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Cuvinte cheie

Poliesteri, polihidroxialcanoati, halotolerant, Halomonas, biodegradabil, termostabil, surse
regenerabile, nesteril

Rezumat

Sinteza polihidroxialcanoatilor (PHA) la procariote este o trasatura asociata in general cu
factorii de stres, 1n special limitarea nutrientilor. Odata sintetizati, acesti poliesteri sunt depozitati
in celule si utilizati ulterior ca sursd de carbon si energie. Membrii genului Halomonas au fost
studiati sistematic pentru potentialul lor aplicativ, inclusiv sinteza de PHA. Productia de ectoina
la H. elongata este o caracteristica deja exploatata in contrast cu sinteza PHA care este mai putin
studiata la aceasta bacterie.

Aceasta teza de doctorat a avut urmatoarele scopuri:

i) sa investigheze sinteza PHA la tulpina ambientala H. elongata 2FF si sa evalueze

caracteristicile fizico-chimice ale poliesterului produs.

i) si exploreze capacitatea tulpinii tip H. elongata DSM 25817 de a transforma

produsele secundare industriale (surse de carbon alternative) in polihidroxibutirat
(PHB).
i) evaluarea proprietatilor mecanice ale filmelor de PHB fabricate din poliesterul de

stocare sintetizat de tulpina tip H. elongata.
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Tn Capitolul | s-au prezentat cunostintele generale despre structura si sinteza PHA precum
si perspectivele in domeniile de interes, cu un accent special pe productia de PHA la Halomonas
spp.

Tn Capitolul 11 se descrie izolarea unei specii de H. elongata extrem halotoleranta din lacul
hipersalin Fara Fund (Bazinul Transilvaniei, Romania) care poate produce pana la 0.95 g/L PHB
atunci cand este cultivat intr-un mediu dublu limitat. Poliesterul produs de tulpina Halomonas sp.
a fost extrasa si purificata la 96% puritate, avand un grad de cristalinitate de 39% si a fost
identificata ca fiind PHB. Mai mult, poliesterul sa dovedit a avea proprietati termice relevante
industrial (temperatura de topire (Tm) = 168°C).

Deoarece glucoza este o sursa costisitoare de carbon, urmatorul pas a fost evaluarea
capacitatii tulpinii tip de H. elongata de a produce PHA-uri folosind surse de carbon alternative si
ieftine (Capitolul 111). Materiile prime (sursele de carbon) selectate au fost melasa din trestie de
zahdr (SCM), melasa din sfecla de zahar (SBM), glicerol, lactoza si siropul din miez de porumb.
Substratul preferat pentru productia de PHB la tulpina tip H. elongata cultivata la o salinitate de
8% w/v a fost SCM, iar productia maxima a atins 2.36 g/L PHB in 96 de ore cu o rata de
productivitate de 0.021 g/L/h.

Tn Capitolul 1V exploram capacitatea tulpinii tip H. elongata de a produce PHB in conditii
de salinitate ridicata (8% NaCl) si conditii nesterile ca o premisa pentru un proces rentabil
financiar. PHB-ul extras a fost utilizat la fabricarea filmelor de PHB. Pe baza metodei de
intercalare a solutiei au fost fabricate trei tipuri de membrane PHA: o membrana fabricata din PHB
extrasa de la tulpina tip de H. elongata (PHBh), o alta membrana fabricatd din PHB comercial si
0 a treia membrana generata din polihidroxibutirat-co-hidroxivalerat comercial (PHBV). Filmul
de PHBh a prezentat o duritate mai mare (43.78 MPa), modulul lui Young (1.28 GPa), rezistenta
la tractiune (9.99 MPa) si alungirea la tractiune 1.39%, decat cele masurate pentru filmele fabricate
din PHB si PHBV comercial. Capitolul V prezinta principalele realizari ale prezentei teze si
include concluziile generale si perspectivele descoperirilor noastre.

Am demonstrat fara echivoc faptul ca H. elongata 2FF poate produce polihidroxibutirat
(PHB) atunci cand este cultivata in medii cu limitare de nutrienti. Acesta a fost primul raport care
araspuns la intrebarea ,,ce tip de PHA este produs de Halomonas elongata?”. Mai mult, o evaluare
chimica si fizica cuprinzatoare a PHB-ului sintetizat de catre Halomonas elongata a fost raportat

de noi.



In cadrul acestei teze am efectuat analize cinetice de crestere pentru aceastd tulpini
ambientald si am demonstrat ca este capabila sa produca 40% PHB din bio-masa uscatd atunci
cand tulpina este cultivata pe un mediu dublu limitat de nutrienti. Am demonstrat pentru prima
data ca Halomonas elongata este capabil sa transforme substraturile de carbon precum melasa (atat
din trestia de zahar, cat si melasa sfeclei de zahar), lactoza sau glicerolul in PHB. Descoperirile
noastre au demonstrat ca aceasta tulpina este un candidat fezabil pentru producerea de PHB din
materii prime ce sunt produsi secundari industriali. in cele din urma, am testat pentru prima data
capacitatea acestei tulpini de a produce PHB utilizand glucoza ca sursa de carbon 1n conditii de
cultivare nesterila.

Ca perspective avem extinderea productiei de PHB n bioreactor unde conditiile de cultivare
pot fi controlate si optimizate. Evaluarea altor surse de carbon (zer de branza, amidon, cafea
macinata etc.) pentru productia de PHB utilizdnd Halomonas spp. este necesara pentru a largi gama
de substraturi ieftine, din punct de vedere economic, care ar putea fi utilizate pentru productia
industriald de PHA in conditii de salinitate ridicatd. Mai mult, cunostinte aprofundate cu privire la
mecanismele genetice si biochimice ale sintezei PHB in legdturd cu metabolismul celular la H.
elongata si specii inrudite ar putea fi obtinute prin aplicarea abordarilor transcriptomice si
metabolomice de ultima generatie. Ingineria genetica la Halomonas spp. ar putea fi utilizata pentru
supraproductia de PHB sau producerea de poliesteri alternativi ca precursori pentru bioplastice.

Tn concluzie am descris capacitatea unei tulpini ambientale de H. elongata de a produce PHB
pe un mediu dublu limita de nutrienti, aratand importanta lacurilor saline ca surse naturale pentru
microorganisme cu potential aplicativ. Apoi am demonstrat capacitatea de sinteza a PHB-ului la
tulpina tip H. elongata crescuta pe surse alternative de carbon, sugerand astfel potentialul sdu de a
fi utilizat in urmatoarea generatie de biotehnologie industriald bazatd pe microorganisme
extremofile. In cele din urma, am demonstrat ci, atunci cand tulpina este cultivata n conditii
nesterile, H. elongata poate produce PHB din glucoza in conditii nesterile. PHB-ul extras se poate
utiliza pentru fabricarea filmelor (de bioplastic) cu caracteristici mecanice promitatoare. Pe baza
acestor constatari putem afirma ca H. elongata este un candidat atractiv pentru productia de PHA
la scara industriala si, prin urmare, ar putea fi utilizata pentru a dezvolta tehnologii durabile care

sa respecte principiile unei economii circulare.



