PRIHLASKA VYNALEZU

zvefejnéni podle 8 31 zdkona ¢&. 527/1990 Sb.

[ (21) Cislo dokumentu:

1009-97

19

CESKA
REPUBLIKA

N

TRy e

URAD
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

{22) P#hlaseno: 03, 04, 97

{40) patum zvefejnéni prihl4asky vynalezu: 14, 10, 98
(Véstnik ¢. 10/98)

(13) Druh dokumentu: A3

- (51) Int. Cl.ﬁ:

45/78

cCo7C
BO1D 61/42

(71} Pfihlasovatel:

LACHEMA, A. S., Brno, CZ;

(72} Piivodee:

SmrZ Miloslav RNDr. CSc., Brno, CZ;
Kabét Jaroslav ing., Brno, CZ:;
Suchankova Simona RNDr., Brno, CZ;
Gross Igor ing., Brno, CZ;

(54} Nazev p¥ihlasky vynélezu:
Zpfisob pfipravy a vyroby dihydroxyaceto-

nu

(57) Anotacc:

Po skon¢ené biokonverzi glycerinu na di-
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_— pouzitim méniéh iontdl, zejména silné kyselé-

CzZ 1009-97 A3

f ho katexu v H* cyklu.




) IALIINISYIA
\ -1 -

OHIADIS AW G Yd
avan
Zpusob pFipravy a vyroby dihydroxyacetonu
AR Y
P
!
Oblast techniky Lo 01504
Vynalez se tyka zpasobu vyroby dihydroxyacetonu. e
' | 61,2627
- : f.gm g

Dosavadni stav

Dihydroxyaceton se nejastéji vyrabi biotransformaci (biologickou oxidaci) glycerinu pomoci
mikrobialnich bunék Gluconobacter oxydans. Pfitom se postupuje tak, Ze se v médiu obsahujicim
glycenin a dalsi latky potfebné pro rilst mikroorganismii napéstuje dostatecné mnoZstvi bunék mi-
kroorganismu, které obsahuji enzymy katalyzujici selektivni biologickou oxidaci glycerinu. Po
skon&eni biotransformace se ziskd vodny roztok dihydroxyacetonu, ktery vedle Zadané latky ob-
sahuje zbytky dalSich sloZek média, jako jsou soli, aminokyseliny, bilkoviny apod. Tyto latky brani
krystalizaci a znei¥tuji produkt. Je proto tieba je z média odstranit. Nejstarsi postupy jejich od-
stranéni byly zaloZeny na opakované extrakci nebo srazeni dihydroxyacetonu organickymi roz-

~ poustédly.

Prvni pouZitelny zplsob izolace dihydroxyacetonu byl vypracovan Neubergem a Hofmannem
[Biochem. Z. 279, 318, (1935)]. Filtrat po separaci mikrobialnich bun&k byl odpafen za snizeného
tlaku na sirup. Ten by! extrahovan ethanolem, zfiltrovany extrakt byl znowu odpaten, sirupovity
zbytek extrahovan acetonem a extrakt odparen na sirup, ktery pH stani v exikatoru ztuhl na krys-
talicky produkt. S uréitymi modifikacemi byl postup vyuzivan jest€ v 50. letech. Zlepseni pineslo
pouZiti acetonu k extrakei jiZ v prvnim stupni resp. krystalizace surového dihydroxyacetonu z
ethanolu pfi snizeném pH a pomérné nizké teploté [E D. Jermolajev, Pat. SSSR 694533 ,(1979)]
V posledni dobé byl k izolaci dihydroxyacetonu usp&iné pouit izopropanol [M.Kawabe, jap.pat.
(Japan Kokai Tokkyo Koho) 01, 203, 349 (89, 203, 349), (1989)].

Viechny zminéné postupy byly velmi pracné a vysledek krystalizace byl nejisty, protoZe pro-
dukt mohi stale jeité obsahovat neistoty branici krystalizaci dihydroxyacetonu. Proto bylo se stfi-

davymi uspéchy zkouseno jejich odstranéni sorpci na aktivnim uhli, bentonitu, popi. jejich vysté-

zeni polyakrylarmdem [V.A. Janson, MasloZirnaja promyéleriost’, 1978,' (3), 41; Chem Abstr., 88,
30578, (1978)]. Jako vhodné sorbenty pro odstranéni neZadoucich piimeési se ukazaly méniCe

iontd, na nichz bylo moZné roztok surového dihydroxyacetonu soucasné odsolit i zbavit aminoky-

selin a dal3ich ionizovatelnych latek branicich krystalizaci nebo zbarvujicich produkt. Postup de-
ionizace fermenta¢niho média obsahujiciho surovy dihydroxyaceton na mémcich iontl byl poprve
popsan eskymi autory {J Liebster a kol. , Chem. listy, 50, 395, (1956)]. Po prichodu média ko-
lonami se silné kyselym katexem a slabé bazickym anexem byl ziskan roztok, ktery byl zahuStén
na sirup, z néhoZ po piidani methanolu vykrystaloval dihydroxyaceton. Podle podobného postupu
se misto stedné bazického anexu pouZiva silng bazicky anex v citratovém cyklu [N.V.Pomorceva
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kol., pat.SSSR 427050,(1974)]). Detonizaci v tomto pfipadé pfedchazi sniZeni kyselosti smési
rozmichanim s uhliCitanem barnatym. VyuZiti ionext pfineslo zjednoduseni postupu izolace dihy-
droxyacetonu. Vzhledem k limitované kapacité ionextu je viak v primyslovém méfitku tfeba pra-
covat s velkymi kolonami naplnénymi desitkami a stovkami kg ionexil, coZ piinasi vysoké naklady
vyroby. Odsoleni je pomémé zdlouhavé a ionexy je tieba pracné regenerovat pomémé koncentro-
vanymi a tedy 1 siln& Ziravymi roztoky kyselin a zasad, coz ma nepfiznivé dopady na bezpecnost

—_ .

prace a Zivotni prostiedi.

Podstata vynilezu

Tyto a néktere dalsi nevyhody pouziti ionexti v kolonach k odsolent dihydroxyacetonu odstra-
fiuje postup podle vynalezu, ktery je zaloZen na vyuziti principu elektrodialyzy. Zafizeni pro elek-
trodialyzu je tvofeno vanou s elektrodami. Prostor mezi elektrodami je oddélen n€kolika mem-
branami z iontoméniCovymi vlastnostmi - stiidavé anexovou a katexovou membranou, pfiemz
blize k anodé je vzdy anexova a ke katodé katexova membrana. Do prostori mezi katexovou a
anexovou membranou je zaveden zasoleny roztok dihydroxyacetonu. Po zapnuti proudu putuji
kationty ptes katexovou membranou smérem ke katodg, anionty smérem k anodé€. Pokud se jim
postavi do cesty membrana se stejnym nabojem (kationtim anexova a aniontdm katexova mem-
brana), jejich pohyb se tim zastavi. Pi1 vhodné konstrukci zafizeni se tak v uritém prostoru hro- .
madi soli, zatimco v ostatnich prostorach odsoleny roztok. Princip elektrodialyzéru a procesu
elektrodialyzy je schématicky znazornén na obrazku 1. ' |

Vyuziti elektrodialyzy umbiﬁuje rychlé, jednoduché a spolehlivé odsoleni fermenta¢nich médi
obsahujicich surovy dihydroxyaceton. Efekt je podobny jako pii pouziti iontoméniél v kolonach,
odpada v3ak spotreba velkého mnozZstvi regeneracnich roztoki a proces odsoleni se vyznamné
zrychluje. Pfi elektrodialyze probiha odsoleni aZ do rovnovazného stavu. Chceme-li dosahnout
dokonalého odsoleni je tfeba tuto rovnovahu porusovat, coZ miZe byt spojeno s uréitymi ztrata-
- mi, Zrychleni a zlepSeni vysledku odsoleni lze proto dosahnout pii kombinaci elektrodialyzy s

pouzitim ionexl v kolonach. V tomto ptipadé se vychozi roztok rychle €astecné odsoli na ur€itou
predem experimentalné uréenou hodnotu solnosti a pak aphikuje na soustavu malych kolon s kate- ]
xem a anexem. Ze soustavy kolon pak vytéka dokonale odsoleny roztok dihydroxyacetonu. K
regeneraci malych kolon je tfeba relativné malé mnozstvi regeneraénich roztoka.

Zkousky kombinovaného postupu pritom ukazaly, Ze k tomu, aby byl &isteéné odsoleny roz-
tok zbaven viech latek narusujicich krystalizaci a/nebo ovlivitujicich Cistotu findlniho produktu,
neni tfeba pouzit kombinace katexu a anexu, ale sta¢i, aby byl roztok rezultujici po neuplné elek-
trodialyze prolit pouze ptes kolonu se silné kyselym katexem, ktera odstrani viechny zbytkové ka- l
tionoidni latky.



Piiklady provedeni vynilezu
Priklad ¢.1

Po ukondeni laboratorni fermentace, kde probéhia biokonverze 10% glycerinu na dihydro-
xyaceton pomoci bunék mikroorganismu Gluconobacter oxidans, byla z roztoku o objemu 10l
odstfedéna biomasa na laboratorni kyvetové odstfedivce. Do supernatantu obsahujiciho dihydro-
Xyacetonu bylo pfidano 6,2g aktivniho whli, roztok byl michin po dobu 2hodin a zfiltrovan po-
moci vakua pies filtraéni papir. Nasledovala ultrafiltrace pfes membranu s limitni propustnosti
("cut off") 10 000 daltond. Ultrafiltrovany roztok byl postupné rozdélen na dvé ¢asti a kazda od-
solena pomoci laboratorniho elektrodialyzéru ED-0 Mega Straz pod Ralskem. Konetna vodivost
roztoku po odsoleni &inila 0,01mS/cm. Doba odsoleni kazdého podilu byla asi 3,5 hodiny. Roztok
byl dale zahu3tén na laboratorni vakuové odparce. Po krystalizaci v prostfedi ethanolu byly vzni-
klé krystaly dihydroxyacetonu odseparovany a vysuseny. Byl ziskan sty bily dihydroxyaceton s
obsahem Gcinné latky 99,2%. Vytézek krystalizace Cinil 66,7% vztazeno na obsah dihydroxyace-
tonu v zahustovaném roztoku.

Piiklad ¢.2

Roztok dihydroxyacetonu ziskany po biockonverzi giycerinu byl zpracovan stejné jako v pii-
kladu 1, s tim rozdilem, Ze odsoleni bylo provadéno tak, aby kone¢na vodivost ¢inila 0, 1mS/cm (2
hodiny pro kazdy podil po 5I). Oba podily byly spojeny a odsoleny na iontoménicove koloné na-
pinéné 400g katexu Ostion KS v H*cyklu. Vodivost roztoku po priichodu kolonou byla 0,012
mS/cm. Roztok byl dale zahuStén na laboratorni vakuové odparce. Po krystalizaci v prostfedi
ethanolu byly vzniklé krystaly dihydroxyacetonu odseparovany a vysuseny.

Byl ziskan &isty bily dihydroxyaceton s obsahem udinné latky 99,3%. Vytézek krystalizace
¢inil 66,4% vztazeno na obsah dihydroxyacetonu v zahust'ovaném roztoku.

Priklad &.3

Po ukonéeni provozni fermentace, kde probéhia biokonverze glycerinu na dihydroxyaceton,
byla z roztoku o objemu 62201 odstfedéna biomasa. Roztok byl michan s aktivnim uhlim (pomér
aktivniho uhli k celkovému objemu roztoku dihydroxyacetonu byl shodny s piiklady &.1 a €.2),
zfiltrovan a nasledné ultrafiltrovan. Roztok byl odsolen v davkach 4 x 15551 pomoci provozniho
elektrodialyzéru ED-II Mega Straz pod Ralskem na vodivost 0,09mS/cm. Doba odsoleni kazdého
podilu vodného roztoku dihydroxyacetonu Cinila 9 hodin. Pak byly odsolené roztoky postupné
prolity iontomé&niovou kolonou s 270kg katexu Ostion KS v Hcyklu. Vodivost roztoku po prii--
chodu kolonou byla 0,03mS/cm. Nasledovalo zahusténi na vakuové odparce na sirup. Po krystali-
zaci v prostiedi ethanolu byly vznikié krystaly dihydroxyacetonu odseparovany na rotaéni bubno-
vé odstiedivce a vysuSeny ve vakuove suSarné.

Ziskany Cisty bily dihydroxyaceton obsahoval 99,2% G&inné latky. Vytézek krystalizace Ciml
65,8% vztaZeno na obsah dihydroxyacetonu v zahu$t'ovaném roztoku.




Primyslova vyuZitelnost

Dihydroxyaceton se Siroce pouziva v kosmetickém primyslu k piipravé samoopalovacich kré-
m0. Mechanismus G¢inku spodiva v reakci monomerniho dihydroxyacetonu s aminokyselinami a
volnymi aminoskupinami bilkovin v pokoZce za vzniku hnddé zbarvenych produkti. PFi pouziti
kosmetickych formulaci obsahujicich 2-5% dihydroxyacetonu dochiz ke stalému Zinddnt po- """
kozky po cca 2hodinach. Vzniklé zbarveni jé stejné stalé jako opaleni na slunci.

Dali vyuzti ma dihydroxyacetonu nap. jako antioxidacni piisada v kosmeticém a potravinai- .
ském primyslu. Diky své vysoké reaktivité je dihydroxyaceton dillezitym meziproduktem pro
fadu chemickych syntéz zejména pti vyrobé 1€&iv (kardiovaskularni léky, cytostatika, rtg kon-
trastni latky). |
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob vyroby dihydroxyacetonu biologickou oxidaci glycerinu buiikami Gluconobacter
oxydans vyznateny tim, Ze pii izolaci produktu z média po oddéleni bungk se roztok obsahuyici

dihydroxyaceton odsoli pomoci elektrodialyzy.
segrober

2. Zpiisob podle bocu|1 vyznageny tim, Ze se pti odsoleni roztoku obsahujiciho dihydroxyace-

ton kombinuje elekirodialyza s pouzitim méni&d iontd.
hWirol .
3. Zpﬁsob podle-bodu Ta2 vyznadeny tim, Ze se jako méni¢ iontd pouZije silné kysely katex

v H* cyklu.
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