfologie aparent bacteriand, au fost confirmate
ca levuri (drojdii) doar dupa examinare microscopica sau secventiere.

11.2.3.1 Caracterizarea morfo-structurali a bioaerosolilor

Pentru caracterizarea morfologica a bioaerosolilor din particulele ambientale din Iasi, dupa
pregatirea probelor s-a utilizat stereomicroscopul Stemi 508 KMAT (Carl Zeiss GmbH,
Germania), care a permis observarea si incadrarea la nivel de colonii a bacteriilor, fungilor
si drojdiilor crescute pe medii de cultura.

Tabelul 11.2.2 prezintd detalii morfologice pentru colonii bacteriene si fungice
selectate de pe placi ale evenimentului din 6 iulie 2023, iar Tabelul 11.2.3 ofera informatii
similare pentru evenimentul din 24 aprilie 2024. Suplimentar, a fost aplicata si tehnica de
colorare Gram pentru a obtine informatii mult mai specifice in privinta tipurilor de bacterii
prezente n proba. Pasii experimentali urmati la aplicarea tehnicii coloratiei Gram sunt
prezentati in Figura 11.2.6.

Coloratia Gram s-a realizat prin aplicarea colorantilor violet de gentiana si fucsina in
vederea clasificarii bacteriilor in Gram pozitive — celule de culoare mov, si Gram negative
— celule de culoare roz.
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Tabelul 11.2.2: Detalii morfologice prezentate electiv pentru colonii bacteriene si fungice izolate
din materia particulata prelevata in cadrul evenimentului din 6 iulie 2023.

B1 (corp A, ~1m) B2 (corp C, ~ 35 m)

B3 (corp A, ~1m)

Colonie bacteriana alba, neteda Colonie bacteriand  galbend, Colonie bacteriand roz, neteda
cu suprafatd si margine regulatd, netedd cu suprafatd si margine cu suprafatd si margine regulata,
@ =2,63mm regulata, @ = 3,65 mm @ =4,00mm

B4 (corpA,~1m

Colonie bacterianda portocalie, Colonie  bacteriana  gédlbuie, Colonie bacteriand albicioasa,
netedd cu suprafatd si margine netedd cu suprafatd si margine netedd cu suprafatd si margine
regulatd, @ =2,73 mm regulatd, @ = 3,61 mm regulatd, @ =4,01 mm

F1 (corp C,~35m) F2 (corpA,~1m) F3 (corpA,~1m)

Colonie fungica maro, @ = 3,24 Colonie fungicd roz, @ = 3,67 Colonie fungica albé = 3,13
mm mm mm

Tabelul 11.2.3: Detalii morfologice pentru coloniile bacteriene, fungice sau de tip drojdie izolate
din materia particulatd prelevata in cadrul evenimentului din 24 aprilie 2025 (corp C, ~ 35 m
deasupra nivelului solului).

Bacterii (B)

B;— Colonie bacteriand  B,— Colonie bacteriana B;— Colonie bacteriana B4 — Colonie bacteriana

portocalie, neteda, alba, neteda, lucioasa, galbena, neteda, lucioasd, rosie, netedd, lucioasd, cu
lucioasd, cu suprafatd si  cu suprafata si margine cu suprafata si margine suprafata si margine
margine regulata, @ = regulatd, @ = 9,20 mm regulatd, @ = 11,35 mm regulate, @ = 8,30 mm
9,04 mm
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Fz— Colonie fungica -
maro, & = 6,66 mm

F1— Colonie fungicé,
roz-deschis, @ = 11,40
mm

Fg— Colonie fungica
roz, @ =8,17 mm

Fs— Colonie fungica
verde, @ = 8,64 mm

F3;— Colonie fungica
alba, @ =11,22 mm

F4— Colonie fungica
verzuie, @ = 8,63 mm

D, — Colonie fungica
levuriforma roz-pal,
netda, lucioasa, cu
suprafata si margine
regulata, @ = 6,90 mm.

D, — Colonie fungica
levuriforma roz inchis,
rugoaza, lucioasa, cu
suprafata si margine
regulatd,, @ = 8,03 mm.

Violet de
Gentiana

~ peptidoglican

spatiu periplasmic

ﬁ@@@mﬁ membrana citoplasmatica

Spalare

Apa ultrapura

Fixare Lugol 1 minut
p—
1 minut Fucsin./ Decolorare
/ (acetona: etanol)

lipopolizaharide
membrana externa
lipoproteine
peptidoglican
spatiu periplasmic

Eﬁ@ﬁ@@@@@@ membrana citoplasmatica

Figura 11.2.6: Etape experimentale urmate in aplicarea tehnicii coloratiei Gram.

Rezultatele obtinute prin aplicarea tehnicii coloratiei Gram si a investigarii
caracteristicilor frotiurilor la nivel microscopic sunt prezentate in Tabelul 11.2.4 pentru
evenimentul de prelevare din 6 iulie 2023 si in Tabelul 11.2.5 pentru evenimentul din 24

aprilie 2024.

Microorganismele D1 si D2 din Tabelul 11.2.5 au fost initial presupuse drept drojdii,
pe baza blastosporilor evidentiati prin colorare Gram. In probele evenimentului analizat s-
au observat colonii fungice levuriforme, in care au fost identificate conidii asexuate
formate prin inmugurirea celulelor levuriforme (blastospori).
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Tabelul 11.2.4: Detalii anatomo-structurale obtinute prin aplicarea tehnicii coloratiei Gram pentru
microorganisme izolate din materia particulatd ambientald asociatd evenimentului din 6 iulie 2023.

Bacterii (B)

Corp C, ~ 35 m deasupra nivelului solului

Corp A, ~ 1 m deasupra nivelului solului

N—

e

B, — Bacterii Gram+, bacili — mono- si diplobacili
(1000x%), bacterie albad
i - —

B1,— Bacterii Gram+, bacili — mono- si diplobacili
(1000x%), bacterie translucida
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B,;— Bacterii Gram+, cocobacili (1000x), bacterie

By, — Bacterii Gram+, , bacili — mono- si diplob‘acili
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(1000x), bacterie albicioasa
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B33 — Bacterii Gram-, bacili — mono-, diplo- si
streptobacili (1000x), bacterii portocaliu somonat

B3, — Bacterii Gram-, bacili — mono- si diplobacili
(1000x), bacterii portocaliu somonat
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B4, — Bacterii Gram+, coci — mono- si diplococi, tetrada
(1000x), bacterii portocaliu intens

B42—‘Bacterii Gram+, coci — mono- si diplococi,
tetradd (1000x), bacterii portocaliu intens

Fungi (F)

9

F14— Hife si dictiospor (400x)
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F3; - Miceliu (100x) si microconidii (400x%)

Fa, - Hife (100x) si monofialide (400x)

Tabelul 11.2.5: Detalii anatomo-structurale obtinute prin aplicarea tehnicii coloratiei Gram pentru microorganisme
izolate din materia particulatd ambientald asociatd evenimentului din data de 24 aprilie 2024 (Corp C, 35 m

deasupra nivelului solului).
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Fungi (F)
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F,— Hife (100%) " F,_ Hife (400x)
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F,— Miceliu cu conidiofori (400x)
. \

"

D, — Drojdie, blastospori (1000x)

D, — Drojdie, blastospori (1000x)
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11.2.3.2 ldentificarea microorganismelor izolate din probele de bioaerosoli existenti in
atmosfera urbana Iasi

Rezultatele privind identificarea genului si speciei microorganismelor izolate din
bioaerosolii asociati materiei particulate urbane din Iasi (evenimentul din 24 aprilie 2024)
sunt prezentate Tn Tabelul 11.2.6, chiar daca analizele nu au fost efectuate in laboratoare
din Romania.

Identificarea (pana la nivel de gen/specie) a fost realizata ca serviciu externalizat la
Eurofins BIOMI Ltd. (G6dollé, Ungaria), fiind esentiald pentru investigatiile ulterioare.
Pentru bacterii s-a secventiat regiunea 16S rRNA, iar pentru fungi si drojdii regiunea
ITS1-2, utilizand tehnici standard PCR si qPCR.

Tabelul 11.2.6: Specii microbiene identificate sau detectate in microorganisme izolate din
articulele din zona urbana Iasi.

Cod proba Detaliu
Cod Taxon Gen Specii identificate P experiment
Analiza Discutii
B, Planococcus Planococcus wigleyi | B;-Plaj_; 5 Bria, wig. O
B, Priestia Priestia aryabhattai | B,-Pri;_, Bpri. ary. O
Bacterii
B, Agrococcus Agrococcus citreus B;-Adri-; 3 Bagr it @
B, Arthrobacter Arthrobacter sp. B,-Arh Barh. sp. @
F, Fusarium Fusarium Fi-Fusi_; 3 Feus °
F, Alternaria Alternaria destruens | F,-Alt_,, Fait. des. Q“‘ s
Sy
Fs Alternaria Alternaria sp. Fs-Alti,, Fait sp.
Fungi
F, F,-Clai;, Fotasp.1 .
Cladosporium Cladosporium sp. —
Fs Fs-Clai-;., Fola sp.2 ‘ *
F6 ) ) ) ) O
D, D;-Auric; 3 | Dagrspn y
Drojdii Aureobasidium Aureobasidium sp. “"/
D, Do-Auric; 3 | Dagrsp.2 @

Planococcus wigleyi (B1) este izolata frecvent din fecale de pui (Pallen, 2024).
Priestia aryabhattai (B2), membru al genului Priestia si fost Bacillus (Gupta et al., 2020),
provine din sol, ape uzate si deseuri electronice; are potential pentru degradarea e-
polimerilor/pesticidelor (Hanano et al., 2025; Chakraborty et al., 2023) si pentru
remedierea metalelor (Nithyashree and Subramanian, 2025); descompunerea plasticului
poate genera VOC si alti produsi secundari (Chakraborty et al., 2023). Agrococcus citreus
(B3) este larg raspandita in ecosisteme terestre si acvatice, asociatd cu plante, ciuperci,
animale si specimene clinice (Evtushenko and Takeuchi, 2006). Arthrobacter sp. (B4) este
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raportata din soluri desertice (Liu et al., 2018; Guo et al., 2019). Conform Eurofins BIOMI
Ltd., izolatul Fusarium (F1) din particulele urbane din Iasi pare un nou candidat pentru
genul Fusarium. Alternaria destruens (F2) a fost izolata din sedimente marine contaminate
si poate creste in prezenta PAH-urilor sau transloca bacterii in medii hidrofobe (Alvarez-
Barragan et al., 2023). Variabilitatea sezoniera a 17 PAH-urilor Tn aerosoli urbani din Iasi a
fost raportata (Amarandei et al., 2024), iar detectarea lui A. destruens sugereaza un rol in
chimismul particulelor. Alternaria spp. (F3) au surse principale culturile de
cereale/pasunile, iar alergenul Alternaria este abundent in aer, in principal din fragmente
de spori si hife (Alberto et al., 2024; Apangu et al.,2023). Cladosporium spp. (F4, F5) sunt
comune pe material vegetal viu si mort si au potential alergenic ridicat (Sindt et al., 2016).
Aureobasidium spp. (D1, D2) sunt prezente preponderent in sol si pe plante.

1.3 CARACTERIZAREA LA NIVEL MOLECULAR SI ELEMENTAL A
BIOAEROSOLILOR ATMOSFERICI DIN ZONA URBANA IASI

11.3.1 Analiza la nivel molecular a unor bioaerosoli din aerul ambiental din zona
urbana Iasi prin utilizarea tehnicii maldi-orbitrap ms pentru identificarea markerilor
peptidici ai bacteriilor

Pentru microorganismele izolate din bioaerosolii aeropurtati de materia particulata,
prelevati la statia AMOS 1n 6 iulie 2023, s-au efectuat investigatii moleculare cu un
Orbitrap Exploris 240 (Thermo Scientific, SUA) cuplat la o sursa MALDI (MassTech,
SUA), echipament aflat in laboratoarele RECENT AIR ale Universitatii ,,Alexandru loan
Cuza” din lasi.

11.3.1.1 Probele de bioaerosoli

Probele analizate prin MALDI-Orbitrap MS au provenit din prelevare pasiva pe mediu
Luria—Bertani (LB). Pentru evenimentul din 6 iulie 2023, masele de aer care au ajuns la sit
la 07:00 UTC au avut origine sud-estica (zona Marii Negre), iar la 11:00 UTC au provenit
preponderent din transectul nord-estic; la 100 m altitudine, masa de aer a fost in principal
locala si puternic afectata de inversia termica (Figura 11.2.2.b). Locatiile de prelevare au
fost Corp A (~1 m deasupra solului) si Corp C/AMOS (~35 m), iar procedurile de
prelevare si pregdtire (incubare directd, extractie, inoculare, crestere etc.) sunt descrise in
Capitolele 11.2.1 i 11.2.2.

I1.3.1.2 Conditiile optime de operare la utilizarea tehnicii maldi-orbitrap ms in
investigarea bioaerosolilor

Pentru investigarea coloniilor selectate de bacterii si fungi s-a utilizat Orbitrap Exploris
240 (Thermo Scientific) cu sursa MALDI (MassTech) din cadrul RECENT AIR,
Universitatea ,,Alexandru loan Cuza” din Iasi. Protocolul MALDI-Orbitrap MS a inclus:
transfer cu ansa de pe mediul de cultura intr-un tub Eppendorf cu 10 pL acid formic 70%,
vortex 3 min, adaugare 10 uL acetonitril, vortex 3 min, apoi depunere 0,5 pL supernatant
pe placa tintda MALDI si aplicarea matricei CHCA (Freiwald and Sauer, 2009).

I1.3.1.3 Spectrele de masa pentru bacterii si fungi izolati din bioaerosoli ambientali

Contributiile matricei de ionizare si ale probelor martor (artefacte din operarea n conditii
sterile) au fost sustrase din spectrele de masa ale probelor bacteriene/fungice de interes.
Spectrele au fost achizitionate in domeniul 400-6000 m/z. Figura 11.3.1 prezinta: (a)
spectrul matricei CHCA; (b) spectrul probei martor; (c) spectrul unei probe bacteriene
izolate din bioaerosolii materiei particulate ambientale; (d) acelasi spectru bacterian dupa
sustragerea semnalelor matricei si martorului; (e) varianta din (d) restransd la 400-1500
m/z. Pentru proba bacteriana avand codul Bj; s-a realizat o evaluare a spectrului de masa
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prezentat in Figura 11.3.1.e, cu atribuirea unor compusi sau clase de compusi utilizdnd
bazele de date ECMDB, MiMeDB si LIPID MAPS. Pentru ioni moleculari selectati au fost
generate si spectrele de masa MS/MS. Spectrele MS/MS sunt prezentate in Figura 11.3.2

pentru cele mai intense 10 semnale din spectrul de masa integral achizitionat in domeniul
400-6000 m/z.
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Spectrele MS/MS au evidentiat semnale caracteristice in domeniul m/z 50-850,
unele concordante cu profilurile tulpinilor Bacillus cereus si Bacillus thuringiensis. Un ion
la m/z 714,2485 poate corespunde unui biomarker raportat pentru identificarea B. cereus si
discriminarea fata de B. thuringiensis (acesta din urma fiind asociat cu un semnal
caracteristic la m/z 906,5) (Ha et al., 2019; Manzulli et al., 2021). In ceea ce priveste
procesdrile aferente replicatelor investigate pentru izolatele bacteriene, spectrele de masa
inregistrate reflecta faptul ca cel mai probabil, de foarte multe ori, avem de-a face poate cu
tulpini diferite ale aceleasi specii (exemple prezentate in Figura 11.3.4). Investigatiile
detaliate asupra coloniei bacteriene albe B11l (prelevata la Corpul A, ~1 m deasupra
nivelului solului) au evidentiat semnale specifice surfactinei C si surfactinei D. Figura
11.3.6 prezintd spectre MS si MS/MS achizitionate in modul pozitiv pentru tandemul
MALDI-Orbitrap MS. Pentru precursorul 1036,7 m/z, spectrul MS/MS a fost Tnregistrat cu
30% energie de coliziune si fereastra de izolare 3 m/z.
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Rezultatele evaluarii izotopice prezentate confirma formula moleculara a surfactinei
C (ion molecular [Cs3HgsN;O13+H]") si surfactinei D (ion molecular [CssHosN7O13+H]") in
colonia bacteriana Bj; prezenta in probele colectate la 1 m deasupra solului. Tn cazul
probelor de fungi, pentru specia notatd F1 au fost observate spectre distincte ca profil intre
replicatele de la Corpul A, in timp ce replicatele de la corpul C au fost caracterizate de
spectre cu profile relativ asemanatoare (Figura 11.3.7).
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Spectre foarte asemanatoare au fost observate pentru colonia fungica notata F3, atat
intre replicate, cat si intre coloniile provenite de la cele doua locatii de prelevare (Figura
11.3.7). Tn acest studiu, analizele MALDI-Orbitrap MS au evidentiat trasaturi relevante ale
microorganismelor izolate din materia particulatd urband din lasi, desi atribuiri structurale
au fost posibile doar pentru un numar limitat de compusi. O evaluare mai profunda ramane
obiectul unor cercetari viitoare. Tehnica este rapidd si, in general, fiabila pentru
identificare fenotipica, insa prezinta anumite limitari.

I1.3.2 Determinarea concentratiilor elementale Tn microorganisme izolate din materia
particulati ambientala utilizind tehnica ICP-MS

Compozitia elementald a bioaerosolilor aeropurtati de materia particulatd ambientald din
Tagi a fost determinata prin ICP-MS, pentru elemente esentiale si toxice. Analizele au vizat
microorganismele izolate si purificate din bioaerosolii aferenti evenimentului din 24 aprilie
2024. Izolatele (bacterii, fungi, drojdii) obtinute prin prelevare pasiva au fost identificate
taxonomic la nivel de gen/specie in laboratoarele Eurofins BIOM Ltd, Ungaria, Tnaintea
determinarilor ICP-MS. Pentru cele 4 bacterii, 5 fungi si 2 drojdii, codurile folosite aici
coincid cu cele din Tabelul 11.2.7.

11.3.2.1 Procedura preparativa utilizati pentru transferul cantitativ in solutie al
Microroganismelor izolate din bioaerosolii asociati materiei particulate ambientale
din zona urbana Iasi

Pentru analiza ICP-MS s-au folosit izolate bacteriene, fungice si de drojdii cultivate pana la
obtinerea unei biomase suficiente pentru determinari cantitative. Pentru fiecare
microorganism s-au pregatit triplicate prin crestere > 24 ore pe mediu Luria — Bertani
(bacterii, drojdii) si Sabouraud (fungi). Din fiecare cultura s-au colectat cu grija 24-173
mg material, minimizand aportul mediului, apoi probele au fost mineralizate. Pentru
microorganismele Bpri. ary., Fait des., Fait sp., Fcla sp. 1, Fcla sp. 2, Un replicat din trei a fost
exclus din cauza dezvoltarii masice limitate. Transferul analitilor in solutie s-a realizat prin
mineralizare asistata de microunde, folosind SpeedWave Xpert cu rotor DAP40 (24 vase,
doua randuri; Analytik Jena, Germania). Programul, rapid si simplu, a derivat din EPA
3052 (U.S. EPA, 1996). Dupa digestie, probele au fost filtrate pe hartie Whatman® Grade

26



41 (Merck) si completate la 10 mL cu apa ultrapura obtinuta pe OmniaPure UV/UF-TOC
(StakPure, Germania). Dizolvarea totala a fost confirmata vizual in etapa de filtrare
ilustrata in Figura 11.3.8, care prezinta succesiunea etapelor preparative si de analiza.
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Figura 11.3.8: Etapele preparative ce includ mineralizarea asistatid de microunde inainte de
evaluarea continutului de metale prin tehnica ICP-MS.

I1.3.2.3 Concentratiile totale ale speciilor metalice analizate in microorganismele
izolate din bioaerosoli asociati materie particulate ambientale

Abundenta medie a elementelor in probe urmeaza ordinea: Ca > Mg > Al > Zn > Fe > Mn
>Sr>B>Rb>Ba>Cu>Cr>V>Pb>TlI>Mo>Li>Ni>Co>Cd>Bi>U.
Tabelul 11.3.5 prezinta mediile concentratiilor (+ incertitudine absolutd) pentru elemente la
nivel de pg g (Tabelul 11.3.5.a) si ng g (Tabelul 11.3.5.b). Figura 11.3.10 reda, in
grafice radiale, elementele cu rol celular potential (Fe, Cu, Zn, Ni, Co, Mn, V), alaturi de
suma concentratiilor Ca, Mg, Al, B, Rb, Sr, Ba si de elementele la nivel de ultra-urme
(suma Cr, Pb, TI, Li, Cd, Bi, U). Conform Tabelului 11.3.5, Ca si Mg sunt cele mai
abundente; Ca are cea mai mare valoare in colonia Bpy, 4., care a prezentat si cea mai
pronuntata inflorescentd in primele 12 ore de incubare. Mg si Cr ating valorile cele mai
ridicate 1n toate coloniile bacteriene, fara un tipar clar la fungi si drojdii. Al, Zn, Fe, Mn,
Ba, Cr, V, Ni, Mo, Li, Cd, Co aratd abundente mai mari Bpja, wig.. $i Bpri. ary. decat in Bagr. cit.,
fara un model specific in izolatele fungice/drojdii.

Desi Tabelul 11.3.5 prezinta concentratiile totale, o parte importantd poate proveni
din forme ionice usor disponibile, implicate in semnalizare, cataliza sau roluri structurale.
Figura 11.3.10 evidentiaza metale de tranzitic esentiale (Fe, Zn, Mn, Cu, Ni, Co) la
niveluri mici, cu functii catalitice cheie In metabolismul microbian (Pernil and Schleiff,
2019).

Multe elemente (Fe, Cu, Zn, Ni, Mn, Mo, Co, V) sunt utilizate curent de
microorganisme, iar prezenta unor specii toxice precum Cr, Pb si U in izolatele din
particule urbane din lasi este probabil legata de expunerea la poluare in timpul
transportului maselor de aer.
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Tabelul 11.3.5: Concentratiile estimate ale elementelor identificate in bacteriile (B), fungii (F) si drojdiile (D) izolate din PM ambiental in zona urbana lasi.

a elemente in urme (ug g™)
Proba Ca Mg Al Zn Fe Mn B Sr Rb Ba Cu
Bria. wig 376 +8 197+5 276+11 159+05 27612 551+020 030+£002 164+0.07 159+005 132+0.04 0.18+0.01
Brri. ary. 2031 + 27 190+3 59.7+14 20.7+04 198+04 453+0.13 040+001 441+0.09 071+001 182+0.06 0.20+0.01
Bagr cit. 255+5 1725 09+0.2 8.8+0.2 76+0.6 1.78+0.07 037+0.02 125+0.04 161+005 0.77+£0.03 0.35+0.02
Frus 191+6 182+9 105104 17.7+05 79+04 0.86+0.03 053+002 131+004 0.83+0.02 039+0.04 0.41+0.03
Fait. des 100+1 28+1 8.0+0.2 16+0.1 1.3+0.1 0.20+0.01 3.03+0.11 051+002 051+0.01 0.10+£0.01 0.29+0.01
Fait. sp. 156 £ 5 142+2 241+06 184+0.2 127105 034+001 097+003 1.10+0.04 048+0.01 054+0.01 0.27+0.01
Fela sp1 502 +13 55+1 8.7+0.1 44+0.1 41+09 052+0.02 559+006 212+005 122+0.03 0.64+0.02 0.28+0.01
Fela. sp.2 155+ 3 20+1 25+0.1 1.1+0.1 n.d. 0.14+0.01 1.40+005 081+004 042+0.01 0.20+£0.01 0.06+0.01
Daur. sp.1 247 +£19 64+1 n.d. 24.7+0.6 7.3+1.8 2.38+006 0.76+0.03 0.66+0.03 0.74+0.03 0.42+0.03 n.d.
Daur. sp. 2 232+4 47 +1 1.6+0.1 82+0.3 40+£1.0 1.33+0.08 n.d. 0.72+0.03 0.16+0.01 046+001 0.19+0.02
b elemente in ultra-urme (ng g%
Proba Cr \% Pb Ni Tl Li Mo Cd Co Bi U
Bria. wig 315+13 131+18 Ex: 30.3+£20 38.7+3.0 70.8+6.3 85.7+7.3 28.2+6.3 220128 6.4+0.9 0.60 £ 0.16
Bepri. ary. 288+9 120+ 8 410+8 84701 1025%5.0 71.3+£05 66.5+ 2.8 39.9+10.1 34511 111+21 1.19+0.33
Bagr cit. 201+9 92+10 113+5 13.1+0.7 115024 260+ 26 33+17 9.9+4.0 50+£04 47+0.8 0.29 £ 0.02
Frus 92+5 877 11+1 9.0+£0.3 83+17 11.0+1.3 41.0+3.3 17.0+11.9 83+12 0.38+0.12
Falt. des 86+3 130+6 14+1 65+14 7.3+0.9 200+22 102+1.6 2.52+£0.34
Fatt. sp. 73x1 78+7 1311 125+1.1 45+14 143+1.4 215+14 25.0+6.1 102+0.4 0.79+0.14
Fola sp1 221+4 3209 47 +1 84.1+£0.1 170+ 1.4 10.2+1.1 42.0+2.2 19.6+0.5 1.7+0.3 3.91+£042
Fela. sp.2 53+4 22+1 85+14 6.7+1.2 11.0+14 308+4.1 1.79+0.39
Daur.sp. 1 85+2 115+ 13 93+6 25.0+3.7 78.3+9.1 245+3.2 1.55+0.19
Daur.sp. 2 94+3 88+6 68+2 441+2.38 185+1.4 9.72+£0.26
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1.4 ANALIZA COMPUSILOR GAZOSI EMISI DE
MICROORGANISMELE IZOLATE DIN BIOAEROSOLII ASOCIATI
MATERIEI  PARTICULATE  AMBIENTALE  UTILIZAND
SPECTROMETRIA DE MASA CU FLUX SELECTIV DE IONI (SIFT-
MS)

11.4.1 Pregatirea probelor si realizarea masuratorilor

Probele pentru SIFT-MS au fost colectate prin sedimentare pasiva pe placi Petri
cu agar LB si SAB, la statia AMOS 1n 24 aprilie 2024, intre 16:00 si 19:00,
conform descrierii prezentate in cadrul Capitolului 11.2.1. Pentru analiza VOC
emisi de microorganismele izolate (bacterii, fungi, drojdii) din fractia de
bioaerosoli s-au folosit pungi de polipropilena Restek, cu monitorizarea fluxului
de aer la iesire prin aceeasi tehnologie.

Dupa incubare, coloniile au fost izolate si purificate pe placi Petri cu
mediu nutritiv, apoi introduse in pungi Restek. Pungile au fost sigilate termic,
aerul rezidual a fost indepartat cu pompa de vid, iar ulterior au fost umplute cu
aer sintetic pana la 400 mL. Strategia de lucru este ilustrata in Figura 11.4.1.

— - T —
G‘: Analiza SIFT-MS
-— B

S

VOICE200

= S
N\
Prelevare
WA

Figura 11.4.1: Prezentarea schematici a etapelor urmate pentru analiza prin SIFT-MS
compusilor gazosi emisi de microorganismele izolate din bioaerosolii atmosferici.

Compozitia amestecului gazos a fost monitorizata prin SIFT-MS imediat
dupa inoculare (timpul zero), apoi probele au fost incubate la 28 °C si analizate
la 2,4, 6,8, 24, 26, 28 si 30 de ore; dupa fiecare determinare pungile au fost
reumplute cu aer sintetic la acelasi volum.

Ca martor au fost incluse pungi ce contineau doar placi Petri cu medii de
cultura si au fost mentinute in aceleasi conditii; prelevarea s-a realizat la un
debit constant de 24 mL min™.,

Spectrele de achizitie au fost inregistrate Tn mod pozitiv, pe domeniul 15
la 250 m/z, cu rezolutie unitara si cate 10 cicluri per masurare, utilizand pentru
ionizare ionii de reactie H3O", NO" si O,". Instrumentul SIFT-MS a fost calibrat
cu un amestec gazos de referintd (Syft Technologies) care contine benzen, p-
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xilen, etilend, izobutan, 1,2,3,4-tetrafluorobenzen, perfluorobenzen, toluen si
octafluorotoluen.

1142 Studiul compusilor volatili emisi in procesul de dezvoltare a
microorganismelor izolate din bioaerosolii aeropurtati in zona urbana Iasi
Compusii volatili emisi de microorganisme pot genera profiluri specifice utile
pentru identificarea sau investigarea lor prin metode analitice rapide si
sensibile, aplicabile unei game largi de (Garcia-Alcega et al., 2017; Roslund et
al., 2020; Reese et al., 2020). Bacteriile, drojdiile si fungii elibereaza diverse
clase de compusi — in special alcooli, cetone, aldehide, acizi, compusi fenolici si
sulfuri (EI Jaddaoui et al., 2023; Ling et al., 2022; Zhang et al., 2022).

Tonii observati la m/z 37, 55 si 73 in conditii de H3O" provin din asocieri
H3O" cu apa; la m/z 30 si 48 pentru NO* rezulta din asociereca NO* si H,O; iar
la m/z 32, 37 si 55 in modul O," pot reflecta impurititi minore de HsO" aparute
in procesul de formare a O,". Compusii investigati in emisiile bacteriilor,
fungilor si drojdiilor izolate din bioaerosolii atmosferei urbane lasi sunt
sintetizati in Tabelul 11.4.1.

Tabelul 11.4.1: Tonii produsilor primari impreuna cu raportul lor m/z, inclusiv pentru
aductii cu apa, utilizati pentru investigarea compusilor raportati in prezentul studiu
(valorile m/z ale izotopilor care prezintd semnale semnificative in spectrele de masa
sunt indicate Tntre paranteze).

Compus Formula § lonul precu+sor ;
moleculara H;O NO O,

acetaldehida C,H,O 45, 63, 81 43,74,61 | 43,44
acetat de etil C4Hs0, 89, 107 118
acetona C3HgO 59, 77, 95, 117 88 43, 58
acetonitril C,H3N 42,60, 78, 96, 83 71 (72)
acid acetic C,H,0, 61, 79, 97 90, 108 43, 60
acid lactic C3HgO3 91
amoniac NH; 18, 36, 54 - 17,35
butanona C,HsO 73*, 91, 145 102 43,57,72,73
butirat de etil CgH1,0, 117
acid cianhidric HCN 28, 46, 64
dimetilsulfura C,HeS 63 (65) 62
dimetildisulfura CoHegS» 95 (97) 94 (96) 94 (96)
dimetiltrisulfura C,HeSs 127 (129)
etanol C,HsOH 47,65, 83,93, 111 | 45, 63, 81
etil-pirazina CgHsN, 109
hidrogen sulfurat H,S 35, 53 - -
indol CgH;N 118 117
izopren CsHg 69 68
metanol CH;0OH 33, 51, 69, 83 62 31, 32
metanotiol CH,S 49, 67, 85 -
metil-pirazina CsHgN 95
metiltioacetat C;H,0S 91
propanol C;H,OH 43,61, 79, 97 59, 77,119 | 31,42,59
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trimetilamina CsHgN 60 59 58, 59
1-(metiltio)-3- CegH1,0S 133

pentanona

2-amino- CgHgNO 136

acetofenona

2-feniletanol CgHy00 123

Pentru verificarea atribuirii corespunzatoare a speciilor chimice au fost
utilizate mai multe semnale din spectrele de masa care pot fi atribuite acelulasi
compus si care au fost tratate ca variabile de interes. De exemplu, pentru
amoniac pot fi utilizate semnalele de la m/z 18 si 36 , care corespund formelor
NH," si NH;"(H,0) in modul de ionizare ce utilizeaza ionul precursor H3O"
(Figura 11.4.4.a).

8x10° T T T T T T T 2x10* T T T T T
| NH,* | - | CsHsOH"
= o HO a ® 77 (H;0
8 6x10° | s o S 2x10% ¢ 3+) -
) .o 2 ® 88 (NOY)
9 00y.8 o 5 r . A
2 410 M ° i K 110 |- y=0.87x - 696 ’, o 4
. . .o’- 3 R=0.99 S e
£ s O¢® \-0.50x + 332 g o5 . ye05%-23
T 2x10° M R=0.96 - € 5x10° | " . R=0.99 4
) . o
L . - n b
0 . 1 . 1 . 1 . 1 . 0 i 1 . 1 . 1 .
0.0 2.0x10° 4.0x10° 6.0x10° 8.0x10% 1.0x10* 0.0 7.0x10°  1.4x10* 2.1x10* 2.8x10*
Semnal,, .5 (CPS) Semnal,, 54 (CPS)
(a) (b)

Figura 11.4.4: Evaluarea atribuirii semnalelor utilizand analiza prin regresie a
semnalelor multiple pentru amoniac (a) si acetona (b) in cazul utilizarii ionilor
precursori H;O" si NO* pentru un singur set de date.

Pentru acetona au fost urmarite semnalele la m/z 59, 77 si 88: ionul
produs primar, respectiv produsul secundar hidratat in modul HsO", si ionul
primar in modul NO* (Figura 11.4.4.b).

Pentru a distinge semnalele specifice emisiilor bacteriilor, fungilor si
drojdiilor, s-au analizat compozitia atmosferei din aerul sintetic folosit pentru
controlul conditiilor de dezvoltare si contributiile provenite din mediile
nutritive; spectre de masa reprezentative pentru aceste masuratori sunt
prezentate in Figura 11.4.5.
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Figura 11.4.5: Spectre de masa reprezentative achizitionate in modul de ionizare ce
utilizeazd ionul precursor H;O" pentru aerul sintetic si mediile nutritive utilizate pentru
dezvoltarea microorganismelor, Luria Bertani si Sabouraud.

Procesul de crestere a microorganismelor a fost monitorizat initial la
intervale de 2 ore pe durata primelor 8 ore de incubare, iar dupa 30 de ore s-au
obtinut abundente satisfacatoare in spectrele de masd pentru speciile
investigate; in consecintd, datele prezentate pentru bacterii, fungi si drojdii
corespund acestui moment. Figura 11.4.6 ilustreaza spectrele SIFT-MS obtinute
cu ioni precursori HsO" pentru emisiile bacteriilor izolate dupa 30 de ore de
incubare; pentru fungii izolati, rezultatele corespunzatoare sunt prezentate in
Figura 11.4.7.

In cazul izolatelor bacteriene s-au evidentiat: amoniacul la m/z 18 si 36
pentru speciile Planococcus wigleyi si Agrococcus citreus; acetaldehida la m/z
45 pentru P. aryabhattai; acetona la m/z 59 si 77 pentru P. wigleyi si P.
aryabhattai; 2-butanona la m/z 91 (aduct cu apa) pentru P. aryabhattai; precum
si semnale slabe de p-xilen la m/z 106 pentru P. aryabhattai si A. citreus.
Pentru fungi, Cladosporium sp. si Alternaria destruens au prezentat semnale de
acetona la m/z 77, iar izolatul Fusarium sp. a generat semnale intense pentru
acetaldehida (m/z 63), etanol (m/z 93) si butanona (M/z 73 si 91). In detaliu,
ionii la m/z 135/137 si 151/153 pot fi asociati cu monoterpene, iar acidul acetic
si acetona au fost identificati prin ionii produsi la m/z 61 si 59. lonii la m/z 117,
77 si 81 pot proveni din fragmentarea monoterpenelor in tubul de ionizare.
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Figura 11.4.6: Spectre de masa reprezentative achizitionate in modul de ionizare ce
utilizeaza ionul precursor H;O" pentru bacteriile (Planococcus wigleyi, Priestia
aryabhattai, Agrococcus citreus, Arthrobacter sp.) izolate si incubate pentru 30 de

ore.
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Figura 11.4.7: Spectre de masa reprezentative achizitionate in modul de ionizare ce
utilizeaza ionul precursor H;O" pentru fungii (Fusarium, Alternaria destruens,
Cladosporium sp.) izolati si incubati pentru 30 de ore.
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Tn Tabelul 11.4.2 sunt prezentate rezultatele associate analizei prin
diagrama Venn operationalizatd utilizand datele corespunzatoare spectrelor de
masa medii ale probelor din care au fost substrase contributiile probelor martor.
Au fost utilizate semnalele care dupa substragere au avut o intensSitate mai mare
de 100 cps. Probele au fost grupate in functie de specie deoarece numarul
maxim de cazuri ce poate fi inclus in aceasta analiza este 6. Astfel, au rezultate
trei grupe, dupa cum este prezentat in Tabelul 11.4.2.

Tabelul 11.4.2: Rezultatele analizei datelor spectrale prin diagrama Venn pentru fungii,
bacteriile si drojdiile izolate din bioarosolii asociati materiei particulate din atmosfera
zonei urbane lasi.

Fungi
00101 01000 01101 01111 10000 10001 10100 10101 11000 11111
33 49 51 38 43 111 89 117 45 48 59
60 61 127 39 46 112 95 63 93 77
69 66 56 62 119 135 105
71 79 64 120 Fa
78 83 74 121

75 122

76 123 Frassy o 1”

88 133

90 136 36

92 137 (10000)

94 138 2

96 139 (11000)

103 140

104 141

106 147

107 149

108 153

FCIa.spZ

109 167 (01101) Faitdes.

Bacterii

0001 0010 0100 0101 0111 1000 1001 1100 1101
34 87 45 60 59 54 35 46 18

42 48 77 62 95 89 36
49 63 71 96 92 64
50 75 74 97 106 76
51 83 90 78 i
127 105 104
129 117 108

119 110

118

Drojdii
01 10 11
35 45 18
42 48 36
59 63 46
76 83 60
77 87 74
78 127
110
117
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Analiza comparativa arata ca toate bacteriile, cu exceptia A. citreus, au
emis acetona (m/z 59, 77); P. wigleyi si P. aryabhattai au avut in comun
trimetilamina (m/z 60); iar toate bacteriile, exceptand Arthrobacter sp., au emis
amoniac (m/z 18, 36). Pentru speciile cu sulf, H,S (m/z 35) si dimetilsulfura
(m/z 95, 96, 97) au fost identificate la P. wigleyi si A. citreus. Distinct pentru P.
aryabhattai s-au observat acetaldehida (m/z 45, 63), iar pentru P. wigleyi
acetonitril (m/z 42), metantiol (m/z 49) si dimetiltrisulfura (m/z 127, 129). La
fungi, emisia de compusi volatili este in general mai redusa decét la bacterii si
drojdii, dar Fusarium sp. prezintd un numar considerabil de semnale (36 valori
m/z), iar Cladosporium sp., are de asemenea semnale distincte (5 valori m/z).
La drojdii, acetaldehida (m/z 45, 63) este comuna; pentru Aureobasidium sp.;
sunt distinctive acetona (m/z 59, 77) si H,S (m/z 35), iar pentru Aureobasidium
sp. amoniacul (m/z 18, 36). Analiza factoriald a condus la obtinerea unei solutii
cu 4 factori (Figura 11.4.9) care explica o variantd cumulativa de 93 %, primii
factori explicand 72.5 % din varianta totala.

6.0 T T T T 100 T T
— Varianta cumulativa
® [ ] Varianta
5.0 sl
9
=40 =
3 g eor
230 g
S °
@ £ 401
>20 8
o =
1.0 . 20+ 4
00 1 1 1 1 O
1 2 3 4 5 Factorl Factor2 Factor3 Factor4
Numarul de factori
(@) (b)

15

Figura 11.4.9: Diagrama valorilor proprii
MM Bt pentru stabilirea numirului de factori (),
varianta explicatd in functie de numarul
de factori (b) si reprezentarea grafica a
primilor doi factori cu contributia cea mai
mare in analiza factorialda cu valori
normalizate (,,varimax normalized”) (C) .

Factor 2

S
Fangflides

. . . . .
02 00 02 04 06 08 10 12
Factor 1

(©
Pentru analiza factoriala s-au utilizat spectrele medii, obtinute dupa 30 de
ore de incubare, din care au fost sustrase semnalele probelor martor. Factorul 1
asociaza fungii impreund cu bacteriile Arthrobacter sp. (Bamsp) si P.
aryabhattai (Bpriary.), Tn timp ce specia Fusarium sp. (Fryssp) €ste separat in
factorul 3. Factorul 2 este reprezentat de Aureobasidium sp.1 (Baur. sp.1), P.
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wigleyi (Bpia, wig.) si A. citreus (Bagr. cit), iar Aureobasidium sp.1 (Baur. sp.2) €ste
separata in factorul 4.

Conform Figurii 11.4.10, profilurile variatiei acetonei emise de fungi
indicd o crestere mai pronuntatd la A. destruens (Faitdes) si Fusarium sp.
(Frus.sp.), cu un salt al concentratiilor dupa circa 6 ore de incubare.

4.0E+4
- FAIt.sp.
FCIa.sp.l
@ 3.0E+4 |- FAIt.des.
\% FCIa.sp.2 I I I I
E - FFus.sp.
@ 2.0E+4
©
c
£
&
1.0E+4
0.0E+0 —
0 2 4 6 24 26 28 30
Timp (ore)

Figura 11.4.10: Profilul variatiei in timp a semnalului pentru acetona (m/z 59) masurat in
emisiile celor cinci fungi izolati din bioaerosolii asociati materiei particulate ambientale
din orasul Iasi.

Tn cazul Fusarium sp. (Fryssp.), dupd 24 de ore a fost observati sciderea
abundentei acetonei, Tn timp ce pentru A. destruens (Faitdes.) abundenta a ramas
constantd. Pentru cultura bacteriana P. wigleyi s-au evidentiat semnale crescute
la m/z 49 (metantiol, CH4S protonat), m/z 95 (dimetildisulfurd, C,HsS;
protonat) si m/z 127 (dimetiltrisulfura, C,H4S; protonat), indicAnd emisii de
compusi sulfurati. Figura 11.4.11 descrie pentru P. wigleyi (Bpia. wig) evolutia
compusilor sulfurati: semnale crescute la m/z 49 (metantiol, CH4S protonat),
m/z 95 (dimetildisulfura, C,HsS; protonat) si m/z 127 (dimetiltrisulfura, CoHsS3
protonat). Maximele apar la timpi diferiti: in jur de 24 ore primul varf major
este al metantiolului (m/z 49), urmat de cresteri pentru dimetildisulfura (m/z 95)
si dimetiltrisulfura (m/z 127); ulterior, dimetildisulfura are un profil distinct, cu
maxim la 96 h, moment in care semnalele de metantiol si dimetiltrisulfura sunt
deja reduse.

In emisiile pe parcursul cresterii bacteriei Agrococcus citreus (Bagrcit) S-a
evidentiat un profil exponential al variatiei in timp pentru amoniac (Figura
11.4.12.a,b) si pentru hidrogenul sulfurat (Figura 11.4.12.c).

Investigarea si interpretarea unor profile precum cele din Figura 11.4.12 —
efectuate atat pentru A. citreus, cat si pentru celelalte specii identificate si
atribuite—pot aduce beneficii majore n studiile de chimie a atmosferei, din
perspectivd cinetico-chimica, pentru procesele atmosferice influentate de
prezenta microorganismelor aeropurtate.
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Figura 11.4.11: Profilul variatie in timp a compusilor metantiol (m/z 49),
dimetildisulfurd (m/z 95), si dimetiltrisulfurd (m/z 127) masurati in emisiile bacteriei
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111 CONCLUZII FINALE

Materia particulata (PM) si hidrocarburile aromatice policiclice (PAHs):

Prelevarea activa s-a dovedit fiabild pentru separarea fractiilor de PM pe
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dimensiuni. Concentratiile PM; 5 si PM3g au depasit frecvent limitele Directivei
2024/2881/EC, iar nivelurile de PAH-uri mai ales iarna au fost ridicate.
Rezultatele indica faptul ca interactiunile fungico-bacteriene pot avea un rol
esential in ciclurile biogeochimice ale acestor compusi.

Caracterizarea microbiologica: Prelevarea pasiva s-a dovedit adecvata
pentru evaluarea incarcaturii microbiologice a aerului ambiental. A fost
documentata o diversitate complexa de microorganisme transportate de masele
de aer: bacterii (Planococcus wigleyi, Priestia aryabhattai, Agrococcus citreus,
Arthrobacter sp.), fungi (Fusarium, Alternaria destruens, Alternaria sp.,
Cladosporium sp.) si drojdii (Aureobasidium sp.). In bioaerosolii asociati
fractiei de materie particulata aeropurtatd s-au identificat bacterii Gram+ si
Gram-, cu morfologii variate—coci, cocobacili si bacilli—alaturi de fragmente
fungice (micelii, hife) si spori (dicto- si blastospori), indicand coexistenta unei
comunitati aeropurtate diverse. Analizele sugereaza ca Alternaria destruens
poate facilita translocarea bacteriilor in prezenta PAH-urilor, iar drojdiile din
genul Aureobasidium pot contribui la emisia de compusi organici volatili
(VOCs).

Caracterizarea moleculara si elementala: Aplicarea tehnicilor MALDI-
Orbitrap MS si ICP-MS a permis elucidarea compozitiei chimice a
bioaerosolilor. MALDI-Orbitrap MS a facilitat identificarea unor componente
membranare bacteriene (fosfatidiletanolamind, diacilglicerol) si a unor
metaboliti specifici (surfactina C si D), iar evaluarea izotopica a fost esentiala
pentru confirmarea formulelor moleculare. Tehnologia MALDI-Orbitrap MS
prezintd un potential ridicat pentru diferentiere celulard si metabolicd in
investigarea profilului molecular al bioaerosolilor atmosferici. Prin ICP-MS au
fost evidentiate elemente esentiale (Fe, Cu, Zn, Ni, Co, Mn, V), structurale (Ca,
Mg), precum si elemente in urme/ultraurme (Al, B, Rb, Sr, Ba, Cr, Pb, TI, Li,
Cd, Bi, U). Fungii si drojdiile au manifestat o rezistenta superioara bacteriilor la
toxicitatea unor elemente precum U si Cd, sustinand ipoteza implicarii lor in
ciclurile biogeochimice ale metalelor toxice.

Analiza compusilor volatili (VOCs) emisi in procesul de dezvoltare a
microorganismelor: Prin aplicarea SIFT-MS s-a evidentiat contributia activa a
microorganismelor aeropurtate la chimismul atmosferic, prin generarea de
compusi cu relevanta atmosferica. Drojdii si bacterii au emis amoniac si
hidrogen sulfurat, iar fungii au prezentat emisii de acetona. Tehnica SIFT-MS
se dovedeste versatila pentru monitorizarea in timp real a emisiilor asociate
incarcaturii microbiene din fractiile de bioaerosoli aeropurtati.

Pe parcursul cercetarii doctorale, toate cele cinci obiective initiale au fost
atinse complet, validand strategiile experimentale. Au fost dezvoltate si
optimizate protocoale de prelevare activa si pasiva si de caracterizare chimica a
bioaerosolilor, integrate cu UHPLC-FLD, MALDI-Orbitrap MS si ICP-MS,
eficiente pentru investigarea materiei particulate ambientale si a componentei
biologice.
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Caracterizarea materiei particulate urbane din Iasi a evidentiat
variabilitatea sezoniera a PAH-urilor si potentiale surse de emisie, sugerand
totodata rolul interactiunilor fungico-bacteriene in procesele biogeochimice.
Componenta microbiologica a fost documentata pentru prima data in regiune,
prin identificarea diversitatii bacteriilor, fungilor si drojdiilor din bioaerosolii
urbani, cu implicatii pentru sdnatatea publica si dinamica atmosferica.

La nivel molecular, MALDI-Orbitrap MS si ICP-MS au permis
identificarea biomarkerilor peptidici, a componentelor membranare si a
metabolitilor bacterieni, precum si determinarea elementelor esentiale,
structurale si a celor in urme/ultraurme. Complementar, SIFT-MS a surprins
profiluri de emisii volatile specifice fiecarei specii pe parcursul dezvoltarii
microorganismelor, evidentiind contributia lor la chimismul atmosferic.

Tn ansamblu, obiectivele au fost indeplinite prin masuritori cantitative si
analize calitative/moleculare avansate, cu rezultate validate international. Teza
consolideaza cunoasterea privind bioaerosolii asociati materiei particulate din
zona urbana lasi si furnizeazd metodologii moderne aplicabile evaluarii
impactului asupra mediului si sanatatii publice.
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