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Cupriavidus metallidurans CH34, een gramnegatieve bodembacterie, bezit tal van resistentiegenen tegen zware metalen. Dat maakt CH34 een 

interessant organisme voor het bestuderen van de microbiële respons tegen zware metalen.  Het doel van dit onderzoek is het effect van zware 

metalen, aan toxische concentraties (boven de minimale inhibitorische concentratie) op CH34 na te gaan. Om het effect te bepalen wordt de 

overlevingsgraad bepaald na blootstelling aan zware metalen. Daarnaast wordt nagegaan of oxidatieve stress uitgelokt wordt door de 

aanwezigheid van zware metalen. In een derde experiment wordt getest of het mogelijk is om nanopartikels, gevormd door C.metallidurans, aan 

te tonen met UV-VIS-spectrofotometrie als snelle en eenvoudige meetmethode.  

 

Toxische concentraties van zware metalen hebben een duidelijk effect op C. metallidurans CH34. De overleving na blootstelling aan toxische 

metaalconcentraties is afhankelijk van het metaal, de groeifase van de cellen, de duur van de blootstelling en van eventuele pre-inductie. 

De geselecteerde promotoren brachten niet de verwachte hoeveelheid roGfp tot expressie in CH34, waardoor de 405/480 nm ratio niet bepaald 

kon worden. Verder onderzoek naar een methode voor het meten van oxidatieve stress is dus nodig, vooraleer kan nagegaan worden of de 

zware metalen oxidatieve stress uitlokken.  

De UV-VIS-metingen geven een indicatie dat biologische zilvernanopartikelvorming door C. metallidurans detecteerbaar is met deze methode, 

het bekomen resultaat moet echter bevestigd worden met een extra controle (bv. elektronenmicroscopie).  

 

 

INLEIDING 

RESULTATEN 

 

Meten nanopartikels 
 

Cellen blootstellen aan  metalen  
 

Cellysis (BugBuster® mastermix) 
 

UV-VIS spectrofotometrie  

(Clariostar®) 
 

               

              Zilver: 400- 450 nm       

     Goud:  530 – 480 nm  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Meten oxidatieve stress 
 

Promotor  voor expressie roGFP in CH34 

zoeken (transposonmutagenese) 

Construct met promotor maken (klonering) 

Fluorescentiemeting (Clariostar®) 

en bepalen 405/480 nm ratio 

 
 
 
 

 

Overlevingsexperimenten 
 

Groei cultuur (stationair/exponentieel) 
 

Met       zonder pre-inductie 
 

Blootstellen aan zware metalen   

Uitplaten op LB  

% overleving bepalen 
 
 

MATERIAAL EN METHODEN 

BESLUIT 

Overlevingssexperimenten stationaire fase 

  Meten oxidatieve stress   

    

Koper (Cu2+) Zink (Zn2+) Nikkel (Ni2+) Zilver (Ag+) Goud (Au+) 

0,0000001 

0,000001 

0,00001 

0,0001 

0,001 

0,01 

0,1 

1 

10 

100 

0 20 40 60 80 

O
v
e
rl
e
v
in

g
s
p

e
rc

e
n
ta

g
e
 (

%
) 

Tijd (uur) 

0,0000001 

0,000001 

0,00001 

0,0001 

0,001 

0,01 

0,1 

1 

10 

100 

0 20 40 60 80 

O
v
e
rl
e
v
in

g
s
p

e
rc

e
n
ta

g
e
 (

%
) 

 

Tijd (uur) 

Zonder pre-inductie 

Met pre-inductie 

Construct 

- pBBR vector 

- rogfp2 gen  

- promotor Rmet_4981 gen  

  of promotor Rmet_R0078 gen 

  Meten nanopartikels  

    

0,01 mg/ml  

 
0,005 mg/ml  

 0,0025 mg/ml  

 
0,00125 mg/ml  

 

0,02 mg/ml  

 Commerciële AgNPs (Sigma-Aldrich®):  

concentratie-afhankelijke pieken bij 400 nm 

NA4M (Ag-resistente mutant) na blootstellen aan AgNO3: 

kleine piek bij 416 nm na 3 dagen incubatie 

CH34 na blootstellen aan AuCl3.3H2O: geen pieken 
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Meting Clariostar®  (480/520 nm) Gfp 

CH34 wildtype 78 

CH34 met construct (Rmet_R0078) 665 

CH34 met construct (Rmet_4198)  708 

DG 1 met construct (PBAD promotor) 9616 


