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Abstract.  18 

Luminescent whole‐cell metal biosensors are genetically engineered cells used for the detection of metals 19 

in  e.g.  aqueous  solutions. Herein, we  detail  the  quantitative  connections  between  time‐response  of 20 

luminescent bacterial metal sensors and the bioavailability of free and complexed metal species. To that 21 

end,  we  formulate  the  biophysicochemical  dynamics  of  metal  partitioning  at  a  biosensor/solution 22 

interface and integrate the required metabolism contribution to cell response. The formalism explains the 23 

ways in which cell signal depends on: coupled Eigen kinetics of metal complexation and diffusion of metal 24 

species to/from the interface; kinetics of metal excretion, Michaelis‐Menten bioaccumulation and ensuing 25 

metal depletion  from bulk solution; and kinetics of bioluminescence production  following  intracellular 26 

metal  sequestration  by  regulatory  metalloproteins.  In  turn,  an  expression  is  derived  for  the  time‐27 

dependent cell signal as a function of interrelated (bioavai)lability of metal species and (thermo)dynamic 28 

descriptors  of  extra/intracellular metal  complexation. Quantitative  criteria  are  elaborated  to  identify 29 

scenarios where equilibrium modeling of metal speciation is incorrect, bulk metal depletion is operative, 30 

metal biouptake kinetics is governed by metal diffusion, or labile metal complexes fully contribute to cell 31 

response.  Remarkably,  in  agreement  with  experiments,  the  theory  predicts  time‐shifts  of 32 

bioluminescence peaks with  increasing concentration of biosensor and/or metal  ligand  in solution. We 33 

show that these shifts originate from the crosstalk between activation kinetics of cell photoactivity and 34 

speciation‐dependent  kinetics  of  bulk  metal  depletion.  Overall,  the  work  paves  the  way  for  the 35 

elaboration  of  new  strategies  to  exploit  the  bioluminescence  response  of metal  lux‐biosensors  at  a 36 

dynamic  level  and  evaluate metal  bioavailability  properties  in  environmental  or  biological  aqueous 37 

samples.  38 
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1. Introduction. 50 

Persistence, bioaccumulation potential and toxicity are key factors currently used to classify metals 51 

(M) that pose a risk to living organisms in aqueous environmental media. Due to their interactions with 52 

organic and inorganic metal‐binding ligands (L), metals exist in various physicochemical forms or species 53 

(ML)  that  differ  in  terms  of  chemical  reactivity,  which  in  turn  impacts  on  their  fate,  transport, 54 

bioavailability and toxicity.1 Accordingly, metal risk assessment generally requires the evaluation of metal 55 

speciation in solution.2 This explains why much effort has been spent on developing equilibrium models  56 

that  predict  the  solubility  and  stability  of  complexed  metal  forms,  e.g.  NICA‐Donnan,  WHAM  and 57 

extensions thereof, and freeware chemical models like Visual MINTEQ.3‐6 The relationship between metal 58 

speciation  and  bioavailability  to  metal‐accumulating  microorganisms  (e.g.  bacteria,  microalgae)  has 59 

further received a lot of attention in literature.1 In particular, the Biotic Ligand Model (BLM) makes the 60 

distinction between total metal activity and activity of free (not complexed) metal M as the determinant 61 

bioavailability parameter.7 In detail, BLM assumes a priori the existence of a full equilibrium between M 62 

activities  in bulk solution and at  the surface of  the metal‐consuming microorganism, so  that  the only 63 

parameter controlling metal bioavailability of bioinactive  (i.e. non‐bioaccumulated) ML complex  is  the 64 

bulk  activity  of  M.8,9  Within  such  an  equilibrium  representation  of  metal  species  partitioning  at 65 

microorganism/medium  interfaces, metal complexation therefore  leads only to a decrease  in  the bulk 66 

concentration of free metal ions M. 67 

Whereas  BLM  constitutes  an  interface  within  regulatory  arena,  its  failure  to  predict  metal 68 

bioaccumulation has  long been reported for a variety of organisms and metals under both complexing 69 

and non‐complexing medium conditions.8‐12 One of the BLM  limits at the origin of such a failure stems 70 

from its restrictive equilibrium‐based assessment of the dynamic processes that control the intertwined 71 

reactive  transport  of metals  (free  and  complexed)  from  the  solution  to  the microorganism  and  the 72 

accumulation of the bioactive free metal forms (or any others if relevant).8‐12 In particular, BLM does not 73 

account for the lability of metal complexes, i.e. the extent to which ML dissociates and releases free M on 74 

the timescale of its diffusion towards the bioaccumulating surface.11‐14 Then, depending on the demands 75 

of the organism and on the lability of ML complex, the latter may dissociate in the vicinity of the organism 76 

and thereby contributes to the biouptake of free M (Figure 1).11,13,14 Concepts have been developed for 77 

describing the dynamics of chemical speciation in aqueous media in the context of an ongoing interfacial 78 

process that consumes free metals at a given surface, may it be a metal‐sensor or a microorganism.9 Based 79 

on these concepts, it was shown that applicability of BLM is conditioned to a sufficiently fast transport of 80 

metal species in solution as compared to the actual metal uptake so that the latter is rate‐determining. 81 
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An additional limitation in the application of BLM when combined to classical thermodynamic speciation 82 

computations is its incapacity to address whether or not metal depletion from bulk solution is operative 83 

during bioaccumulation.12,15‐17 This issue is however crucial as metal depletion ‐ when significant ‐ leads 84 

necessarily to a decrease  in bioavailable M concentration over time. Theoretical studies confronted to 85 

experiments have  solved  this problem on  the basis of a non‐equilibrium  flux‐based approach with or 86 

without account of metal  speciation  in  solution,  intracellular M complexation and organism ability  to 87 

excrete internalized M for detoxification purpose.12,15‐19 The common denominator of these studies is their 88 

modelling of M biointerfacial partitioning without invoking a priori the equilibrium hypothesis formulated 89 

in BLM.  90 

Parallel to the above modelling developments on metal bioavailability,  the advent of cutting‐edge 91 

biotechnologies  like  luminescent  whole‐cell  metal  bacterial  reporters  (or  biosensors)  has  provided 92 

environmental  chemists with a  tool  to measure bioavailable metal  concentration  in aqueous  solution 93 

(Figure 1).20 Briefly,  lux‐reporter genes  introduced  in a given host bacterium are  fused  to a promoter 94 

whose expression is regulated by a regulatory (or repressor) protein, Preg, that has a strong affinity for the 95 

metal to be detected. In the absence of the metal, the expression of the reporter gene is repressed by the 96 

repressor  attached  to  the  promoter  and  bacteria  do  not  produce  luminescence.  Inactivation  of  the 97 

repressor  occurs  when  the  latter  forms  a MPreg    complex  with  internalized  M,  which  initiates  the 98 

expression  of  lux  gene  and  the  production  of  the  reactants  required  for  bioluminescence  reaction, 99 

including the reporter protein (luciferase) that acts as a reaction catalyst.20 Advantages of so‐engineered 100 

metal biosensors include the possible exploration of a large spectrum of metal speciation scenarios via 101 

cost‐effective and automated measurement of the bioluminescence response over several tens of hours 102 

with minute‐timestep resolution.21 However, despite the (apparent) simplicity of their functioning, one of 103 

the clear downsides to the use of metal  lux‐bioreporters  is that  interpretation of the bioluminescence 104 

signal is far from easy. Indeed, quantifying metal bioavailability from bioluminescence output requires not 105 

only the integration of the relevant physical and chemical processes that determine biointerfacial metal 106 

partitioning  over  time  (Figure  1),22  but  also  the way  in which  cell metabolism  of  nutrients  from  the 107 

medium  can  sustain  light  production  after  metal‐triggered  actuation  of  the  promoter.21,23  As  an 108 

illustration, recent work demonstrated that cell stringent response and catabolite repression may lead to 109 

bioluminescence signals over time that feature one, two or three peaks depending on the bioavailability 110 

of amino acids and sugars  in solution, some of these peaks being doublets or even presenting marked 111 

truncations.21,23  Due  to  this  complexity,  the  exploitation  of  bioluminescence  cell  signals  remains 112 

essentially  limited  so  far  to  (i)  mere  consideration  of  the  only  maximal  signal  amplitude  without 113 
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mechanistic analysis of the signal dependence on time, (ii) the recourse to calibration measurements for 114 

converting  bioluminescence  into  bulk  concentration  of  free  metal  estimated  by  thermodynamic 115 

speciation computations within restrictive equilibrium BLM framework, or (iii) empirical fitting of time‐116 

dependent bioluminescence data collected for different metal contents in solution.20,24‐26  117 

 In view of the above elements, force  is to recognize the  lack of a comprehensive theory for a full 118 

exploitation  of  the  time‐response  of  luminescent  metal  biosensors  and  the  evaluation  of  metal 119 

bioavailability properties beyond the limits of equilibrium BLM. Accordingly, we extend herein our recent 120 

model on bioluminescence emission by metal biosensors22 to cases where media contain metal‐binding 121 

ligands and metal may be depleted from bulk solution in the course of time. Following the idea in [22], 122 

the model  integrates  the  contribution of  cell metabolism  to  the produced  signal  via a differentiation 123 

between photoactive and photoinactive cells in solution. It further formulates explicitly the connection 124 

between bioluminescence signal and bioavailability of metal species, which includes not only bioactive M 125 

but also labile ML that can contribute to M biouptake flux. The analysis accounts for cell metal excretion, 126 

metal complexation by intracellular repressor protein, interconversion between M and ML forms during 127 

their (coupled) diffusions to the biosensor surface, and depletion of M from bulk solution as a result of M 128 

bioaccumulation by the metal‐sensing cells. Among the important results reported here, we demonstrate 129 

how  the  amplitude,  shape  and  time  of  apparition  of  the  bioluminescence  signal  depend  on  the 130 

concentrations of biosensor and metal‐binding ligand in solution, and how these signal properties reflect 131 

the  thermodynamic  and  kinetic  determinants  of  metal  speciation  and  related  metal  bioavailability 132 

features. Accordingly, this work defines a solid theoretical basis for the development of new procedures 133 

to  unravel  the  contributions  of  biology  (cell  metabolism)  and  interfacial  physical‐chemistry  (metal 134 

bioavailability/speciation) to the bioluminescence response of metal lux‐biosensors. 135 

 136 

 137 

 138 
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Figure  1.  (Left  panel)  Simplified  scheme  for  the  functioning  principle  of  a metal  (M)‐responsive  luminescent
bacterial sensor. (Right panel) Schematics of the transport and chemical kinetic contributions to the overall flux of
(bioactive)  metal  ions  at  the  interface  between  a  metal  biosensor  and  aqueous  solution.  The  work  aims  at
formulating  quantitatively  the  connections  between  the  time‐dependent  bioluminescence  response  of  the
biosensor, and the bioavailability of the metal species via account of the  interplay between metal complex  (ML)
chemodynamics, diffusive transports of M, metal‐binding ligand (L) and ML (with associated diffusion coefficients

M,L,MLiD  ), and kinetics of metal depletion from bulk solution. In the right panel, the reaction layer (thickness  o )

and the diffusion layer (thickness a, the curvature radius of the metal‐sensing bioparticle) are indicated. See text for
details. 

 139 

2. Dynamics of biointerfacial metal partitioning: governing equations, results and discussion. 140 

2.1. Setting the stage. 141 

We  consider  an  aqueous  medium  of  volume  TV   containing  metal‐accumulating  bacteria  (the 142 

bioluminescent metal biosensors) assimilated to spheres of radius  a , metal  ions M and metal‐binding 143 

ligands L (Figure 1). The complexation reaction M+L↔ML leads to the formation of ML complexes with 144 

stability constant denoted as  MLK (m3 mol‐1) defined by  ML a d/K k k  where  ak  (m3 mol‐1 s‐1) and  dk  (s‐1) 145 

are the kinetic constants for ML formation and dissociation, respectively. Expressions of  ak  and  MLK for 146 

the here‐considered molecular ligands L follows Eigen mechanism for ions pair association27 and Eigen‐147 

Fuoss theory,28,29 respectively. The total concentration of bacteria is expressed by their number density 148 

Bc   (in m‐3) taken  independent of time  t   for the sake of simplicity. The  formalism  is thus applicable to 149 

situations where bacterial growth is insignificant, which is achieved in minimal nutritive media.21‐23  Bc  is 150 

related to the volume fraction of bacteria in solution   via  B B/c V  with  3
B 4 / 3V a  the volume of 151 

an individual bacterium. The developments below hold under conditions where the electrostatic charges 152 

distributed at the surface of the metal‐sensing cells are screened,  i.e.  in media whose  ionic strength  is 153 

sufficiently high. At  0t  , metal ions are introduced in the medium with bulk concentration  ,0
Mc
  (mol m‐154 

3). For the sake of demonstration, free metal  ions M are viewed as the only metal species that can be 155 

accumulated by the bacteria (i.e. they are the only bioactive metal forms) and excreted to some extent 156 
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via dedicated metal efflux pumps. We denote as  ek  (s‐1) the kinetic constant for metal excretion, and the 157 

corresponding metal excretion  flux,  eJ   (mol m‐2  s‐1),  is written  e e MJ k     where  M   (mol m‐2)  is  the 158 

concentration  of  intracellular  free  M  expressed  per  microorganism  surface  area.12,30‐32  After  their 159 

internalisation,  free metal  ions  are  bound  by  the  intracellular  regulatory proteins  Preg  to  form metal 160 

complexes, MPreg. In the following, we denote as  a,ik
  and  d,ik

  the kinetic constants of association between 161 

M and Preg, and dissociation of  intracellular MPreg, respectively. Based on theory for chemodynamics of 162 

complexes formed between metals and nanoparticulate ligands (Preg being a representative thereof),33‐35 163 

the  constants  a,ik
  and  d,ik

   integrate here  the  coupling between  the  conductive‐diffusion  transport of 164 

intracellular free M to/from the metal binding sites carried by Preg and the kinetics of the chemical binding 165 

step. The MPreg complexes interact with the promoter placed upstream the lux reporter gene (Figure 1), 166 

which initiates the transcription of that gene and the production of the reporter protein (luciferase) that 167 

plays  a  central  role  in  bioluminescence  reaction.  The modelling  of  the  kinetics  of  the  intracellular 168 

biochemical reactions leading to bioluminescence, from the very activation of the promotor by MPreg to 169 

the production of luciferase, follows the scheme we formulated elsewhere22 for metal biosensors under 170 

non‐complexing medium conditions in the absence of metal depletion from bulk solution.  171 

Following previous reports,12,17 it  is convenient to formulate the spatial distribution of biosensors in 172 

solution according to a Kuwabara cell representation. Within the framework of the latter, each individual 173 

metal‐sensing bacterium  is  enveloped by  a  virtual  cell of  radius  cr   such  that  the bacterium/solution 174 

volumes ratio in that cell equates with the one prevailing in the entire medium, i.e.   1/3
cr a . Due to the 175 

accumulation of M in the bacterial body (internalisation), the concentration of M in bulk solution at time 176 

t, denoted as   Mc t  (mol m‐3), may differ from  ,0
Mc
  as a result of M depletion from bulk solution. Steady‐177 

state M diffusion  is readily achieved at any t for organisms with micrometric dimension like bacteria,15 178 

and  the  corresponding  ms  timescale  required  for  building  up  a  metal  diffusion  layer  at  the 179 

organism/solution  interface  (transitory  diffusion  regime)  is much  faster  than  the  typical  timescales 180 

associated with M  internalisation and depletion  from bulk solution  (mins to hrs).15,16,18  It was  further 181 

shown15 that steady‐state M transport from solution to the M‐accumulating biosurface actually applies at 182 

any t while M bulk concentration is being depleted provided that   is much lower than unity (in line with 183 

typical  bioassays  conditions).  The  radial  coordinate  r  is  adopted  and  the  origin  is  taken  at  the 184 

microorganism centre. The position  r a  marks the location of the membrane where M internalisation 185 

takes place via dedicated metal transporters. A glossary of all symbols adopted in this work is provided at 186 

the end of  the document  to  facilitate  reading. We  specify  that possible medium‐  and metal‐induced 187 
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toxicity effects on cells are not considered here, meaning that (photoactive and photoinactive) bacteria 188 

are alive during the entire duration of bioluminescence assays. This situation corresponds to experimental 189 

conditions commonly adopted in practice to monitor bioavailability of trace metal ions with metal‐sensing 190 

bacteria.  191 

In the developments below, we determine the spatial distributions of M, L and ML over time in the 192 

extracellular domain   ca r r   and the expression of the metal bioaccumulation flux as a function of the 193 

relevant thermodynamic and kinetic descriptors of the problem (§2.2). We then formulate the connection 194 

between metal bioavailability properties and bioluminescence  response of  the metal‐sensing bacteria 195 

(§3.1), and we discuss  the outcome of  theoretical predictions with  few  computational examples  that 196 

illustrate  the  dependence  of  signal  amplitude,  shape  and  apparition  delay  on  the  concentrations  of 197 

biosensor and metal‐binding  ligand  in solution  (§3.2‐§3.3). The expressions  reported hereafter  for the 198 

time‐response  of  luminescent metal  biosensors  and  for metal  partitioning  at  the  biosensor/medium 199 

interface under bulk metal depletion condition were derived with the support of PTC Mathcad Prime 8 200 

calculus environment. All demonstrations are available upon request, together with the numerical code 201 

developed to simulate biosensor signals. 202 

 203 

2.2. Metal bioavailability at the biosensor/solution interface under bulk metal depletion condition. 204 

2.2.1. Extracellular distribution of metal species, expression of metal supply flux at the biosensor surface.  205 

Under the conditions detailed in §2.1, the concentration profiles of M, L and ML in the diffusion layer 206 

are at steady state while free metal M is being depleted in bulk solution on a time scale much longer than 207 

the time needed for the re‐adjustment of the M concentration profile.15 In turn, the spatial distributions 208 

of M, L and ML concentrations over time,   =M,L,ML ,ic r t , are governed by the coupled steady‐state Nernst‐209 

Planck equations corrected for the kinetic terms pertaining to chemical ML formation and dissociation 210 
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r

r
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D c r t k c r t k c r t c r t

D c r t k c r t k c r t c r t

  (1) 211 

where  2
r   is the Laplacian operator  in spherical geometry. For cases of practical  interest, L  is  in  large 212 

excess over M so  that L concentration  is essentially  independent of  r  and  t, and Eq.  (1c)  reduces  to 213 

 L L,c r t c  where  Lc
   is  the  bulk  concentration  of  L.36  In  bulk  solution,  far  from  the  surface  of  the 214 

microorganisms, equilibrated M and ML concentrations are related linearly by     ML ML M/K c t c t   where 215 
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 =M,MLic t   are  the bulk  concentrations of M  and ML  at  t,  and  MLK   is  the dimensionless ML  stability 216 

constant defined by  ML ML LK K c . The boundaries associated with the coupled differential Eqs. (1a)‐(1b) 217 

are provided by 218 

 

   
   

  

=M,ML c =M,ML

a
M M

ML ML

,     (a)

,     (b)

, /  0    (c)

i i

r a

c r r t c t

c r a t c t

D c r t r





    


  

  (2) 219 

where Eq. (2a) reflects bulk condition, Eq. (2b) specifies that M concentration identifies with   a
Mc t  at the 220 

surface of the bacteria (  a
Mc t will be determined in §2.2.2), and Eq. (2c) states that ML complex is not 221 

bioactive,  i.e.  not  accumulated  by  the metal M‐sensing  bacteria.  Following  the  procedure  detailed 222 

elsewhere,13,36 the exact solution of Eqs. (1)‐(2) can be written in the form 223 
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                       


                    





  (3) 224 

 where  we  introduced  the  dimensionless  concentrations       =M,ML =M,ML =M,ML, , /i i ic r t c r t c t   and 225 

     M M M/ a ac t c t c t , and the scalar   1/3
a2 1

1 e
h 


   with  ah  (dimensionless) defined by 226 

   a a ML1 1/h K     (4) 227 

The Damköhler number  2
a a L M/k c a D   in Eq. (4) can be seen as the dimensionless rate constant of ML 228 

formation which  compares  the  steady  state M  diffusional  timescale,  2
SS M/a D  , with  the  reaction 229 

timescale   a L1/ k c . Equivalently,  a  compares  a  with the thickness  o  of the so‐called reaction layer 230 

(Figure 1) defined by   o M a L
*/  D k c , which represents the distance travelled by a free metal ion via 231 

diffusion before it re‐associates with L to form ML. The supply flux of M to the biosensor surface, denoted 232 

as  MJ  (mol m‐2 s‐1), is given at time t by      M M M , /
r a

J t D c r t r


   . Using Eq. (3a), the result can be 233 

recast in the concise form 234 

       * a
M ML M M M /J t p D c t c t a      (5) 235 
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with   1/3
ML o / 1p p   , and  op  is the (dimensionless) scalar defined by  o ML1p K    which quantifies 236 

the contribution of ML to the M supply flux as a function of ML lability parameter    ( 0 1  ) defined 237 

by Duval et al.13 (cf. Eq. (22) in Ref. [13]). In the limit  1  ,   reduces to13,36  238 

   a a ML ML/ 1K K         (6) 239 

where  ML M/D D    is  the  ratio  between  diffusion  coefficients  of  ML  and  M.  In  line  with  earlier 240 

conclusion,13,37 the parameter   in the dilute limit is independent of the boundary condition adopted at 241 

the surface of the M‐consuming interfaces, i.e. on   a
Mc t . 242 

As detailed elsewhere,11,13,15 criteria can be established to distinguish the nature of the contribution 243 

(if  any)  of ML  to  the M  supply  flux,  MJ ,  depending  on ML  lability  parameter   .  For  the  sake  of 244 

completeness and clarity, we recall briefly below the basic arguments. At the level of the (volume) reaction 245 

M+L↔ML in solution, discrimination needs to be made first between dynamic and inert complexes on 246 

the basis of the comparison between the characteristic lifetimes of M (given by  *
a L1 / k c ) and ML ( d1 / k ) 247 

and timescale   SS  for the steady state M diffusion from solution to the biosensor surface. In detail, ML 248 

is dynamic in the time window  SS  with a resulting fast interconversion between M and ML if  249 

  *
a L SS 1k c    and d SS 1k     (7) 250 

and ML is inert if 251 

  *
a L SS 1k c    and d SS 1k     (8) 252 

In the latter case, ML does not contribute in any way to the M supply flux at the biosensor surface. For 253 

dynamic complexes, different scenarios can be defined from the analysis of the  MJ ‐flux property under 254 

sink metal condition (i.e.  M 0ac  ), which comes to qualify the maximal ML contribution to  MJ  within the 255 

diffusion  timescale  SS .  Namely,  for  a 0    (i.e.  0    and  o 1p  ),  the  flux   MJ t   reduces  to 256 

   *
M M M /J t D c t a : this is the situation where the only free metal M is relevant to the supply flux, and 257 

ML behaves as if it is inert on the timescale of M diffusion. The other extreme  a 1   (equivalent to the 258 

condition  a L SS 1k c   ) refers to dynamic ML complexes, and two limiting situations can be distinguished 259 

depending on the nature of the ML contribution to the flux. In detail, for    a ML ML1K K    , we have 260 

1    (cf.  Eq.  (6))  and  o ML1p K  ,  and  MJ   then  simplifies  into       *
M M,t /J t D t c t a ,  where 261 

       * * *
M M ML ML M,t/   D t D c t D c t c t   (m2 s‐1)  is  the concentration‐averaged diffusion coefficient of M 262 
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and  ML  at  t  with   *
M,tc t   the  total  metal  concentration  (mol  m‐3)  in  bulk  solution  defined  by 263 

    * *
M,t M ML1c t c t K  : this  is the fully labile ML case where ML contribution to the flux  is of a purely 264 

diffusive nature, with  the equilibrium between M and ML being maintained at any position  r   in  the 265 

diffusion layer. For    a ML ML1K K     ‐ which implies the inequality  ML 1K   so as to satisfy the 266 

examined limit  a 1   ‐ the expressions of   and   MJ t  reduce to   a ML/ K    (i.e.  o a1p  267 

)  and       *
M M M kin/J t D c t a J t   with     *

kin d ML oJ t k c t  :  this  is  the  nonlabile ML  case where M 268 

bioaccumulation is dictated by the diffusion of free M and the kinetics of ML dissociation at the surface 269 

of the M‐accumulating bacteria. 270 

 271 

2.2.2. Expressions  for  the metal biouptake  flux, and  the  time‐dependent  concentrations of  free metal 272 

species in bulk solution, at the surface and in the intracellular body of the metal‐accumulating bacteria. 273 

The uptake of free M by the bacteria  is assumed to follow a Michaelis‐Menten mechanism, which 274 

corresponds to a fast langmuirian adsorption of M at the membrane transporter sites distributed over the 275 

entire surface of the bacteria, followed by a rate‐limiting internalisation step with kinetic constant  intk  (s‐276 

1).11,12,15,30,38  In  studies on metal monitoring by bacterial  reporters,  the  linear Henry  regime  for metal 277 

bioaccumulation is relevant as it corresponds to a low coverage of the internalisation sites by M and to an 278 

ensuing  linearity between bioluminescence at t and bioavailable metal concentration  (cf. §3).23  In this 279 

regime, the M biouptake flux   uJ t  reads as11,12,15,30  280 

     u H int M
aJ t K k c t   (9) 281 

with  HK   (m) the Henry adsorption constant. Under steady state conditions,  the metal supply  flux  MJ  282 

defined by Eq. (5) must equate at any t the difference between internalisation and excretion fluxes 283 

       M u e MJ t J t k t    (10) 284 

, where   uJ t  is given by Eq. (9), and   M t  (mol m‐2) is the concentration of intracellular free M at time 285 

t per microorganism surface area (cf. §2.1). The derivative of  M  with respect to time corresponds to the 286 

uptake flux   uJ t  corrected for M excretion and conversion of internalized M into MPreg, i.e. 287 

           M u e M a,i s M d,i cd / dt t J t k t k t k t           (11) 288 

where  a,ik
  and  d,ik

  were defined in §2.1,   c t  (mol m‐2) is the concentration of intracellular MPreg complex 289 

at t per unit cell surface area, and  s  is the molar concentration of metal binding sites carried by Preg  and 290 

smeared‐out over the volume  BV  of a bacterium. The counterpart of Eq. (11) for   c t  is written 291 
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       c a,i s M d,i cd / dt t k t k t        (12) 292 

Finally, at any t, the level of metal depletion in bulk solution is determined by the amount of accumulated 293 

and excreted free M according to the following mass balance condition  294 

              
c

2 2
M ML M ML u e M

0

, , ,0 ,0 d d
r t

a

r c r t c r t c r c r r a J t k t t                   (13) 295 

where the M and ML concentration profiles,   M,ML ,c r t , are defined by Eq. (3).  296 

The set of Eqs. (9)‐(13) defines the time‐dependent concentration of M  in bulk solution and at the 297 

biosensor/solution interface (  Mc t  and   a
Mc t , respectively), and the concentrations of intracellular M 298 

and MPreg (  M t  and   c t , respectively) using the boundary conditions     M c0 0 0t t     . After 299 

some algebra and recourse to Laplace transform, it can be demonstrated that the bulk M concentration 300 

at any time t,   Mc t , is determined by the following explicit expression  301 

    ,0 , ,0
M M M M/ / e et tc t c c c f f       

      (14) 302 

where   ,0
M M 0c c t   ,    ,

M Mc t c    ,   a,i/t t   is the dimensionless timescale with   a,i a,i s1 / k   the 303 

lifetime of  intracellular  free metal M, and  i d,i a,i/K     is  the stability constant of MPreg   complex with 304 

d,i d,i1 / k   the lifetime of MPreg . The dimensionless factors  f  involved in Eq. (14) are further defined by 305 

 
   
   

1

o o i

o i

1 1

1

K
f

K

   

  


 


 

       
 

  (15) 306 

where the (dimensionless) frequencies   in Eq. (15) are given by 307 

   
2

i
i i

o i o o

1 1
1 1 1 4 1 1

2

K
K K

K

  
  





                         

  (16) 308 

The  (dimensionless)  timescale  o   involved  in  Eqs.  (15)‐(16)  is  defined  by  o o a,i/    with  the  time 309 

constant o (s) given by 310 

                                                 1

o ML ML a,M
H int

1
1 1 1

3

a
K p Bn f

K k




          
                                             (17) 311 

while the dimensionless scalars   and  o  appearing in Eqs. (15)‐(16) read as 312 

    e
ML

H int

1
1 1

3

ak
K

K k




  
    

 
   (18) 313 

       1
1 1

o ML ML a,M1 1 /
         p Bn p Bn f   (19)  314 
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, respectively. The physical meanings of  o  and   are thoroughly discussed in §2.2.3, together with the 315 

implications of Eq. (14) in terms of dynamics of metal bioaccumulation. Eq. (16) is obviously meaningful 316 

for values of  iK ,   and  o  in line with a positive argument of the square root in Eq. (16) : a Taylor‐series 317 

expansion of that argument with respect to    for the here‐considered case of dilute cell suspension (318 

1  ) evidences that positivity of that argument is always verified. In Eqs. (17) and (19),  Bn  is the so‐319 

called  Bosma  number39  that  compares  the  M  diffusion  conductance,  1
Ma D   (m  s‐1),  and  the  M 320 

internalisation conductance  H intK k  (m s‐1)   321 

   1
M H int/Bn a D K k   (20) 322 

The extremes  1 1Bn   and  1 1Bn   correspond to a metal bioaccumulation process that is rate‐limited 323 

by M internalisation kinetics and M diffusional transport, respectively. The (dimensionless) quantity  a,Mf  324 

in Eqs. (17) and (19) depends on the cell volume fraction   according to Eq. S1 given in SI†. For  1  , it 325 

can be shown that  a,Mf  simplifies into the following expression that involves the ML lability parameter 326 

defined by Eq. (6) 327 

      1 1/3
a,M ML ML2 1 / 1f K K        (21) 328 

At  t   , the partitioning of free M between the solution and the intracellular volume of the bacteria 329 

is fully equilibrated, and the resulting bulk metal concentration    ,
M Mc t c      involved in Eq. (14) can 330 

be written in the concise dimensionless form 331 

 
 
 

1 1

ML, ,0 H inti
M M a,M1

ML e ML

1 3
/ 1 1

1 1 1

p BnK kK
c c f

K ak p Bn




 
  



   
              

  (22) 332 

Given the expression (14) that defines   Mc t , using  Eq. (10) we finally infer that the concentration of M 333 

at the cell surface,   a
Mc t , and the metal biouptake flux   uJ t  (Eq. (9)) are formulated according to  334 

     
 

       1ua
M M ML e M int H1

H int ML

1
/

1

J t
c t c t p Bn k t k K

K k p Bn



    

  (23)  335 

For the sake of completeness, we report in SI† the expressions obtained for the surface concentration of 336 

M  at  equilibrium,  denoted  as   a ,
M M

ac t c   ,  and  for  the  intracellular  concentrations  of  free  and 337 

complexed metal, i.e.   M t  and   c t , respectively (cf. Eqs. (S2)‐(S5) in SI†).  338 

 339 

2.2.3. Bulk metal depletion: timescales and equilibrium situation. 340 
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Equation  (14) highlights  that  the bulk  concentration   Mc t  of  free metal M decreases over  time 341 

according to 2 exponential functions with associated timescales    defined by 
1

a,i  
   where   are 342 

given by Eq. (16) that involves the time constant  o  defined by Eq. (17). Interestingly, the decay of   Mc t   343 

over time featured by Eq. (14) is similar to the double exponential form adopted in [40] to describe the 344 

time‐dependence of bulk protein  concentration  following protein adsorption and uptake by  spherical 345 

resin beads. Realizing that     ,     and     feature the short‐ and  long‐term components of bulk M 346 

depletion, respectively. We provide below a biophysical meaning of the processes having time constants 347 

  , and we identify the situations where bulk metal depletion kinetics is controlled by both    and   , or 348 

by only one of these two timescales.  349 
 350 
Absence of M excretion. For poorly‐metal excreting bacteria, i.e. when M internalization is much faster 351 

than excretion (i.e.  e int/ 0k k  , or equivalently  1  , cf. Eq. (18)), it can be shown that the expressions 352 

of    considered in the limits  o a,i/ 1   ,  o a,i/ 1   ,  i 1K   (weak MPreg  complex) or  i 1K   (strong 353 

MPreg complex) reduce to 354 

 
  
  

11 1
d,i a,i o

11 1
d,i a,i o

min ,    (a)

max ,    (b)

   

   

 


 


  

  


  (24)  355 

The term    11 1
d,i a,i 

   pertaining to one of the two kinetic components of bulk M depletion is determined 356 

by  the  only  time  constants  a,i   and  d,i   for  the  formation  and  dissociation  of  intracellular  MPreg, 357 

respectively, with the kinetic limits    11 1
d,i a,i d,i  

    and    11 1
d,i a,i a,i  

    applicable to weak and strong 358 

MPreg  complexes,  respectively.  In  contrast,  the  time  constant  o   (Eq.  (17))  relevant  for  the  other 359 

component of the depletion process (Eq. (24)) is independent of the chemodynamic properties of MPreg: 360 

it simply corresponds to the timescale for transferring M from bulk solution to the intracellular cell volume 361 

prior to its sequestration by Preg. The relative contributions of the short and long‐term components to the 362 

overall depletion process, as identified by Eq. (24) for  e int/ 0k k  , depend on the respective magnitudes 363 

of  f  and  f  (Eq. (15)) involved in the definition of   Mc t  (Eq. (14)). Combining Eqs. (24) and (15) with364 

1
a,i  

  , we demonstrate that bulk M depletion for  e int/ 0k k   in the limits  o a,i/ 1   ,  o a,i/ 1   , 365 

i 1K   or  i 1K   systematically proceeds according to a single exponential decaying function of time 366 

with a single depletion time constant, denoted as  depl , that identifies with  o . The bulk M concentration 367 

can then be approximated by 368 
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      depl/,0 , ,0 , ,0
M M M M M M/ 1 / e /tc t c c c c c             (25)  369 

where  , ,0
M M/c c    is defined by Eq. (22). Under the examined conditions, the presence of the intracellular 370 

metal  binding  ligand  Preg  does  not  affect  the  kinetics  of  bulk M  depletion  nor  the  equilibrium  bulk 371 

concentration of M,  , ,0
M M/c c    . Indeed, regardless of the magnitude of  iK ,  , ,0

M M/c c    necessarily tends to 372 

0 value for bacterial systems where M excretion is insignificant, which is inferred from Eq. (22) taken in 373 

the limit  e int/ 0k k  . 374 

Presence  of M  excretion. When M  efflux  pumps  are  operational  (i.e.  e int/ 0k k  ),  the  resulting M 375 

excretion  tends  to buffer  the  concentration of M  in  solution  so  that  the maximum  level of depletion 376 

reached at  t  necessarily decreases as compared to the situation where excretion is not significant: 377 

this is in line with the increase of  , ,0
M M/c c     with increasing  e int/k k  at given  iK , as formulated by Eq. (22). 378 

In addition, at fixed value of  e int/k k , Eq. (22) evidences that  , ,0
M M/c c    now decreases with increasing  iK : 379 

M depletion at equilibrium is therefore enhanced by intracellular metal complexation process. The latter 380 

counteracts indeed the excretion‐mediated buffering of bulk M concentration to an extent that depends 381 

on the ratio     i e int1 / /K k k  that is involved in Eq. (22).  382 

For the case  e int/ 0k k   or, equivalently,  1   (cf. Eq. (18)), we report in Table 1 the corresponding 383 

expressions of      for  the  relevant  limits  o a,i/   ,  o a,i/   ,  i 1K   and  i 1K    (Eqs.  (26a,b), 384 

(27a), (28a,b) and (29a) in Table 1, respectively). These expressions constitute the analogues of Eq. (24) 385 

for cases where M excretion is significant. The obtained results are obviously more involved as the kinetics 386 

of metal depletion is now determined by the complex interplay between M excretion and internalisation 387 

(as subsumed in  ), chemodynamics of MPreg complex (via the time constants  a,i  and  d,i ) and transfer 388 

of M from solution to bacterial body (via the time constant  o ). The conditions underlying the applicability 389 

of a mono‐exponential decrease of   Mc t  over time with associated depletion time constant  depl  (Eq. 390 

(25)) are further identified in Table 1 for each limit considered (Eqs. (26c,d), (27b,c), (28c) and (29b,c)) and 391 

the  corresponding expressions of  depl  are also  specified.  In particular,  for  i 1K  , bulk M depletion 392 

kinetics is always captured by the single timescale  depl o /   , which is a factor 1/   lower compared to 393 

that discussed above for the situation where M excretion  is  insignificant: excretion thus decreases the 394 

time required for M partitioning at the biointerface to reach equilibrium. In the extreme of infinitely fast 395 

excretion  ( e k   or,  equivalently,    ),  bulk  M  concentration  is  buffered  so  efficiently  that 396 
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, ,0
M M/ 1   c c  (cf. Eqs. (21)‐(22) for  1  ), and M depletion then becomes  insignificant. For strong Preg 397 

complexant ( i 1K  ) under conditions where the inequality  o / 1    is satisfied, e.g. for  e a,i 1k    (cf. 398 

Eqs.  (17) and  (18)),  depl   reduces  to   depl a,i o2 / 1 1 4 /     , which  is  independent of  the excretion 399 

kinetic constant  ek . This is the situation where a sufficiently fast complexation of M by Preg bypasses M 400 

excretion kinetics. The latter then becomes immaterial in defining the partitioning of M over time at the 401 

biosensor/medium interface. The possible existence of two timescales     for bulk M depletion kinetics 402 

and  the  aforementioned  contributions  of M  excretion  and  intracellular M  complexation  agree with 403 

conclusions  by Duval  et  al.19  and  their  numerical  analysis  of M  partitioning  at  a metal‐accumulating 404 

interface in the scenario where metal complexation in solution is not significant. In particular, we verified 405 

that Eq. (22) (or equivalently Eq. (30) reported below) in the limit  ML 0K   (absence of metal‐complexing 406 

ligand  in solution) correctly reproduces the ratio  , ,0
M M/c c    evaluated  in Ref.  [19] under the conditions 407 

where cell electrostatics is screened and linear Henry bioaccumulation regime applies, i.e.   a
M M/ 1K c t   408 

where  MK  relates to the M affinity for the metal transporter sites at the bacterial membrane. Under such 409 

conditions, we further checked that the characteristic depletion frequencies   evaluated from Eq. (16) 410 

for strong Preg complexant (i.e.  i 1K  ) properly compare to values obtained from Eq. (36) in Ref. [19] 411 

valid for  i 1K  . 412 
 413 
Effects of extracellular metal speciation and cell concentration on biointerfacial partitioning of metal 414 

species. The formulations obtained above for  , ,0
M M/c c    (Eq. (22)) and for the time constant  o  (Eq. (17)) 415 

appearing  in  the defining expressions of both     and  depl   (cf. Eq.  (24) and Eq.  (26)‐(29)  in Table 1), 416 

evidence that bulk M depletion kinetics  is  intrinsically controlled by: (i) the nature of the process that 417 

limits  the  rate of metal bioaccumulation,  as  evidenced by  the  involvement of  1Bn (Eq.  (20)),  (ii)  the 418 

chemodynamics of  intracellular MPreg complex, via  involvement of  a,i  and  iK , (iii) the efficiency of M 419 

internalisation compared to excretion, via involvement of the ratio   H int e/K k ak , (iv) the thermodynamics 420 

of extracellular metal speciation, via the dependence of Eqs. (16)‐(22) on ML stability constant  MLK , and 421 

finally (v) the bioavailability of ML complex, via the lability parameter    which enters the definition of 422 

MLp  and  a,Mf  (cf. §2.2.1 and §2.2.2). Substituting the defining expressions of  MLp  (cf. below Eq. (5)) and  423 

 424 
 425 
 426 
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Considered limit                      Corresponding expressions of    and  depl   

              
 
 

             o a,i/                     
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                 i 1K   

 

d,i    (a)                                                                          

o /    (b)                                                                               Eq. (28a‐c) 

depl    (c)   

      
 

i 1K   

 
 

   
o o o

a,i 2 2
o i oo o

4 41
2 / 1 1 1 1 / 1    (a)

K

    
     



                                 
 

 a,i o o
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                 Eq. (29a‐c) 

 427 
Table 1. Expressions of the time constants  1

a,i  
    involved in the decay of bulk M concentration with time 428 

(Eq. (14)) within the limits specified in the left column where M excretion is accounted for (i.e.  e int/ 0k k   or  1   429 

(Eq. (18)). The (dimensionless) frequencies   are defined by Eq. (16), and the timescale  o o a,i    (s) by Eq. (17). 430 

i d,i a,i/K     is the stability constant of  intracellular MPreg complex, with  d,i  and  a,i  the  lifetimes of MPreg and 431 

intracellular M, respectively. The conditions (if any) required for the existence of a single bulk M depletion timescale, 432 

depl , are further specified wherever necessary together with corresponding expressions of  depl . See text for details.  433 
 434 

a,Mf  (Eq. (21)) into Eq. (22), we show that  , ,0
M M/c c    depends on the descriptors of processes (i)‐(v) listed 435 

above according to the explicit expression valid for  1     436 

 
   

1 1/3
, ,0 H int i

M M 1 1
e MLMLML

3 1
/ 1 / 1

12 11 1

K k KBn
c c

ak KKK Bn

 
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
  

 

             
  (30)  437 

Similarly,  substitution  of  MLp   and  a,Mf   into  Eqs.  (17)‐(18)  leads  to  the  following  expression  of  the 438 

timescale  o /   (which identifies to  depl  for e.g.  i 1K  , cf. Table 1)  in the dilute limit  1   439 
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         (31) 440 

We  discuss  specifically  in  §2.2.4  how ML  lability  ( )  and  bioaccumulation  kinetics  ( 1Bn )  impact M 441 

depletion thermodynamics and kinetics (Eqs. (30) and (31), respectively), and we analyse here the effects 442 

connected to M speciation in solution ( MLK ) and to changes in the cell volume fraction  . Briefly, Eqs. 443 

(30)‐(31) evidence that both  , ,0
M M/c c    and  o /   increase with increasing   ML ML LK K c  (up to leading‐444 

order terms in  MLK ) at fixed  , meaning that extracellular metal complexation acts as a buffer of bulk M 445 

concentration.  In  turn,  increasing  MLK  at  fixed concentration  Lc
  of L  (which  is  realized  in practice by 446 

changing the nature of the ligand L) or increasing  Lc
  at given  MLK  leads to a reduction of M depletion at 447 

equilibrium and to an  increase  in  the delay needed to achieve this equilibrium. The effects caused by 448 

extracellular M speciation on bulk M depletion are therefore opposite to those caused by intracellular M 449 

sequestration by Preg. The retardation of the equilibrium situation upon increasing ML stability agrees with 450 

the conclusion by Pinheiro et al.15 formulated for microorganisms devoid of intracellular M chelator (i.e. 451 

i 0K  )  in the absence of M excretion  (i.e.  e 0k  ), and Eqs.  (30)‐(31) taken  in these  limits correctly 452 

reproduce Eqs. (13)‐(14) given in Ref. [15] for media where L is absent (i.e.  ML 0K  ). In addition, Eqs. 453 

(30)‐(31) provide a  rationale of  the  (intuitive) connections existing between  the equilibrium  level and 454 

kinetics  of M  depletion,  and  the  concentration     of  biosensors,  that  is  :  , ,0
M M/c c     decreases  with 455 

increasing  the  amount  of M‐accumulating  bacteria  (cf.  the  leading  order   ‐term  in  Eq.  (30)),  and 456 

increasing   fastens the depletion process (cf. Eq. (31)). Finally, we infer from Eq. (30) that the conditions 457 

marking a significant depletion of M from bulk solution can be formulated by the inequality   , where 458 

  is the critical cell concentration that depends on the relevant parameters of the problem according to  459 
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  (32) 460 

and the second equality in Eq. (32) follows directly from the definition of  1Bn  (Eq. (20)). The opposite 461 

roles played by the intra‐ and extracellular ligands L and Preg  in terms of effects on depletion at equilibrium 462 

are reflected by the ratio     ML i1 / 1K K  : the larger  MLK  is, the higher is the concentration of bacteria 463 

required to deplete a given amount of M, and conversely for  iK . The buffering of M concentration  in 464 

solution by excretion process is also correctly captured by Eq. (32): the more efficient is excretion (i.e.  ek465 
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is high), the larger becomes the concentration of bacteria needed to achieve a given M depletion level, 466 

and conversely for high  intk . 467 

 468 

2.2.4. Metal bioavailability. 469 

The expressions of  , ,0
M M/c c    and  o /   given by Eqs. (30)‐(31) depend on the ML lability parameter 470 

  which  qualifies  and  quantifies  the  nature  and magnitude,  respectively,  of  the  contribution  of ML 471 

complex to the M bioaccumulation flux, with the differentiation between  inert and dynamic ML ( 0   472 

and  0  , respectively) and, if dynamic, between non‐labile and fully labile ML ( a ML/ K    and  1 473 

, respectively), as explained  in §2.2.1. The quantities  , ,0
M M/c c    and  o /    further reflect the extent to 474 

which M  bioaccumulation  is  kinetically  determined  by M  internalisation  and/or M  diffusion  process, 475 

depending on the magnitude of the reciprocal of the Bosma number  1Bn  (Eq. (20)) compared to unity. 476 

We summarize  in Figure 2 all conditions  invoked  in §2.2.1 that must be verified for ML complex to be 477 

inert, dynamic, and non‐labile or  fully  labile, while replacing them  in the relevant  limits  1 1Bn   and 478 

1 1Bn   where biouptake is controlled by M internalisation and M diffusion, respectively. For each case 479 

considered across  the  spectrum of  speciation and bioaccumulation dynamic  scenarios, we  report  the 480 

corresponding limits of Eqs. (30)‐(31) pertaining to  , ,0
M M/c c    and  o /   (Eqs. (33a,b)‐(36a,b) in Figure 2). 481 

Figure  2  thus  extends  the  results  by  Pinheiro  et  al.15  valid  under  the  strict  conditions where metal 482 

excretion and intracellular metal complexation were ignored, and they provide a so‐far missing overview 483 

of  the  expressions  that  govern  metal  depletion  over  time  for  all  relevant  limits  of  speciation  and 484 

bioaccumulation dynamics. 485 

For internalization‐controlled bioaccumulation ( 1 1Bn  , case ❶ in Figure 2, Eqs. (33a,b)), there is 486 

no limitation of the biouptake by M diffusion, the only free M concentration is relevant to the biouptake 487 

and L simply acts as a buffer for the free M concentration  in solution (§2.2.3). This  is the conventional 488 

situation treated by BLM where the surface concentration of M,  a
Mc , is a priori assumed to equate with 489 

the bulk M concentration,  Mc
 , which actually corresponds  to Eq.  (23)  taken  in  the  limit  1 0Bn  .  In 490 

situations where bioaccumulation rate is limited by M diffusion ( 1 1Bn  ), the extent of ML dissociation 491 

within  the timescale  ss   for steady state diffusion of M  to  the biosensor surface becomes  relevant  to 492 

discriminate inert from dynamic ML complexes. The conditions fulfilled by inert and dynamic ML are then 493 

formulated by Eqs. (7) and (8). For inert ML (case ❷ in Figure 2, Eqs. (34a,b)), expressions of  , ,0
M M/c c    494 

and  o /   basically merge (up to leading order terms in  ) with those derived for case ❶ on the premise 495 
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that  there  is no concentration gradient at  the biosurface,  i.e.  a
M Mc c   or, equivalently,  1 0Bn  . For 496 

dynamic ML (corresponding to  a 1  ) the distinction between non‐labile and fully  labile ML complex 497 

(cases ❸ and ❹, respectively) is tied to the applicability of the inequalities    a ML ML1 1K K      498 

and    a ML ML1K K    , respectively. The contribution of non‐labile ML to bulk M depletion and M 499 

transport is dominated by ML dissociation kinetics (case ❸, Eqs. (35a,b)). In the limit of fully labile ML, 500 

ML  dissociation  kinetics  is  so  fast  that  the  contribution  of ML  to M  bioaccumulation  flux  is  entirely 501 

governed by ML diffusion from bulk solution to the M‐accumulating biointerface.  502 

  
Figure 2. Conditional applications of the possible scenarios  in terms of dynamics of metal bioaccumulation, and 

related contribution of ML complex to M biouptake flux ( uJ ). Scenario ❶ applies when bioaccumulation is limited 

by M internalisation kinetics without any resulting ML contribution to  uJ . Scenario ❷, ❸ and ❹ refer to cases 

where M bioaccumulation is limited by M diffusion from bulk medium to the biosensor surface. More specifically, 
unlike cases ❸ and ❹, case ❷ is that where ML does not contribute to the M biouptake flux (inert ML). In cases 

❸ and ❹, the contribution of ML to  uJ  is determined by ML dissociation kinetics (non‐labile ML) and ML diffusion 

(fully labile ML), respectively. For all cases, the expressions of  , ,0
M M/c c    are provided together with those defining 

the time constant  o /   which corresponds to the M depletion timescale for weak intracellular MPreg (cf. Table 2). 
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The timescale  2
SS M/a D   in Figure 2 refers to the steady state diffusion of M from solution to the accumulating 

biointerface. The Biotic Ligand Model (BLM) assumes equilibrium between metal affinity in bulk medium and at the 

biosensor surface (i.e.     M M
ac t c t , cf. Eq. (23) for  1 0Bn  ), which corresponds to case ❶. All parameters 

are defined in the text and glossary of symbols. See text for details. 
 

Using Eqs. (30)‐(31), in Figures 3A,B we report computed variations of  o /   as a function of  1Bn  503 

and ML lability  . For the sake of comparison, predictions from the relevant limiting expressions specified 504 

in Figure 2 are further reported. With increasing  1Bn ,  o /   decreases at fixed  , meaning that it takes 505 

less  time  to  deplete  a  given  amount  of M when  switching  from  internalised‐controlled  to  diffusion‐506 

controlled M biouptake, which  is  line with a faster biouptake process achieved by  increasing  1Bn . For 507 

diffusion‐controlled M biouptake (i.e.  1 1Bn  ), increasing ML lability   leads to a decrease in  o /  : M 508 

depletion thus becomes faster when the contribution of ML to the uptake flux  increases,  i.e. from the 509 

non‐labile to fully labile ML situations. Figure 3C further illustrates the expected decrease of  , ,0
M M/c c    with 510 

increasing  1Bn  at fixed cell concentration or, equivalently, with increasing  /   (where   is defined by 511 

Eq. (32)). The new feature is that the impact of ML lability    (which includes the variables  MLK  and  a512 

, cf. Eq. (6)) on  , ,0
M M/c c    is very moderate, as judged from the similarity of the curve computed for  0.5   513 

and those corresponding to the extremes of inert and fully labile ML complex (not shown). This result can 514 

be  understood  from  inspection  of  Eqs.  (30)  and  (34b)‐(36b)  where  quantities  MLK   and  a   are 515 

systematically involved in  ‐dependent terms that are much lower than unity. In turn,  , ,0
M M/c c    (Eq. (30)) 516 

basically reduces to the simple expression    1, ,0
M M/ 1 /c c  

      with  , ,0
M M/ 1 / 2   c c  for  / 1   ,  in 517 

agreement with Figure 3C. 518 

The buffering of bulk M concentration by ligand L in solution (as explained in §2.2.3) is illustrated in 519 

Figure 4A and Figure 4B by the increase of  o /   and  , ,0
M M/c c     with increasing  MLK  at fixed values of   520 

and  1Bn , respectively. Figure 4 further reveals that the magnitude of this buffering effect is reduced as 521 

biouptake becomes  increasingly controlled by M‐transport (increasing values of  1Bn ),  in  line with the 522 

decrease captured by Figures 3A,B for  o /   when lability of ML increases. Finally, Figures 3‐4 support 523 

the consistency between the results derived on the basis of Eqs. (30)‐(31) and those obtained with the 524 

approximate Eqs. (33)‐(36) within their applicable ranges of  1Bn and   values (cf. Figure 2).  525 
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Figure 3. Variations of the time constant  o /   (A,B) and  (dimensionless) bulk M concentration at equilibrium,
, ,0

M M/c c    (C) as a function of  1Bn defined by Eq. (20) (A),  ML lability parameter  (Eq. (6)) (B), and normalized cell

volume fraction  /   where   is given by Eq. (32) (C). Model parameters if not specified in the figure:  ML 10K 

,  310  ,  1  ,  1a   m,  9
M 10D   m2 s‐1 ,  e 0k   in (A,B),  4

e 10k  s‐1 and  i 10K   in (C). The solid lines are

predictions by Eq. (31) and Eq.  (30)  for  o /    (A,B) and  , ,0
M M/c c    (C), respectively. Dotted  lines refer to results

obtained with the expressions of  o /   and  , ,0
M M/c c    given in Figure 2 for internalisation‐controlled M biouptake,

inert ML, non‐labile ML and/or fully labile ML (specified in Figure 3). Orders of magnitude for selected values of  ,

ek   and  iK   conform  to  experimental  data  on  Cd‐excreting  bacteria16  and  intracellular  Cd  complexation  by

metallothionein.18 
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Figure 4. Variations of the time constant  o /   (A) and bulk M concentration at equilibrium  , ,0
M M/c c     (B) as a

function of dimensionless ML  stability  constant,  ML ML LK K c ,  for different  values of  1Bn   (indicated). Model

parameters  if not specified  in the  figure:  310  ,  1  ,  1a   m,  9
M 10D   m2 s‐1,  0.5  ,  e 0k    (A) and

3
e 10k  s‐1 (B),  i 10K   (only relevant in (B) because  o /   is independent of  iK , cf. Eq. (31)). The solid lines are

predictions by Eqs. (31) and (30) for  o /   and  , ,0
M M/c c   , respectively.  

 526 

3. Connections between metal partitioning dynamics at the biosensor/solution interface and 527 

bioluminescence signal. 528 

3.1. Theoretical formulation. 529 

In  the  situations  where  M  depletion  from  solution  is  insignificant  (i.e.  for    ),  the 530 

bioluminescence  (0)Lum  (in counts s‐1) generated at time t by the bacterial metal sensors present at the 531 

(time‐independent) concentration  B B/c V  can be written in the form22 532 
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   (37)  533 

where the symbol   is the convolution product, and we recall that the initial bulk concentration of free 534 

M,  ,0
Mc
 ,  obeys  the  relationship   *,0 *,0

M M,t ML/ 1c c K   where  *,0
M,tc   is  the  total  bulk metal  concentration 535 

(including M and ML species). We have specified in Eq. (37) that  (0)Lum  depends on time t, on the relevant 536 

bulk concentration of free metal,  ,0
Mc
 , and on the dimensionless time‐dependent concentration   B,pc t  537 

of photoactive cells, also termed cell photoactivity.22 This concentration is defined by      max
B,p B,p B,p/c t c t c538 

, where   max
B,p B c c   is the maximum number density  (in m‐3) of photoactive bacteria  the medium can 539 

sustain depending on the available resources therein required to convert internalized metal ions into light. 540 
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For medium  compositions  that exclude  toxicity  towards bacteria,   B,pc t   is an  increasing  sigmoid‐like 541 

function of  time,21‐23  independent of M  concentration, with  initial  and  end  values   B,p 0 0c t     and 542 

 B,p 1c t  , respectively. Under such conditions, an increase in the total cell concentration  Bc  leads 543 

to an increase in the concentration of photoactive cells. As a first‐order approximation, this connection is 544 

written  in  Eq.  (37)  according  to  the  linear  relationship  max
B,p Bc c  with  0 1  . We  recall  that  the 545 

function   B,pc t , originally introduced in Ref. [22], is inspired by the modelling work of Delle Side et al.41 546 

on bacterial bioluminescence onset and quenching.  In their work, these authors proposed a model to 547 

disentangle  the  roles  of  cell  growth  and  quorum  activation  in  shaping  the  bioluminescence  signal 548 

produced constitutively by cells. In turn, adaptation of their treatment to metal‐sensing bacteria22 allows 549 

to differentiate between the total concentration of bacteria  in the medium  (taken here constant over 550 

time) and the time‐dependent concentration of photoactive cells. Obviously, the physiological state of the 551 

bacteria is crucial in defining cell capacity to convert chemical information (e.g. the internalized M) into 552 

bioluminescence. This physiological state and the related cell metabolic activity at time t depend on the 553 

nutritional resources available in the medium. Both are effectively reflected by the magnitude of   B,pc t , 554 

with   B,p 0c t  and   B,p 1c t  pertaining to photoinactive and fully photoactive bacteria, respectively. As 555 

detailed elsewhere,21 the quantity   B,pc t  may be equivalently interpreted as the (dimensionless) number 556 

of photoactive cells at time t with each of these cells maintaining a constant bioluminescence yield, or as 557 

a time‐dependent bioluminescence yield that applies to all cells present in the medium.  558 

The term   H a B1 K S c   in Eq. (37) corrects the free metal concentration  ,0
Mc
  for the amount of M that is 559 

passively  adsorbed  at  the  biosensor  surface  (this  metal  fraction  does  not  contribute  to  the 560 

bioluminescence  signal), with  HK   (in m)  the adsorption  constant  in  the here‐considered  linear Henry 561 

adsorption  regime.  Passive  metal  adsorption  at  bacterial  surfaces  is  usually  fast  compared  to 562 

internalisation and M depletion,15,16,30 which leads to a fast‐initial decrease of bulk M concentration, in 563 

agreement with electroanalytical measurements16 and  formulation  in Eq.  (37). The  resulting quadratic 564 

dependence of  (0)Lum  versus  Bc , i.e.   (0)
B H a B1 Lum c K S c , has been validated by experimental data.42 565 

Eq.  (37)  holds  for  the  practical  case  qt  , where  t  typically  exceeds  hours  and  q   (min)  is  the 566 

characteristic duration of photon emission by luciferase‐luciferin complexes.22 In Eq. (37),   is defined by 567 

1
a T f q HiS V k k K    (in counts s‐1 mol‐1 m5) , with  aS  the surface area of an individual biosensor,  k  (counts 568 

s‐1 mol‐1) is the kinetic constant for photon emission per mole of luciferase,  fk  (mol m‐3 s‐1) is the kinetic 569 
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constant for luciferase production, and  HiK  (mol m‐3) is the Hill constant that relates to the affinity of the 570 

promoter for the MPreg complex (Figure 1). The term 
 

,0
H int M

1 1
ML1 1

K k c

K Bn 



  
 in Eq. (37) simply corresponds 571 

to the steady state M biouptake flux in the absence of metal excretion (cf. Eq. (23) taken at t = 0). The 572 

dimensionless function   F t  in Eq. (37) is defined by Eq. (16) in our previous report22 and it reflects the 573 

rate  of  variation  of  luciferase  concentration  with  time,  which  is  mediated  by  the  dynamics  of  M 574 

partitioning at the biosensor/solution interface and by the kinetics of the intracellular processes leading 575 

to the expression of the reporter gene (lux). For practical situations of strong intracellular metal‐chelators 576 

Preg    ( i 1K  )  that  significantly bypass M excretion  (i.e.  e a,i 1k   ) and  for  r a,i 1k    with  rk   (s
‐1)  the 577 

effective kinetic constant associated with the inhibition of luciferase production and/or activity, we have22 578 

        effr
1

eff r eff r1 / e / e k tk tF t k k k k
         (38)  579 

where  effk  (s‐1) is defined by    1 1
eff e i ML/ 1 1k k K K Bn 

      
.21 580 

Under  conditions where  bulk metal  depletion  is  significant,  i.e.  for      or      (cf.  §2.2.3), 581 

following  the  bioluminescence  modeling  scheme  detailed  elsewhere22  and  correcting  it  for  the 582 

dependence of bulk M concentration on time, we straightforwardly obtain for the bioluminescence signal 583 

denoted as   Lum t  584 

   
 

 
     

,0
H int M H a B M

B B,p1 ,01
MML

1

1 1


 

 

 

                   

K k c K S c c t
Lum t c F t c t

cK Bn
   (39)  585 

where the ratio    ,0
M M/c t c   is defined by Eq. (14) whose limits are specified in Figure 2 for the relevant 586 

scenarios differing in terms of M bioaccumulation and speciation dynamics. For    ,0
M M/ 1c t c   , Eq. (39) 587 

correctly reproduces the non‐depletive situation covered by Eq. (37). In cases where M depletion kinetics 588 

is determined by a single time constant  depl  (cf. Eq. (24) and Table 1), we argued that Eq. (25) reproduces 589 

correctly  the  time‐variation  of  ,0
M M/c c  .  Then,  substituting  Eq.  (25)  into  Eq.  (39)  we  show  that  the 590 

expression of the bioluminescence signal   Lum t  with account of bulk M depletion can be written 591 

         depl/(0) , (0) ,0 ,
M B,p M M B,p, , , ,e        tLum t Lum t c c t Lum t c c c t    (40)  592 

where   (0) , ,Lum t x y   is  given by  Eq.  (37),  and  x   and  y   are  dummy  arguments  referring  to  bulk M 593 

concentration and cell photoactivity, respectively. Equation (40) explains how the bioluminescence signal 594 

 Lum t   is  impacted by the kinetic and thermodynamic determinants of bulk metal depletion. Namely, 595 



26 
 

 Lum t  can be viewed as the sum of two terms: the first term,    (0) ,
M B,p, , Lum t c c t , corresponds to the 596 

bioluminescence signal that would be obtained in the absence of M depletion but with setting the bulk M 597 

concentration  to  ,
Mx c   and  the  (time‐dependent) cell photoactivity  to   B,py c t , while  the second 598 

term    depl/(0) ,0 ,
M M B,p, ,e    tLum t c c c t   pertains  to  the  signal  in  the  absence  of  M  depletion  with 599 

,0 ,
M Mx c c     and   depl/

B,pe ty c t . The underlying modifications of  the bioluminescence signal due  to 600 

metal depletion are detailed in the next sections by analysing the dependence of   Lum t  on cell volume 601 

fraction and concentration of metal‐binding ligand in solution. 602 

 603 

3.2. Effects of cell volume fraction on the bioluminescence signal   Lum t . 604 

Figures 5A,B illustrate the changes of the bioluminescence signal caused by bulk M depletion upon 605 

increasing cell volume fraction  . The focus is given here on the analysis of the contribution of the only 606 

convolution product in Eq. (39). For that purpose, results in Figures 5A,B are reported in the dimensionless 607 

form    max/
 

Lum t Lum  with       B H a B/ 1   
Lum t Lum t c K S c  and  max

 
Lum  is the maximum of 608 

the bioluminescence signal   Lum t  reached in the absence of M depletion, i.e. at   . Accordingly, 609 

the ratio    max/
 

Lum t Lum  basically reflects the (normalized) bioluminescence produced by a single 610 

biosensor. For the sake of demonstration, we adopt a S‐shaped increase of the cell photoactivity   B,pc t  611 

with time (red dotted curve in Figures 5A,B), and we introduce the characteristic timescales  photoactivity  and 612 

biol  at which   B,pc t  features an inflexion point and deviates significantly from 0, respectively. As detailed 613 

elsewhere,  biol  marks the onset of bioluminescence increase with time and it is essentially controlled by 614 

cell metabolism and nutritional quality of the medium.21,23  615 

Starting  from the situation    ,  increasing  /    leads to a decrease  in bulk M concentration 616 

from  ,0
Mc
  to  ,

Mc
   within the period  depl  (Figure 5A). If this depletion is completed before cells become 617 

photoactive, i.e. for  depl biol/ 1   , the second term in Eq. (40) is 0, and the bioluminescence signal at any 618 

t will simply decrease by a factor   , ,0
M M/ 1/ 1 /c c       (Figure 3C) as compared to the signal obtained 619 

under  non‐depletive  condition  (Figure  5A).  The  bioavailable  metal  concentration  perceived  by  the 620 

biosensor (i.e.  ,
M
 c ) can then significantly differ from the one prevailing at  0t   (i.e.  ,0

M
c ) depending on 621 

the magnitude of the ratio  /  .  622 
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In  cases where  depl biol/  1  (Figure  5B),  the  second  term  in  Eq.  (40)  contributes  significantly  to 623 

 Lum t . In turn, for values of  /   underlying a significant bulk M depletion, the overall dependence of 624 

the signal on time differs from the one that holds under non‐depletive condition (Figure 5B).  In detail, 625 

while the maximum of the signal decreases with  /   as a result of decreasing  , ,0
M M/c c   , the position 626 

maxt  marking that maximum is now shifted to lower values with increasing  /  . This shift is due to the 627 

crosstalk between activation kinetics of cell photoactivity ( biol1 /  ) and M depletion kinetics ( depl1 / ), 628 

as subsumed  in the second term of Eq.  (40)  (cf. the respective positioning of the blue and red dotted 629 

curves in Figure 5B, and cf. Figure S1 in SI† for further details). This crosstalk implies that a biosensor will 630 

probe at time t a larger metal fraction as compared to the situation where  depl biol/ 1   . As a result, the 631 

extent of decrease in    max/
 

Lum t Lum  with  /   will be lower than that pertaining to the situation 632 

depl biol/ 1   : this finding is illustrated in Figure 5C where  max max/
 

Lum Lum  is plotted versus  /   633 

in the situations  depl biol/ 1    and  depl biol/ 1   . Refined analysis of the dependence of  maxt  on  /   634 

(Figure 5D) indicates that:  maxt  first decreases with increasing  /   due to the aforementioned crosstalk 635 

between decay of bulk M concentration and increase in cell photoactivity over time, then  maxt  reaches a 636 

minimum and finally increases at sufficiently large  /   towards the value achieved in the absence of M 637 

depletion. The  latter  increase of  maxt  with  /    is explained by the corresponding change  in  depl : the 638 

larger is  /  , the faster the depletion process becomes (cf. Eq. (31) and §2.2), and for  / 1    bulk 639 

M  depletion  can  therefore  reach  equilibrium  before  cell  photoactivity  has  significantly  increased. 640 

Accordingly,  at  sufficiently  high  /    the  overlap  between  the  time  windows  over  which   Mc t  641 

decreases and   B,pc t  increases becomes considerably reduced, and  maxt  then necessarily returns to the 642 

values that hold in the absence of M depletion, i.e. for  / 1    (Figure 5A). This also explains why the 643 

ratios  max max/
 

Lum Lum evaluated at sufficiently high  /   under the conditions of Figures 5A and 5B 644 

are similar (Figure 5C).  645 

 Finally, in the trivial situation  depl biol/ 1   , bulk M depletion is so sluggish that cell photoactivity has 646 

increased from 0 to 1 well before bulk M depletion started. A biosensor then essentially ‘feels’ the initial 647 

M concentration  ,0
Mc
 , and the corresponding signal   Lum t  will remain independent of bulk M depletion 648 

(i.e.  /  , Figures 5C,D). Last, we mention that the shapes of the signals given for  / 1   in Figures 649 
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5A and 5B are different because the transition between  depl biol/ 1    (Figure 5A) to  depl biol/  1  (Figure 650 

5B) is realized here by decreasing the excretion kinetic constant  ek  (which slows bulk M depletion down, 651 

cf. §2.2.3) while maintaining the value of  biol  identical in Figures 5A and 5B. In turn, the time‐dependence 652 

of   F t  in Eq. (39) is modified and, therewith, the shape of the signal   Lum t , as detailed elsewhere.22  653 

Figure 5. Illustrations of the dependence of the dimensionless bioluminescence signal    max/
 

Lum t Lum  on 

time  (evaluated  from  Eq.  (39))  for  different  normalized  biosensor  concentrations,  /    (indicated),  in  the 

situations  depl biol/ 1    (A) and  depl biol/  1 (B).   depl  is the timescale for depletion of bulk M concentration 

(it depends on  /  ) and  biol  marks the onset of the increase in the concentration   B,pc t  of photoactive cells  

with time (red dotted curves). The time axis is scaled by  photoactivity  which is the time at which   B,pc t  features an 

inflexion  point.  Blue  dotted  curves  represent  the  time‐dependent  (dimensionless)  bulk  M  concentration, 

  ,0
M M/c t c  , evaluated  for each selected  /    (Eqs.  (14)‐(22) or, equivalently, Eq.  (25) under  the conditions 

adopted  in  this  figure).  The  (dimensionless)  maxima  of  bioluminescence  signals  and  their  time‐positions,

max photoactivity/t  ,  under  the  conditions  adopted  in  (B)  (where  depl biol/  1)  are  reported  in  (C)  and  (D), 

respectively. We further provide in (C) and (D) the (dimensionless) signal maxima and associated  max photoactivity/t 

,  respectively, as a  function of  /    in  the extremes  depl biol/ 1    and  depl biol/ 1     (indicated). Unless 

otherwise specified in the figure, adopted model parameters are:  ML 10K  ,  1  ,  1a   m,  9
M 10D   m2 s‐

1,  1 0.1Bn  ,  0  ,  i 10K  ,  a,i 0.1    s,  4
r a,i 10k   ,  photoactivity  15  h,  3

e 10k  s‐1  (A),  4.5
e 10k    s‐1 
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(B,C,D). The expression adopted for   F t  in Eq. (39) is defined by Eq. (16) in Ref. [22]. In (C) and (D), the dotted 

lines connecting symbols are guides to the eye. 
 

In Figures 6A,B, we replot Figures 5A,B  in the form     ,0
M,t/  Lum t c  (in m‐2) versus  photoactivity/t    in 654 

order to  investigate how the signal  (and  its amplitude  maxLum ) produced by the ensemble of bacterial 655 

sensors are affected by the ratio  /  , with account of the  ‐contributions stemming from both the 656 

convolution product and its prefactor in Eq. (39). Results are first analysed for situations where passive M 657 

adsorption on the surface of the biosensors is insignificant, i.e.  H 0K   or, equivalently,  ads 0   with  ads  658 

the (dimensionless) passive adsorption coefficient defined by  ads H a B/K S V   .  659 

In the case  depl biol/ 1    where the time‐position  maxt  of the bioluminescence peak is independent 660 

of  /   (cf. Figures 5A,D), an increase in  /   now leads to an increase in     ,0
M,t/  Lum t c  (Figure 6A), 661 

and  at  any  t  this  increase  amounts  to  a  factor   max max/ 1
  

Lum Lum   relative  to  the  signal  at 662 

/ 1   . This modification of  the  signal  contrasts with  the one discussed using  the  representation 663 

  max/
 

Lum t Lum  selected in Figure 5A. This is so because the quantity     ,0
M,t/  Lum t c  includes the 664 

balance between two opposite effects generated on bioluminescence when increasing cell concentration 665 

at  ads 0  , namely: an increase of bulk M depletion with a resulting decrease of the signal (as specifically 666 

analysed in Figure 5A), and an increase in the number of light‐emitting cells with a resulting increase of 667 

the bioluminescence, which is the dominant effect in Figure 6A. For  depl biol/ 1   , it is easily shown from 668 

Eq. (39) that  maxLum  scales with   according to  669 

     max ads1 / 1 /     Lum    (41)  670 

Equation (41) makes it transparent that linearity between  maxLum  and   is conserved on the premise that 671 

/ 1    and  ads 1   . Eq. (41) further conforms to the   ,0
max M,t/  Lum c  data provided in Figure 6C 672 

for  ads 0  , with a  linear  increase of   ,0
max M,t/  Lum c  when  increasing  /    in the range  / 1   , 673 

and a plateau value (proportional to  ) reached at  / 1   . The denominator and numerator in Eq. 674 

(41) taken in the limit  ads 1    capture the balance between the two opposite effects induced on the 675 

signal when increasing cell volume fraction. This balance is obviously modified by M passive adsorption, 676 

which is evidenced in Figure 6C where   ,0
max M,t/  Lum c  is reported as a function of  /   for increasing 677 

values of  ads . In agreement with Eq. (41), Figure 6C shows the quadratic dependence of  maxLum  on  /   678 
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for  / 1    and sufficiently high  ads , and a linear decrease of  maxLum  with increasing   at  / 1    679 

(with slope  ads  ).   680 

For the situation  depl biol/ 1    (Figure 6B), the signal     ,0
M,t/  Lum t c  is characterised by a shift of 681 

the position  maxt  of the maxima with varying  /   (as explained in Figure 5D) and by a non‐monotonous 682 

variation of the signal maxima with increasing  /   (cf. black and coloured curves in Figure 6B). In detail, 683 

for  ads 0  ,  maxLum   increases with  /  , reaches a maximum, decreases before slightly  increasing to 684 

finally reach a constant plateau value at   / 1    (Figure 6D). The existence of such a maximum in the 685 

representation  maxLum  versus  /   is ‐together with the companion dependence of  maxt  on  /   (Figure 686 

5D)‐  the signature of  the significant crosstalk discussed  in Figure 5 between activation kinetics of cell 687 

photoactivity and M depletion kinetics for  depl biol/ 1   . This crosstalk allows indeed cells to ‘feel’ a larger 688 

bioavailable M fraction as compared to the situation where M depletion would be completed well before 689 

 B,pc t  starts to  increase over time. At sufficiently  large  /  ,  depl  becomes  lower than  biol , and the 690 

bulk M concentration probed by the biosensors then gradually reduces to   , ,0
M M/ 1 / 1 /c c        so that 691 

maxLum   then  reaches  the  plateau  value  that would  hold  in  the  absence  of M  passive  adsorption,  in 692 

agreement with Figure 6D and Eq. (41) taken in the limit  / 1   . The slight increase of  maxLum  with 693 

/    (observed under the selected conditions) that  just precedes  the achievement of that plateau  is 694 

simply due to the increase of light‐emitting cells (factor   in the numerator of Eq. (41)). The introduction 695 

of M passive adsorption decreases the maximum identified in the plot  maxLum  versus  /   at  ads 0   696 

(Figure 6D), and it leads to a linear decrease of  maxLum  versus  /   at  / 1    with a slope  ads  , 697 

similarly to the trend discussed in Figure 6C  for  depl biol/ 1   . 698 
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Figure  6.  (A,B)  As  in  Figure  5A  and  5B,  except  that  bioluminescence  signals  are  reported  in  the  form 

   ,0
M,t/  Lum t c  for selected values of  /   (indicated). Model parameters in (A) and (B): as in Figure 5A and 

5B, respectively, with  ads 0  . Bioluminescence maxima under the conditions holding in (A) and (B) are collected 

as a function of  /   in (C) and (D), respectively. The way the dependence of these maxima on  /   is affected 

by passive adsorption of M at the surface of the biosensors is further illustrated in (C) and (D) where computations 

are given for different  ads  (indicated). In (C) and (D), dotted lines are guides to the eye. Coloured lines in (B) mark 

non‐monotonous variations of     ,0
M,t/  Lum t c  with changing  /  . 

 699 
 700 

3.3. Effects of ligand concentration on the bioluminescence signal   Lum t .  701 

In practice, the options for tuning the bioluminescence response so as to address metal bioavailability 702 

properties are not  limited  to varying  cell  concentration but also  include  the possibility  to  change  the 703 

concentration  Lc
  of ligand in solution: this comes to modify the value of the dimensionless ML stability 704 

constant,  ML ML LK K c . Accordingly, we report in SI† (Figure S2) and Figures 7A,B the analogues of Figure 705 

5 and Figures 6A,B with bioluminescence signals that are computed for increasing values of  MLK  at fixed 706 

value of   and  ads 0  . To ease interpretation, simulations of     ,0
M,t/  Lum t c  in Figures 7A,B are given 707 
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for ML  lability  0  , which ensures that the function   F t  (and  effk , cf. Eq. (38))  involved  in Eq. (39) 708 

remains unchanged with varying  MLK . Briefly, for both cases  depl biol/ 1    (Figure 7A) and  depl biol/ 1    709 

(Figure 7B), the observed modifications of the bioluminescence response with increasing  MLK  at given   710 

are qualitatively similar to those discussed in Figures 6A and 6B when decreasing  /   at fixed  MLK , and 711 

the  same  conclusion  holds  for  the  signals  produced  by  a  single metal‐sensing  cell  (Figure  S2  to  be 712 

compared  with  Figure  5).  We  observe:  (i)  a  monotonous  and  non‐monotonous  decrease  of 713 

 ,0
max M,t/  Lum c  with increasing  MLK  for  depl biol/ 1    (Figures 7A,C) and  depl biol/ 1    (Figures 7B,D), 714 

respectively, with  the apparition of a  shallow maximum  for   ,0
max M,t/  Lum c  versus  MLK in  the  latter 715 

situation (Figure 7D), and (ii) the absence and presence of a dependence of  maxt  on  MLK  for  depl biol/ 1    716 

and  depl biol/ 1    (cf. inset Figure 7B), respectively. The decrease of   ,0
max M,t/  Lum c  at sufficiently high 717 

MLK  for  depl biol/ 1    is the result of the decrease in the initial free M concentration,  *,0
Mc , according to 718 

 *,0 *,0
M M,t ML/ 1c c K    (cf. Eq.  (39)). This effect of  MLK  dominates  the  increase  in bioluminescence  that 719 

would be observed as a result of the only ligand‐mediated buffering of M depletion illustrated in Figure 4 720 

(cf. Figure S2A). For  depl biol/ 1   , features (i) and (ii) above are again the results of the interplay between 721 

M depletion kinetics and activation kinetics of cell photoactivity. In detail, under the conditions selected 722 

in Figure 7B,  maxt   increases with  MLK  according to a sigmoid‐like dependence, and  it reaches a plateau 723 

value at  ML 1K   (inset Figure 7B). The evolution of  maxt  with increasing  MLK  from values <<1 to >>1 is 724 

qualitatively identical to that produced when decreasing   from >>1 to <<1 because  MLK and   acts on 725 

depletion  kinetics  (and  thus  on  the  extent  of  crosstalk  between  depletion  and  cell  photoactivity)  in 726 

opposite ways: increasing   fastens depletion (cf. blue dotted curves in Figures 5A,B) whereas increasing 727 

MLK  slows depletion down  (Figure 4A and Figure S2B). This argument also explains, qualitatively,  the 728 

mirror evolutions of  maxLum  with  MLK  and   in Figure 7D and Figure 6D, respectively. Depending on the 729 

respective magnitudes of  photoactivity  (and therewith  biol ) and  depl , a local minimum in the dependence of 730 

maxt  on  MLK may further exist (Figure S2D). This minimum is the pendant of the one observed in Figure 5D 731 

when varying  /   at fixed  MLK . Quantitatively, from Eq. (39) taken in the limit  0   and  depl biol/ 1  732 

, we infer the following scaling of  maxLum  with  MLK   733 

      max ads ML1 / 1 / 1        Lum K    (42)  734 
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where the expression of   involves  MLK according to Eq. (32). In agreement with Eq. (42), for the regime 735 

ML 1K   where  buffering  of  bulk M  concentration  by  L  is  very  efficient  and M  depletion  becomes 736 

insignificant,   maxLog Lum  then decreases with slope  ‐1 with  increasing   MLLog K  (Figures 7C,D). For 737 

illustration, the dependence of   ,0
max M,t/  Lum c  on  MLK  is shown in linear scale for  ads 0   in the insets 738 

of Figures 7C,D. At fixed  MLK and  , M passive adsorption reduces  maxLum  (Figures 7C,D), in agreement 739 

with Eq. (42). Interestingly, combining Eqs. (32) and (42) in the limits  / 1    and  ads 1    leads to 740 
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   (43)  741 

,  which  is  independent  of  extracellular metal  speciation  conditions  and  biosensor  concentration  in 742 

solution.  743 

 

Figure 7. Panels (A), (B), (C) and (D) are the analogues of Figures 6A, 6B, 6C, 6D, respectively, with the focus given 

here on biosensor’s  time‐response evaluated  for  selected  values of  MLK   (indicated) at  constant  cell  volume 
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fraction  / 10    with   defined by   ML/ 1 K    which  is  independent of  MLK (cf. the definition of 

  by Eq. (32)). Other model parameters in (A),(C) and (B),(D): as in Figures 6A,C and 6B,D, respectively. Inset 

panel (B): time‐position  max photoactivity/t   of the bioluminescence maxima versus Log( MLK ) under the conditions 

that hold in (B). Insets panels (C) and (D): representation of the bioluminescence maxima for  ads 0   according 

to linear scale in  MLK . In (B)‐(D), symbols are computed data and dotted lines are guides to the eye. 

 

Finally, we recall that  , ,0
M M/c c    and  depl  depend on the bioavailability features of M and ML species 744 

(cf. Table 1 and Figures 2‐4), i.e. on  -1Bn  and ML lability   . Accordingly, changes in the amplitude and 745 

apparition  delay  of  bioluminescence maxima  and/or modification  of  signal  shape with  increasing    746 

and/or  MLK   (Figures 5‐7) at given   B,pc t   can be viewed as  intrinsic markers of  the nature of  the M 747 

biouptake  flux  (i.e.  internalized‐ or diffusion‐controlled), of ML  inertness and  ‐if applicable‐ ML  lability 748 

(Figure 2). Observed change in the time response of the biosensors measured with varying  ,  Lc
  and/or 749 

nature of L, thus necessarily reflect the dependence of M biouptake flux and M depletion on  -1Bn  and   750 

(cf. discussion in §2.2.3‐2.2.4), and/or the way in which   F t  varies with  effk  which is also function of  -1Bn  751 

and   (cf. below Eq. (38)). For the latter aspect, the reader is referred to our previous work22 where we 752 

detailed how the shape of the bioluminescence signal is modulated by  effk  and by the dependence of cell 753 

photoactivity on time. The theory thus highlights here the benefits of systematic measurements of the 754 

time‐response of luminescent biosensors as a function of both ligand and cell concentrations in solution 755 

in order to extract relevant information on M speciation properties and bioaccumulation kinetic features 756 

from cell signal analysis. In a coming contribution, the remarkable properties of bioluminescence signal 757 

produced by metal biosensors ‐as evidenced here by theory‐ will be supported by experiments on Cd‐758 

sensing luxCDABE‐Escherichia in various metal‐complexing medium conditions. Based on the theory and 759 

the defining expression of bioluminescence signal detailed here, a proper signal normalization and time‐760 

deconvolution  procedure  will  be  elaborated  to  analyze  quantitatively  the  full  biosensor  response 761 

measured over time and therewith evaluate relevant metal bioavailability and bioaccumulation kinetic 762 

properties. 763 

 764 
 765 

4. Conclusions and perspectives. 766 

In this work, we elaborate an original and comprehensive theory that details how the time‐response 767 

of metal lux‐bacterial sensors is determined by the dynamic partitioning of bioactive (free) metal species 768 

at the  interface between biosensor and aqueous medium. This partitioning  is tackled by a mechanistic 769 

formulation of  the coupling between kinetics of bulk metal depletion, chemodynamics of  intracellular 770 
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metal  complexes  formed with  the  regulatory  protein  of  the metal  bioreporter,  and  dynamics  of  the 771 

reactive transfer of metal species from solution to the metal‐accumulating interface. Reasoning beyond 772 

the equilibrium hypothesis underlying  the applicability of standard BLM modeling,  this metal  reactive 773 

transfer involves here the interplay between steady‐state diffusion of free and complexed metal species, 774 

the kinetics of formation/dissociation of metal complexes formed with metal‐binding ligands in solution, 775 

and the kinetics of metal bioaccumulation and excretion. In turn, an explicit expression is developed for 776 

the bioluminescence signal produced by metal lux‐biosensors as a function of biosensor and metal ligand 777 

concentrations  in  solution,  and  the  key  biophysicochemical  determinants  of  intra/extracellular metal 778 

speciations, metal depletion kinetics and metal bioavailability. The formalism allows identification of the 779 

scenarios where metal  biouptake  is  rate‐limited  by metal  internationalization  (applicable  in  BLM)  or 780 

diffusion, and the cases where metal complexes in solution are inert, dynamic, non‐labile or fully labile 781 

depending on their contribution to the biouptake flux of free metal. On the basis of a set of computational 782 

examples, we then discuss how time‐dependent signals generated by metal biosensors are modified with 783 

varying  concentration of metal‐sensing  cells  and extracellular metal‐binding  ligands.  In particular, we 784 

explain why the crosstalk between kinetics of bulk metal depletion (which is speciation‐dependent) and 785 

activation kinetics of cell photoactivity (connected to cell metabolism and quality/quantity of nutrients) 786 

can  generate  shifts  in  the  delay  of  apparition  of  bioluminescence maxima,  and  a  non‐monotonous 787 

dependence of these maxima on cell concentration and concentration/strength of ligands in solution.  788 

Overall,  the  conceptual  framework detailed here paves  the way  for  a promising processes‐based 789 

interpretation/exploitation  of  metal  bioreporter  response  over  time  and  the  evaluation  of  metal 790 

bioavailability features beyond restrictive BLM foundation, i.e. with account of intertwined dynamics of 791 

extracellular and intracellular mechanisms that contribute to metal‐triggered bioluminescence emission. 792 

Obviously, extensions of the theory will be required to treat metal speciation conditions more involved 793 

than  those  considered  here  for  demonstration  purpose,  especially  for  cases  where  e.g.:  (i)  metal 794 

speciation  in solution  is significantly controlled by different types of  ligands,  (ii) bioactive metal  forms 795 

include  complexed metal  species,  or  (iii)  there  is  competition between metal  species  probed  by  the 796 

biosensors and other ionic solution components for occupancy of the internalisation sites at the biosensor 797 

surface.43,44  The  theoretical  scheme  detailed  in  this work  constitutes  a  starting  basis  for  such  future 798 

extensions. Last, we stress that the findings derived here also apply to cell signals featuring successive 799 

bioluminescence peaks over time.21,23 The extent to which the positioning and amplitude of a given peak 800 

is  impacted by changes of biosensor and  ligand concentrations will  indeed depend on how  fast metal 801 
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depletion  in solution operates as compared to the time‐increase of cell photoactivity corresponding to 802 

the mode of bioluminescence emission21 at the origin of that peak.  803 

 804 

Glossary of main abbreviations and symbols. 805 

Abbreviations 806 
BLM Biotic Ligand Model  807 
L Metal‐binding ligand in solution 808 
M Free (not complexed) metal (the only bioaccumulated metal form in this work) 809 
ML Metal complex formed between M and L in solution 810 
MPreg Intracellular complex formed between M and Preg 811 
Preg Metal‐binding regulatory protein  812 
 813 
Latin 814 
a  Radius of the biosensor (m) 815 

1Bn  Reciprocal of the Bosma number  Bn  defined by Eq. (20) 816 

Bc  Number concentration of biosensors in solution (includes both photoactive and photoinactive cells) (m‐3) 817 
max
B,p Bc c Maximum number concentration of photoactive cells the medium can sustain depending on available 818 

nutrients therein (m‐3), with  0 1    819 

Lc
  Bulk solution concentration of ligand L (mol m‐3) 820 
,0

Mc
 Bulk solution concentration of free metal M at  0t   (mol m‐3) 821 
*,0
M,tc  Total bulk concentration of metal species at  0t   (mol m‐3) 822 

,
Mc
   Bulk concentration of free metal M at equilibrium ( t   ) (mol m‐3) 823 

 =M,L,ML ,ic r t  Concentrations of M, L, ML species at position  r and time  t  (mol m‐3) 824 

 =M,MLic t  Bulk concentrations of M and ML at time t (mol m‐3) 825 

 =M,ML ,ic r t  Dimensionless concentrations of M and ML at position  r and time t defined by 
 
 

=M,ML

=M,ML

,i

i

c r t

c t
 826 

 B,pc t  Dimensionless concentration of photoactive cells at time t 827 

 M
ac t  Surface concentration of free M at time t (mol m‐3) 828 

M,L,MLiD  Diffusion coefficients of M, L and ML in solution (m2 s‐1)  829 

a,Mf  Dimensionless scalar defined by Eq. (21) 830 

 F t  Dimensionless function involved in the convolution product of Eqs. (37),(39) 831 

 eJ t  M excretion flux at time t (mol m‐2 s‐1) 832 

 uJ t  M biouptake flux at time t (mol m‐2 s‐1) 833 

 MJ t Supply flux of M at time t (mol m‐2 s‐1) 834 

ak , dk  Kinetic constants for ML formation (m3 mol‐1 s‐1) and dissociation (s‐1) in solution, respectively 835 

a,ik
 , d,ik

  Kinetic constants for intracellular MPreg formation (m3 mol‐1 s‐1) and dissociation (s‐1), respectively 836 

ek  Kinetic constant for M excretion (s‐1) 837 

effk Effective kinetic constant defined below Eq. (38) (s‐1) 838 

intk  Internalization kinetic constant (s‐1) 839 

rk  Effective kinetic constant associated with the inhibition of luciferase production and/or activity (s‐1) 840 
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HK  Henry constant for adsorption of M on the internalisation sites at the biosensor surface (m) 841 

HK  Henry constant for passive adsorption of M at the biosensor surface (m) 842 

HiK  Hill constant that relates to the affinity of the promoter for the MPreg complex (mol m‐3) 843 

i d,i a,i/K    Dimensionless stability constant for intracellular MPreg complex 844 

MLK ML stability constant (m3 mol‐1) 845 

MLK Dimensionless ML stability constant defined by  ML ML LK K c  846 
   0 , ,Lum t x y  Bioluminescence (counts s‐1) at time t in the absence of bulk M depletion under conditions where 847 

bulk M concentration is x and (time‐dependent) cell photoactivity is y (Eq. (37)) 848 

 Lum t  Bioluminescence at time t with account of bulk M depletion (counts s‐1) (Eq. (39)) 849 

maxLum  Maximum of the time‐dependent bioluminescence signal   Lum t  (counts s‐1) 850 

 Lum t  Bioluminescence (counts s‐1 m3) at time t defined by     B H a B/ 1  
Lum t c K S c  851 

max max/
 

Lum Lum  Dimensionless ratio between maxima of   Lum t  evaluated with and without account of 852 

bulk M depletion 853 

MLp  Dimensionless scalar defined by   1/3
ML o / 1p p    854 

op  Dimensionless scalar defined by  o ML1p K    855 

cr  Radius of Kuwabara cell defined by  1/3
cr a  856 

aS Surface area of a biosensor (m2) 857 

t  Time (s) 858 

a,i/t t   Dimensionless time after scaling of t by  a,i  859 

BV  Volume of a biosensor (m3) 860 
 861 
Greek 862 

  Ratio defined by  ML M/D D   863 

ads  Dimensionless number for passive adsorption of M at the biosensor surface defined by  ads H a B/K S V    864 

  Dimensionless scalar defined by Eq. (18) 865 

a  (Dimensionless) Damköhler number for the rate constant of ML formation, defined by  2
a a L M/k c a D   866 

o  Dimensionless scalar defined by Eq. (19) 867 

o  Reaction layer thickness defined by   o M a L
*/  D k c (m) 868 

  ML lability parameter defined by Eq. (6) (no dimension) 869 

s  Concentration of metal‐binding sites carried by Preg and smeared‐out over the volume of a biosensor (mol m‐3) 870 

a,i  Time constant for the formation of intracellular MPreg,  defined by   a,i a,i s1 / k   (s) 871 

d,i  Time constant for the dissociation of intracellular MPreg,  defined by  d,i d,i1 / k   (s) 872 

biol Timescale marking the onset of increase of   B,pc t  with time (s) 873 

depl  Time  constant  for bulk depletion of M  (s)  for  cases where   Mc t  decreases with  t according  to a mono‐874 

exponential law (Eq. (25)) 875 

o  Timescale for transferring M from bulk solution to the intracellular cell volume prior to intracellular sequestration 876 

of M by Preg (s) 877 

o Dimensionless timescale defined by  o o a,i/    878 

photoactivity  Time at which   B,pc t  features an inflexion point (s) 879 
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SS  Timescale for steady‐state M diffusion from solution to biosensor surface defined by  2
SS M/a D   (s) 880 

1
a,i  

   Time constants for bulk M depletion referring to the short‐ and long‐term depletion components (  881 

and  , respectively) (Eq. (14)) 882 

  Biosensor volume fraction related to  Bc  by  B Bc V   883 

  Critical cell volume fraction defined by Eq. (32) 884 

   Defined by   ML/ 1 K    885 

 c t  Concentration of intracellular metal complex MPreg at time t per microorganism surface area (mol m‐2) 886 

 M t  Concentration of intracellular free M at time t per microorganism surface area (mol m‐2) 887 

  Parameter  involved  in  the defining expression of  the  time‐dependent bioluminescence  signal  (Eqs.  (37),(39)) 888 

(counts s‐1 mol‐1 m5) 889 

  Dimensionless frequencies associated to the short‐ and long‐term kinetics of bulk M depletion (Eq. (16)) 890 
 891 
 892 
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I. Supplementary equations. 

The complete expression of  a,Mf  involved in Eqs. (17) and (19) that define the time constant  o  and 

the scalar  o  , respectively, reads after algebraic arrangements as 

             
     

22 1/3 1/3 1/3ML
a a a

ML
a,M 1/3 1/3

a ML

1
1 sech 1 tanh 1 1 2 tanh

1 63

1 1 1 tanh

K
h h h

K
f

h K

      

    

          


    
       

       (S1) 

where   is given by   1/3
a 1h    and  ah  is provided by Eq. (4) in the main text. It is verified that Eq. 

(S1) in the limit  1  reduces to Eq. (21) written in terms of the ML lability parameter   (Eq. (6)).  

Given  the  expression defining   Mc t (Eq.  (14)  in  the main  text) obtained  after  arrangements  and 

Laplace transform of Eqs. (9)‐(13), the dependence of the intracellular concentration of free M at t,   M t

, can be evaluated, and the result after algebraic manipulations reads as   
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where  1n   for  n    and  1n    for  n   ,  and  Bn ,  o o a,i/   ,    and   are given by Eqs. (20), 

(17), (18) and (16), respectively, and  ML o ML1p p K     for  1   (cf. below Eq. (5)). Combining Eqs. 

(12) and (S2), the time‐dependent concentration of intracellular MPreg complex,   c t , can be written in 

the form 
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From Eqs. (S2) and (S3), we infer that the concentrations of intracellular M and MPreg complexes at  t

, denoted as  M
  and  c

 , respectively, are interrelated by the equilibrium expression 



S2 
 

 
   

*,0
H int o M

M c i 1

ML i

/
1


 


 


 

   

K k c
K

p Bn K
  (S4)  

Finally,  solution  of  Eqs.  (9)‐(13)  leads  to  the  following  expression  of  the M  surface  concentration  at 

equilibrium,   a ,
M M

ac t c   , 
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where  , *,0
M M/c c   is defined by Eq. (22). 

 

II. Supplementary Figures. 

 

Figure S1.  Illustration of the decomposition of the bioluminescence signal with account of metal depletion  in 
bulk solution (curve (a)) on the basis of the two terms defined by Eq. (40) in the main text (curves (b) and (c)). 
Accordingly, the signal corresponding to curve (a) is the sum of the signals pictured by curves (b) and (c). Curve 
(d) represents the signal obtained without considering the effects of bulk metal depletion. All signals are here 
normalized by the maximum of bioluminescence reached  in the absence of bulk M depletion. The time axis  is 

scaled by  photoactivity  which is the time at which the (dimensionless) concentration of photoactive cells,   B,pc t , 

features an inflexion point (cf. main text for details and Figure 5A, red curve therein). The (dummy) variables x 
and y are those defined below Eq. (40), and they specify which bulk M concentration is applicable for computing 
the signals (b), (c) and (d) (variable x) and which expression of the concentration of photoactive cells is relevant 

to each signal (variable y).  maxt represents the shift in position of the bioluminescence maximum as a result of 

bulk M depletion. Using the notations detailed in the main text (cf. Eq. (40)), curves (a), (c), (b) and (d) correspond 

to    max/
 

Lum t Lum ,    (0) ,
maxM B,p, , /
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Lum t c c t Lum ,  
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Lum t Lum ,  respectively,  where 
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     B H a B/ 1   
Lum t Lum t c K S c  and       (0) (0)

B H a B, , , , / 1   
Lum t x y Lum t x y c K S c . Figure S1 holds 

for  / 6    with the model parameters adopted in Figure 5B of the main text. 

Figure S2. Illustrations of the dependence of the dimensionless bioluminescence signal    max/
 

Lum t Lum  

(evaluated  from Eq.  (39)) on  time  for different dimensionless ML  stability  constants  MLK   (indicated)  for  the 

situations  depl biol/ 1    (A) and  depl biol/  1  (B).   depl  is the timescale for depletion of bulk M concentration 

and  biol  marks the onset of the increase in the concentration of photoactive cells   B,pc t  with time (red dotted 

curves). The time axis is scaled by  photoactivity  which is the time at which   B,pc t  features an inflexion point. Blue 

dotted  curves  represent  the  time‐dependent  (dimensionless)  bulk  M  concentration,    ,0
M M/c t c  ,  for  each 

selected value of  MLK  (Eqs. (14)‐(22) or, equivalently, Eq. (25) under the conditions adopted in this figure). The 

(dimensionless) maxima  of  the  bioluminescence  signals  and  their  time‐positions  max photoactivity/t    under  the 

conditions in (B) (where  depl biol/  1) are reported in (C) and (D), respectively. We further provide in (C) and (D) 

the  signal  maxima  and  associated  max photoactivity/t  ,  respectively,  as  a  function  of  MLK   in  the  extremes 

depl biol/ 1    and  depl biol/ 1    for the conditions that hold in (B) (indicated). Unless otherwise specified in 

the figure, adopted model parameters are:  / 10    with   ML/ 1 K    (  is independent of  MLK ),  1 

,  1a    m,  9
M 10D    m2  s‐1,  1 0.1Bn  ,  0  ,  i 10K  ,  a,i 0.1    s,  4

r a,i 10k   ,  3
e 10k  s‐1  (A), 

4.5
e 10k   s‐1 (B,C,D),  photoactivity  15 h in (A), (B), (C) (curve (a)) and (D) (curve (a)),  photoactivity  30 h for curves 

(b)  in  (C) and  (D),  photoactivity  45 h  for curves  (c)  in  (C) and  (D). The expression adopted  for   F t   in Eq. (39) 

correspond to Eq. (16) in Ref. [22]. In (C) and (D), dotted lines connecting symbols are guides to the eye. 
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