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Nazev vynalezu:

Zpiisob izolace polyhydroxyalkanoatii z
biomasy fermentované mikroorganismy
produkujicimi polyhydroxyalkanoaty
a/nebo z biomasy obsahujici alespoii jednu
plodinu produkujici polyhydroxyalkanoaty

Anotace:

Zpusob izolace polyhydroxyalkanoati (PHA) z biomasy
fermentované mikroorganismy produkujicimi PHA
a/nebo z biomasy obsahujici alespoit jednu plodinu
produkujici PHA, u kterého se z biomasy, ktera se, pokud
je fermentovana, nejprve zahusti izolaci z fermentacniho
média na obsah suginy alespoii 20 %, PHA extrahuji do
extrakéniho Ginidla na bazi chlorovaného uhlovodiku,
nadeZ se z takto vytvoreného extrakéniho roztoku
separuje extrakt, ze kterého se odstrani extrakéni ¢inidlo
a vysrazi PHA. Pred extrakci PHA se z biomasy
extrakénim &inidlem na bazi alkylalkoholu s 2 az 4 atomy
uhliku v Fetézci, které se k biomase ptida v hmotnostnim
poméru 1:0,5 aZ 1:5, extrahuji slozky biomasy jiné nez
PHA, p¥item? tato extrakce probiha po dobu 5 az 90
minut, pii teplot& 20 aZ 120 °C, nageZ se z takto
vytvoteného extrakéniho roztoku filtraci a/nebo dekantaci
a/nebo odstfedénim odd&li extrakt obsahujici tyto slozky
biomasy, z pevné fraze se destilaci z vodného roztoku
nebo stripovanim vodni parou nebo susenim odstrani
zbytky extrakéniho &inidla. Z takto pfedcisténé pevné

faze se extrakénim ¢inidlem na bazi chlorovaného
uhlovodiku, které se k ni pfida v hmotnostnim poméru
1:5 az 1:20, extrahuji PHA, pfi¢em? tato extrakce probiha
po dobu 5 az 90 minut, pfi teploté 20 az 120 °C, naceZ se
z takto vytvoreného extrakéniho roztoku filtraci a/nebo
dekantaci a/nebo odstfedénim oddé&li extrakt obsahujici
PHA, ktery se zavede/zavadi do cirkulaéni smycky
vypin&né vodou o teploté 20 az 120 °C, pfipadn& sméesi
vody a aZ 20 % hmotn. extrak&niho &inidla na bazi
chlorovaného uhlovodiku pouZitého pro extrakci PHA,
¢imz se z tohoto extraktu odstrani extrakcni ¢inidlo a
vysraZi PHA.
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Zpiisob izolace polyhydroxyalkanoati z biomasy fermentované mikroorganismy produku-
jicimi polyhydroxyalkanoity a/nebo z biomasy obsahujici alespoii jednu plodinu produku-
jici polyhydroxyalkanoaty

Oblast techniky

Vynélez se tyka zplsobu izolace polyhydroxyalkanoati (PHA) z biomasy fermentované mikro-
organismy produkujicimi polyhydroxyalkanoaty a/nebo z biomasy obsahujici alespoii jednu plo-
dinu produkujici polyhydroxyalkanoaty, u kterého se polyhydroxyalkanoaty extrahuji z biomasy
do extrakéniho €inidla na bazi chlorovaného uhlovodiku, nade? se z takto vytvofeného extrak&ni-
ho roztoku separuje extrakt, ze kterého se polyhydroxyalkanoaty nasledné vysrazi.

Dosavadni stav techniky

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) se stale vice prosazuji jako alternativa konvenénich plasti, nebot’
maji vyhodné mechanické vlastnosti, na rozdil od jinych biopolymerti se chovaji jako termoplas-
ty, a je mozné ziskat je z obnovitelnych zdroji, napt. b6iomasy — a to bud’ z biomasy fermento-
vané mikroorganismy produkujicimi pfi svém Zivotnim cyklu PHA jako svoji potravni a energe-
tickou zésobu, nebo z biomasy vytvofené nebo obsahujici alespoii jednu plodinu produkujici
PHA, jako napf. geneticky modifikovanou kukufici. V prvnim p¥ipadé ze navic volbou kmene
mikroorganismi a/nebo zdroje uhliku pro kultivaci (sacharidy/tuky) dosahnout rizného slozeni
PHA, a navozenim vhodnych podminek kultivace pouzitych mikroorganismii az 90 % obsahu
PHA v jejich burikach. Pfi pouziti bakterii kmene Cupriavidus necator H16 Ize navic jako zdroj
uhliku béhem fermentace spotiebovavat odpadni jedlé oleje z tepelné pipravy pokrmi, jejichz
vyhodou je jejich nizké cena a dobra dostupnost na trhu. Nejznaméjsim zastupcem PHA je poly-
hydroxybutyrit (PHB) a jeho kopolymery s 3-hydroxyvaleratem a 3—hydroxyhexanolatem.

V souasné dob¢ je zndma fada zpiisobi izolace PHA z biomasy obsahujici PHA, pii nichz se
pouZivaji riiznd rozpoustédla, jako napfiklad ¢asteéné halogenované uhlovodiky (viz napf. EP
0015123 a US 4324907), karbonaty (viz napf. US 4101533 a US 4140741), vyssi alkoholy a je-
Jich estery (viz napf. US 2007/0161096, WO 97/07229 a WO 2009/114464) a dalsi latky, jako
napf. estery dikarboxylovych a trikarboxylovych kyselin a gama-butyrolakton (viz napf. US
4968611), atd., ktera extrahuji PHA z biomasy, a ze kterych se PHA nasledné vhodnym zpiso-
bem separuji. Nevyhodou téchto postupil je, ze vzhledem k charakteru pouzivanych rozpoustedel
probihaji za vys3i teploty, ktera sougasné zpisobuje tepelnou degradaci izolovanych PHA.

Z tohoto hlediska je nejvyhodnéjsi pouziti extrak&nich €inidel na bazi chlorovanych uhlovodikd,
nebot’ to umoZiiuje separaci PHA z nich za nizsich teplot (obecné cca do 100 az 120 °C), pti kte-
rych jesté k tepelné degradaci PHA nedochazi (viz napt. US 4310684, EP 0014490, US 4562245,
US 4705604 a US 5213976). Pti testovani téchto zplisobii se viak zjistilo, Ze extrakéni ¢inidla na
bazi chlorovanych uhlovodikii z biomasy kromé PHA extrahuji i jiné Jeji slozky, které se pii na-
sledné separaci vysrazenim do vody vysrazi spole¢né s PHA a podstatnym zplsobem snizi jejich
finalni Cistotu. Ta diky tomu dosahuje maximalng cca kolem 90 % (viz napf. Srovnavaci priklad
1 nize). U zplsobu dle US 5213976 pak navic PHA diky nedostate¢né turbulenci vody pfi jejich
vysrazeni vytvaii velké Castice, které je nutno dodate&né dezintegrovat.

Alternativou, pfi které se znecisténi PHA nezadoucimi slozkami biomasy eliminuje, je vysrazeni
PHA do organického rozpoustédla. To je viak vykoupeno vysokymi naklady na recyklaci tohoto
organického rozpoustédla (které se pouziva ve velkém piebytku), a také tim, ze se PHA vysrazi
ve formé€ gelu s vysokou vlhkosti, takZe je nutno je dale vysusovat.

Cilem vynélezu je navrhnout zpisob izolace polyhydroxyalkanoati z biomasy fermentované
mikroorganismy produkujicimi polyhydroxyalkanoaty a/nebo z biomasy obsahujici alespoti jednu
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plodinu produkujici polyhydroxyalkanoaty, ktery by vedl k jejich izolaci s vysokou Eistotou, a
piipadné i ve formé co nejmensich Castic.

Podstata vynalezu

Cile vynalezu se dosahne zpisobem izolace polyhydroxyalkanoati z biomasy fermentované mi-
kroorganismy produkujicimi polyhydroxyalkanodty a/nebo z biomasy obsahujici alespori jednu
plodinu produkujici polyhydroxyalkanoaty podle vynalezu, u kterého se z biomasy, kterd se,
pokud je fermentovana, nejprve zahusti izolaci z fermenta¢niho média na obsah suSiny alespoii
20%, polyhydroxyalkanoaty extrahuji do extrakéniho Cinidla na bazi chlorovaného uhlovodiku,
nadeZ se z takto vytvoreného extrakéniho roztoku separuje extrakt, ze kterého se odstrani ex-
trakéni Cinidlo a vysrazi polyhydroxyalkanoaty, jehoz podstata spociva v tom, Ze pred extrakci
polyhydroxyalkanoatii se z biomasy extrak¢nim ¢inidlem na bazi alkylalkoholi s 2 az 4 atomy
uhliku v fetézci, které se k biomase prida v hmotnostnim poméru 1:0,5 az 1:5, s vyhodou 1:2 az
1:3, extrahuji sloZky biomasy jiné nez polyhydroxyalkanoaty, pfi¢emz tato extrakce probihd po
dobu 5 az 90 minut, s vyhodou 20 az 40 minut, pfi teploté 20 az 120 °C. Poté se z takto vytvore-
ného extrakéniho roztoku filtraci a/nebo dekantaci a/nebo odstfedénim oddéli extrakt obsahujici
tyto slozky biomasy a z pevné faze se destilaci z vodného roztoku nebo stripovanim vodni parou
nebo suSenim pevné faze odstrani zbytky extrakéniho €inidla. Z takto predCisténé pevné faze se
extrakénim ¢inidlem na bazi chlorovaného uhlovodiku, které se k ni pfid4 v hmotnostnim poméru
1:5 az 1:20, extrahuji polyhydroxyalkanoaty, pfi¢emz tato extrakce probiha po dobu 5 az 90 mi-
nut, s vyhodou 20 az 40 minut, pfi teploté 20 az 120 °C, nacez se z takto vytvofeného extrakéni-
ho roztoku filtraci a/nebo dekantaci a/nebo odstfedénim oddéli extrakt obsahujici polyhydroxyal-
kanoaty. Tento extrakt se pak zavede nebo prubézné zavadi do cirkulaéni smyCky vyplnéné vo-
dou o teploté 20 az 120 °C, pfipadné smési vody a az 20 % hmotnostnich extrakéniho €inidla na
bazi chlorovaného uhlovodiku pouzitého pro extrakci polyhydroxyalkanoati, ¢imz se z tohoto
extraktu odstrani extrakéni &inidlo a vysrazi polyhydroxyalkanoaty. Cistota polyhydroxyalkanoa-
ti izolovanych timto zpisobem pfitom pfesahuje 99 %, s vytézkem 97 a vice %. Velikost ¢astic
polyhydroxyalkanoatii pak dosahuje cca 1 mm.

Extrakce extrakénim éinidlem na bazi alkylalkoholid s 2 az 4 atomy uhliku miize pro dosaZeni
vys§i Gistoty PHA probihat ve vice stupnich, z nichZ kazdy probiha po dobu 5 az 90 minut, pfi
teploté 20 az 120 °C, a pfed kazdym nasledujicim stupném se extrakt z pfedchoziho stupné kon-
centruje dekantaci a/nebo filtraci a/nebo odstfedénim.

Vhodnym extrakénim &inidlem na bazi alkylalkoholu je pfitom ethanol, propanol, isopropylalko-
hol, butanol, isobutylalkohol, terc-butylalkohol, nebo libovolna smés alespori dvou z nich.

Extrakce extrakénim &inidlem na bazi chlorovaného uhlovodiku miZe pro dosaZeni vySsi vytéz-
nosti polyhydroxyalkanoatii probihat ve vice stupnich, z nichz kazdy probihd po dobu 5 az 90
minut, pii teploté 20 az 120 °C, a pred kazdym nasledujicim stupném se extrakt z pfedchoziho
stupné koncentruje dekantaci a/nebo filtraci a/nebo odstiedénim.

Vhodnym extrakénim ¢inidlem na bézi chlorovaného uhlovodiku je dichlormethan, chloroform,
tetrachlormetan, dichlorethan, nebo libovolna smés alespoit dvou z nich.

Z hlediska ispory pouZitého extrakéniho &inidla (jak ¢inidla na bazi alkylalkoholii s 2 aZ 4 atomy
uhliku, tak i ¢inidla na bazi chlorovanych uhlovodiki) je vyhodné, pokud se jednotlivé stupné
extrakce provozuji v navzajem protiproudém uspofadani, kdy se extrakt z kazdého nésledujiciho

stupné piivede do predchoziho stupné, a "Cisté" extrakéni ¢inidlo se pfivadi pouze do posledniho
stupng.

Pokud se pro odstranéni zbytkii extrakéniho ¢inidla na bazi alkylalkoholu s 2 az 4 atomy uhliku z
pevné faze pouZije proces destilace, je vyhodné, pokud se piedtim pevna faze natfedi v hmotnost-
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nim poméru 1:2 aZ 1:10 vodou, a destilace pak probiha v rektifika¢ni koloné pfi tlaku 0,1 az 6 bar
(10 kPa az 600 kPa).

Pokud se pro odstranéni zbytkd extrak&niho ¢inidla na bazi alkylalkoholu s 2 az 4 atomy uhliku z
pevné faze pouZije stripovani vodni parou, provadi se toto stripovani v rektifikagni koloné pfi
tlaku 0,1 aZ 6 bar (10 kPa aZ 600 kPa).

Pro intenzivnéjii vysrazeni PHA je pak vyhodné, pokud se extrakt obsahujici PHA pfed zavede-
nim do cirkulaéni smy¢ky zkoncentruje odpafenim extrakéniho ¢inidla na koncentraci polyhyd-
roxyalkanoati 5 aZ 10 %. Kondenzaéni teplo ziskané pfi tomto procesu je pak mozné vyuZit pro
odpareni extrakéniho &inidla na bazi chlorovaného uhlovodiku v cirkula¢ni smycce.

Priklady uskute¢néni vynalezu

U zpiisobu izolace polyhydroxyalkanoétii (PHA) z biomasy fermentované mikroorganismy, které
pii svém Zivotnim cyklu produkuji PHA jako svoji potravni a energetickou zasobu (napf. bakteri-
emi kmene Cupriavidus—necator H16, atd.) a/nebo z biomasy obsahujici alespofi jednu plodinu
produkujici PHA (napf. geneticky modifikovanou kukufici, apod.) podle vynélezu, se pfed ex-
trakci PHA z biomasy odstrani jeji sloZky, které by mohly PHA zneistit, a teprve poté se z takto
predCisténé biomasy do extrakéniho ¢&inidla na bazi chlorovaného uhlovodiku extrahuji PHA.
Extrakt obsahujici PHA se poté zavede, pfipadné kontinudlné zavadi do cirkulaéni smycky, kde
se z néj odstrani extrakéni ¢inidlo a vysrazi PHA.

Pro odstranéni nezadoucich sloZek biomasy se pouzije extrakéni ¢inidlo na bazi alkylalkoholu s 2
a7 4 atomy uhliku v fetézci, jako napf. ethanol, propanol, isopropylalkohol, butanol, isobutylal-
kohol, terc—butylalkohol, nebo libovolna smés alespoti dvou z nich, ktera se k biomase pifida v
hmotnostnim poméru 1:0,5 az 1:5, s vyhodou pak v hmotnostnim poméru 1:2 az 1:3. Extrakce
pfitom probih4 po dobu 5 az 90 minut, s vyhodou 20 aZ 40 minut, pfi teplot€ 20 az 120 °C, s vy-
hodou pfi teploté o 5 °C niz§i neZ je teplota varu daného extrakéniho roztoku — ¢im vySsi je teplo-
ta, tim vys$i je i podil extrahovanych sloZek biomasy a diky tomu i finalni Cistota PHA. Béhem
této extrakce se do extrakéniho &inidla na bazi alkylalkoholu z biomasy extrahuji nezadouci sloz-
ky, které by se jinak extrahovaly béhem extrakce PHA, aniZ se pfitom soucasné extrahovalo PHA
a sniZovala se jeho koncentrace v biomase. Po ukonceni extrakce se z vytvoreného extrak¢niho
roztoku filtraci a/nebo dekantaci a/nebo odstfedénim oddéli extrakt obsahujici nezadouci slozky
biomasy, a z pevné faze se odstrani zbytky pouZitého extrakéniho ¢inidla, které tvoii podstatnou
&ast jeji vlhkosti. To je moZné provést napf. nafedénim pevné faze vodou a naslednym vyvafenim
extrak¢niho ¢inidla v rektifikaéni kolong pfi tlaku 0,1 aZ 6 bar — 10 kPa aZ 600 kPa (tj. destilaci z
vodného roztoku), pfi¢emz nafedéni pevné fize musi byt dostatecné, tj. v rozmezi cca 1:2 az 1:10
hmotnostné, aby nedos$lo k zablokovani rektifikaéni kolony. Béhem experimentl se pfitom pre-
kvapivé zjistilo, Ze tento postup ma soudasné pozitivni vliv na rychlost nasledné extrakce PHA
do extrakéniho ¢inidla na bazi chlorovaného uhlovodiku.

Jinymi pouZitelnymi metodami odstranéni zbytku extrakéniho ¢inidla z pevné faze je také stripo-
vanim vodni parou v rektifikaéni koloné pfi tlaku 0,1 az 6 bar (10 kPa az 600 kPa) nebo jeji usu-
Seni.

Extrakt oddéleny z extrakéniho roztoku predstavuje odpad zptisobu izolace PHA podle vynalezu.
Pritom je vyhodné, pokud se z néj napt. destilaci z vodného roztoku, recykluje v ném obsazené
extrakéni €inidlo. Pfitom dochézi s poklesem koncentrace tohoto extrakéniho €inidla k vysraZeni

extrahovanych slozek biomasy. Ty pak lze separovat napf. filtraci a/nebo dekantaci a/nebo od-
stiedénim.

Extrakce s vyuZitim extrak¢éniho €inidla na bazi alkylalkoholi s 2 az 4 atomy uhliku miZe pro
dosaZeni vySsi Cistoty PHA probihat ve vice stupnich (s vyhodou napt. dvou azZ péti, pfipadn€ i
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vice), z nichZ kazdy probiha po vy$e uvedenou dobu a za vyse uvedené teploty, pfi¢emz se pred
kazdym nésledujicim stupném extrakéni roztok z pfedchoziho stupné koncentruje filtraci a/nebo
dekantaci a/nebo odstfedénim. Podminky jednotlivych stupfiti extrakce pritom mohou byt stejné,
nebo alespori jeden stupeni miZe od ostatnich liit teplotou a/nebo dobou extrakce. Jednotlivé
stupné se pfitom s vyhodou provozuji v protiproudém uspoiadani, tj. extrakt z kazdého nasleduji-
ciho stupné se pfivede do predchoziho stupné, piicemz "Cisté" extrakéni €inidlo bez extrahova-
nych latek se pfivadi pouze do posledniho stupné. Tim se dosédhne stejného efektu, jako kdyby se
jednotlivé stupné provozovaly v souproudém usporadani, avSak pii vyrazné uspore extrakéniho
¢inidla.

Pro extrakci PHA z takto pfipravené a predCisténé pevné faze, resp. biomasy se pouzije extrakéni
¢inidlo na bazi chlorovaného uhlovodiku, které se k ni pfida v hmotnostnim poméru 1:5 az 1:20.
Vzhledem k tomu, Ze obsah PHA v extrakénim roztoku ma podstatny vliv na viskozitu tohoto
roztoku a na nasledné oddélovani extraktu od pevné faze, je vyhodné volit pomér extrakEniho
&inidla k pevné fazi tak, aby vysledny extrakéni roztok mél koncentraci PHA 1 az 10 %, s vyho-
dou 3 az 5 %. Dilezitym parametrem je pfitom i obsah vody v pevné fazi, ktery ma vliv na rych-
lost extrakce — pfi nizkém obsahu vody v biomase je obtizné extrahovat PHA do extrak¢niho
¢inidla, naopak vyssi obsah vody v biomase extrakci PHA usnadiiuje, takZe neni Zadouci vodu
oddestilovavat. Vyhodny obsah vody je pfitom cca 40 aZz 70 %. Extrakce PHA pak probihd po
dobu 5 az 90 minut, s vyhodu 20 aZ 40 minut, pii teploté 20 az 120 °C s vyhodou vSak o § °C
niz§i nez je teplota varu daného extrakéniho roztoku.

Z takto ptipraveného extrak&niho roztoku se filtraci a/nebo dekantaci a/nebo odstfedénim oddéli
extrakt obsahujici PHA, ktery se zavede, ptipadné kontinudlné zavadi do cirkula¢ni smyCky vy-
plnéné vodou o teploté 20 az 120 °C, do které se z této extrakéni faze uvolni extrakéni Cinidlo a
vysrazi PHA. Postupem &asu se tak z vody v cirkulaéni smycce stdva smés vody a extrak&niho
¢inidla s aZ 20% koncentraci tohoto extrakéniho ¢inidla (kdy vSak jesté nebrani vysraZeni PHA).
Cirkulaéni smy¢ka je pfitom tvofena potrubim ve tvaru pismene "U", jejiZz vzestupna Cast je za-
vedena do boku odluéovade kapaliny, a jeji sestupna &ast je vyvedena ze dna tohoto odluCovace.
Cirkulace kapaliny se v této cirkulaéni smyéce dosahne sifonovym efektem zplsobenym Castec-
nym odparem extrakéniho &inidla pfi kontaktu extraktu s kapalinou ve smycce. Nastfik se pfitom
zavadi do spodni &asti vzestupné Easti cirkulaéni smycky. Tento postup umoZiiuje dosahnout v
cirkulaéni smy&ce vysoké turbulence, pii¢emz rychlost kapaliny v jeji vzestupné Casti je 5 az
10 m/s, coZ zplsobuje vysrazeni PHA ve formé& malych ¢astic, které neni tfeba nésledné dezinte-
grovat.

Pted zavedenim extraktu obsahujiciho PHA do cirkulaéni smycky je pfitom vyhodné, pokud se
tento extrakt zkoncentruje na koncentraci PHA 5 az 10 %. To se doséhne napf. odparem extrak¢-
niho ¢inidla, s vyhodou za zvySeného tlaku (1 az 6 bar, s vyhodou 2 aZ 4 bar — 100 kPa az
600 kPa, s vyhodou 200 kPa az 400 kPa), pfi¢emz kondenzaéni teplo par je mozné déle vyuZzit
(viz niZe).

Tuha faze oddélend z extrakéniho roztoku predstavuje odpad zpiisobu izolace PHA podle vynale-
zu. Pfitom je vyhodné, pokud se z ni napf. jejim nafedénim vodou a naslednym vyvafenim (tj.
destilaci) odstrani zbytky extrakéni &inidla. Tento postup piitom lze s vyhodou realizovat v rekti-
fika¢ni koloné, pii¢emz natedéni tuhé fize vodou musi byt dostatecné, tj. v rozmezi 1:2 az 1:10,
aby nedochazelo k zablokovéni této kolony. Timto zpiisobem lze snizit obsah chlorovanych latek
v této tuhé fazi aZ pod 1 ppm. Vyvarené tuhé zbytky pak lze separovat filtraci a/nebo dekantaci
a/nebo odstfedénim.

Extrakce s vyuZitim extrakéniho ¢inidla na bazi chlorovaného uhlovodiku miZe pro dosazZeni
vy$§i vytéznosti PHA probihat ve vice stupnich (s vyhodou napf. dvou az péti, pfipadné€ i vice), z
nichZ kazdy probiha po vyie uvedenou dobu a za vyse uvedené teploty, pfi¢emz pred kazdym
nasledujicim stupném se z extrakéniho roztoku filtraci a/nebo dekantaci a/nebo odstfedénim od-
déli tuha faze. Podminky jednotlivych stupiiti extrakce pfitom mohou byt stejné, nebo alespoi
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jeden stupefi miize od ostatnich liit teplotou a/nebo dobou extrakce. Jednotlivé stupné se pfitom
s vyhodou provozuji v protiproudém uspofadani, tj. extrakt z kazdého nasledujiciho stupn€ se
pfivede do predchoziho stupné, pfitemz "¢isté" extrakéni ¢inidlo bez extrahovanych latek se pfi-
vadi pouze do posledniho stupné. Tim se doséhne stejného efektu, jako kdyby se jednotlive stup-
né provozovaly v souproudém uspofadani, avSak pfi vyrazné ispoie extrak¢niho ¢inidla. Extrakty
oddélené v jednotlivych stupnich extrakce se nasledné smichaji a zavedou do cirkula¢ni smyc¢ky.

Vyhodou tohoto postupu je, Ze umoziluje vyuZit na odpafeni extrakéniho ¢inidla na bazi chloro-
vaného uhlovodiku z extraktu kondenza¢ni teplo par tohoto extrakéniho ¢inidla ziskané pfi zkon-
centrovani extraktu obsahujici PHA, které se dodava do cirkulaéni smycky pres tepelny vyménik
zafazeny v jeji vzestupné &asti. To vyrazné sniZuje celkové provozni néklady izolace PHA. Jinou
variantou zdroje tepla je pak napt. parni kondenzat.

Z cirkula¢ni smycky se PHA odvadi ve formé& suspenze, s vyhodou pfes filtrani odstredivku, na
které je mozné dosahnout nizké vlhkosti produktu — v rozmezi cca 10 aZ 20 %. Poté se tento pro-
dukt ptipadné dale susi.

Pted zahajenim zpiisobu izolace PHA podle vynalezu je vyhodné, zkoncentrovat biomasu, resp.
fermentaéni roztok vytvofeny jeji fermentaci na koncentrat s obsahem susiny 20 az 80 % s vyho-
dou 40 az 60 %. Vhodnym zpisobem zkoncentrovani je pfitom napf. dekantace, nebot’ ta soucas-
n¢ umoziiuje z biomasy odstranit pfipadné i nespotiebovany odpadni jedly olej, ktery pfi fermen-
taci biomasy slouZil jako zdroj uhliku. Kromé toho vSak lze pouzit i filtraci a/nebo odstfedéni.

NiZe jsou popsany 2 konkrétni piiklady zpisobu izolace PHA z biomasy fermentované mikroor-
ganismy produkujicimi PHA zptisobem podle vynalezu. Pfitom je viak z podstaty véci jasné, Ze
pii pouziti jinych latek (zejména extrakénich ¢inidel), resp. parametrt jednotlivych extrakci, resp.
stupriti extrakci, pfipadné jinych technik pouZitych v jednotlivych krocich, uvedenych vyse, a v
patentovych narocich, bude vysledek izolace PHA stejny, nebo v podstaté stejny.

Piiklad 1

K 20 kg biomasy ziskané odstfedénim fermenta¢niho roztoku s koncentract suSiny 45 %, s obsa-
hem PHA v susiné 75 % se piidalo 40 kg 80% vodného roztoku isopropylalkoholu (hmotnostni
pomér 1:1,6), ¢imz se vytvoril extrakéni roztok. Extrakce sloZek biomasy jinych nez PHA pak
probihala za stalého michani po dobu 30 minut p#i teploté 75 °C. Poté se tento extrakéni roztok
zkoncentroval odstfedénim a k 19,1 kg izolované pevné faze se pridalo dalsich 40 kg 80% vod-
ného roztoku izopropylalkoholu (hmotnostni pomeér 1:1,68). Druhy stupeii extrakce pak probihal
za stejnych podminek jako prvni, a po jeho ukonceni se extrakéni roztok zkoncentroval odstiedé-
nim.

K 18 kg ziskané pevné faze se nasledné pridalo 150 kg vody (hmotnostni pomér 1:8,3) a vytvo-
fena smés se diikladné rozmichala. Poté se tato rozmichand smés nastfikovala do hlavy rektifi-
ka¢ni kolony s orientovanou vyplni s 10 teoretickymi patry, do které se soucasné ze spodu zava-
d¢€la para. Odstfedénim patového proudu z rektifikaéni kolony se ziskalo 16 kg pevné faze s ob-
sahem suSiny 49,5 % a obsahem PHA v su§iné 85,1 %. Obsah isopropylalkoholu v ni pfitom byl
pod 1 ppm.

K 10 kg takto ziskané pevné faze se nasledné ptidalo 120 kg chloroformu (hmotnostni pomér
1:12), ¢imzZ se vytvofil extrakéni roztok. Extrakce PHA do chloroformu pak probihala za stalého
michani po dobu 30 minut pfi teploté 50 °C. Po jejim ukonceni se extrakéni roztok odstiedil a k
8,1 kg pevné faze se pfidalo dalSich 120 kg chloroformu (hmotnostni pomér 1:14,8). Druhy stu-
peii extrakce PHA pfitom probihal za stejnych podminek jako prvni. Po jeho ukondeni se odstie-
dénim extrakEniho roztoku ziskalo 6,8 kg pevné faze, jejimz suSenim pii teploté 80 °C se déle
ziskalo 0,78 kg nerozpustnych zbytki s obsahem 10,8 % PHA.
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Extrakty obsahujici PHA ziskané v jednotlivych stupnich extrakce se spojily a odpafenim chloro-
formu se zkoncentrovaly na koncentraci PHA 5 %. Takto ziskany extrakt se poté kontinualné
zavadél do spodni &asti cirkulaéni smy¢ky naplnéné vodou predehfatou na teplotu 70 °C, ktera
méla ve své vzestupné asti zafazeny vertikalni vyménik tepla temperovany vodou o teploté 85
°C. Rychlost kapaliny v sestupné ¢asti cirkulaéni smycky byla 2,5 m/s, ve vzestupné ¢asti cirku-
laéni smy¢ky 8 m/s. P¥itom se v této kapaliné z extraktu vysraZely ¢astice PHA o primérné veli-
kosti cca 1 mm. Vysledna suspense se nasledné filtrovala na nudi a odfiltrované ¢astice PHA se
susily pfi teploté 80 °C, &imz se ziskalo 4,15 kg PHA s Cistotou 99,2 % (coz predstavuje vytézek
98 %).

Ptiklad 2

K 16 kg biomasy ziskané odstiedénim fermentaéniho roztoku s koncentraci susiny 47 % a s ob-
sahem PHA v su§iné 76 % se pfidalo 25 kg 90% vodného roztoku ethanolu (hmotnosti pomér
1:1,4), &imz se vytvofil extrakéni roztok. Extrakce sloZek biomasy jinych nez PHA pak probihala
za stalého michani po dobu 30 minut pii teploté 65 °C. Poté se tento extrakéni roztok zkoncen-
troval odstfedénim a k 15,3 kg izolované pevné faze se piidalo dalsich 25 kg 90% vodného roz-
toku etanolu (hmotnosti pomér 1:1,47). Druhy stupefi extrakce pak probihal za stejnych podmi-
nek jako prvni, a po jeho ukon&eni se extrakéni roztok zkoncentroval odstfedénim.

K 15 kg ziskané pevné faze se nasledné pfidalo 150 kg vody (hmotnostni pomér 1:10) a vytvore-
na smés se dikladné rozmichala. Poté se tato rozmichana smés nastfikovala do hlavy rektifikaCni
kolony s orientovanou vyplni s 10 teoretickymi patry, do které se soucasn¢ ze spodu zavadéla
para. Odstfedénim patového proudu z rektifikaéni kolony se ziskalo 13 kg pevné faze s obsahem
susiny 49,5 % a obsahem PHA v su$ing 87,2 %. Obsah ethanolu v ni pfitom byl pod 1 ppm.

K 5 kg takto ziskané pevné faze se nasledné piidalo 50 kg tetrachlormethanu (hmotnostni pomeér
1:10), &imz se vytvotil extrakéni roztok. Extrakce PHA do tetrachlormethanu pak probihala za
stalého michani po dobu 30 minut pfi teploté 60 °C. Po jejim ukonceni se extrakéni roztok od-
stfedil a ke 4 kg pevné faze se piidalo dalSich 50 kg tetrachlormetanu (hmotnosti pomér 1:12,5).
Druhy stupeii extrakce PHA pfitom probihal za stejnych podminek jako prvni. Po jeho ukon¢eni
se odstfedénim extrakéniho roztoku ziskalo 3,1 kg pevné faze, jejimz suSenim pfi teplot€¢ 80 °C
se dale ziskalo 0,33 kg nerozpustnych zbytki s obsahem 19,9 % PHA.

Extrakty obsahujici PHA ziskané v jednotlivych stupnich extrakce se spojily a odpafenim tetrach-
lormethanu se zkoncentrovaly na koncentraci PHA 5 %. Takto ziskany extrakt se poté kontinuél-
né zavadél do spodni ¢asti cirkulatni smy&ky naplnéné vodou predehidtou na teplotu 70 °C, kterd
méla ve své vzestupné &asti zafazeny vertikalni vyménik tepla temperovany vodou o teploté 85
°C. Rychlost kapaliny v sestupné &asti cirkulaéni smyc¢ky byla 2,5 m/s, ve vzestupné Casti cirku-
ladni smy&ky 8 m/s. P¥itom se v této kapaling z extraktu vysraZely ¢astice PHA o primémé veli-
kosti cca 1 mm. Vysledna suspense se nasledné filtrovala na nuci a odfiltrované Castice PHA se
susily pfi teploté 80 °C, &imz se ziskalo 2,14 kg PHA s ¢istotou 99,4 % (coZ pfedstavuje vytézek
97 %).

Srovnavaci piiklad 1 — zpisob dle US 5213976

Pii testovani a ovéfovani zpiisobu izolace PHA z biomasy podle US patentu 5213976 se zjistilo,
7e extrakéni &inidla na bazi chlorovanych uhlovodikii maji schopnost extrahovat z biomasy kro-
mé PHA, i dal3i jeji slozky, které se pii nasledném vysrazeni do vody vysrazi spole¢n€ s PHA,
&im2 PHA znegistuji. Cistota PHA pak v tomto pfipadé dosahuje maximaln€ cca 92 %.

K 3,5 kg biomasy ziskané odstfedénim fermenta¢niho roztoku s koncentraci susiny 47 % a s ob-
sahem PHA v susiné 76 % se piidalo 40 kg chloroformu (hmotnosti pomér 1:11,4), ¢imzZ se vy-
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tvofil extrakéni roztok. Extrakce PHA do chloroformu pak probihala za stalého michani po dobu
30 minut pfi teploté¢ 50 °C. Poté se tento extrakéni roztok zkoncentroval odstfedénim, ¢imz se
ziskalo 1,9 kg vodné féze, 4,5 kg faze nerozpustnych zbytkl a 37 kg extraktu obsahujiciho PHA.
SuSenim faze nerozpustnych zbytkd pfi teploté 80 °C se ziskalo 0,42 kg nerozpustnych zbytki s
obsahem 32,1 % PHA.

Extrakt obsahujici PHA se tryskou nastiikoval do michané nadoby o objemu 200 1 s vodou vy-
hi‘4tou na teplotu 80 °C, ve které se vysrazely PHA ve formé vlo¢ek o primérné velikosti cca 7
mm. Vysledné suspense se nasledné filtrovala na nuéi a odfiltrované ¢éstice se susily pfi teploté
80 °C, ¢imz se ziskalo 1,15 kg PHA s Cistotou 90,6 % (coz piedstavuje vytéZzek 88 %).

Z vyse uvedenych piikladd je ziejmé, Ze zpusob izolace PHA z biomasy podle vynalezu vede k
Casné pii ném PHA vytvaii podstatné mensi ¢astice, které neni tfeba déle dezintegrovat (cca 7 x
mensi primer).

PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob izolace polyhydroxyalkanoati z biomasy fermentované mikroorganismy produkuji-
cimi polyhydroxyalkanoaty a/nebo z biomasy obsahujici alespori jednu plodinu produkujici poly-
hydroxyalkanoaty, u kterého se z biomasy, ktera se, pokud je fermentovand, nejprve zahusti izo-
laci z fermentaéniho média na obsah suSiny alespoit 20 %, polyhydroxyalkanoaty extrahuji do
extrakéniho ¢inidla na bazi chlorovaného uhlovodiku, naceZ se z takto vytvofeného extrakéniho
roztoku separuje extrakt, ze kterého se odstrani extrakéni €inidlo a vysrazi polyhydroxyalkanoa-
ty, vyznacujici se tim, Ze pfed extrakci polyhydroxyalkanodtl se z biomasy extraké-
nim ¢inidlem na bazi alkylalkoholu s 2 az 4 atomy uhliku v fetézci, které se k biomase prid4 v
hmotnostnim poméru biomasa:extrakéni ¢inidlo 1:0,5 az 1:5, extrahuji sloZzky biomasy jiné nez
polyhydroxyalkanodty, pfi¢emz tato extrakce probihd po dobu 5 az 90 minut, pfi teploté¢ 20 az
120 °C, nacez se z takto vytvoten¢ho extrakéniho roztoku filtraci a/nebo dekantaci a/nebo odstie-
dénim oddéli extrakt obsahujici tyto slozky biomasy a z pevné faze se destilaci z vodného rozto-
ku nebo stripovanim vodni parou nebo susenim pevné faze odstrani zbytky extrak¢niho €inidla, a
z takto predcCiSténé pevné faze se extrakénim ¢inidlem na bazi chlorovaného uhlovodiku, které se
k ni ptid4d v hmotnostnim poméru biomasa:extrakéni ¢inidlo 1:5 az 1:20, extrahuji polyhydroxy-
alkanodty, pfi¢emz tato extrakce probihd po dobu 5 az 90 minut, pfi teploté 20 az 120 °C, nacez
se z takto vytvofeného extrak&niho roztoku filtraci a/nebo dekantaci a/nebo odstiedénim oddéli
extrakt obsahujici polyhydroxyalkanoaty, ktery se zavede/zavadi do cirkulaéni smy¢ky vyplnéné
vodou o teploté 20 az 120 °C, pfipadné smési vody a aZ 20 % hmotnostnich extrakéniho ¢inidla
na bazi chlorovaného uhlovodiku pouZitého pro extrakci polyhydroxyalkanoati, ¢imz se z tohoto
extraktu odstrani extrakéni ¢inidlo a vysraZi polyhydroxyalkanoéaty.

2. Zpusob izolace polyhydroxyalkanoati z biomasy podle naroku 1, vyznacdujici se
tim, Ze extrakce extrak¢nim Cinidlem na bazi alkylalkoholii s 2 az 4 atomy uhliku probiha v
alespoti dvou stupnich, z nichz kazdy probiha po dobu 5 az 90 minut, pii teploté 20 az 120 °C,
pii¢emZ pied kazdym nasledujicim stupném se extrakt z predchoziho stupné koncentruje dekan-
tact a/nebo filtraci a/nebo odstfedénim.

3. Zpisob izolace polyhydroxyalkanoatii z biomasy podle naroku 2, vyznaéujici se
tim, Ze jednotlivé stupné extrakce se provozuji v navzajem protiproudém usporadani.
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4. Zpusob izolace polyhydroxyalkanoatt z biomasy podle libovolného z predchazejicich naro-
ki, vyznadujici se tim, Ze extrakeni Cinidlo na bazi alkylalkoholu s 2 az 4 atomy uh-
liku v fetézci se k biomase pfida v hmotnostnim poméru biomasa:extrakéni ¢inidlo 1:2 az 1:3.

5. Zpisob izolace polyhydroxyalkanoati z biomasy podle libovolného z pfedchézejicich naro-
ki, vyznacdujici se tim, Ze extrakce extrakénim ¢inidlem na bézi alkylalkoholil s 2 az
4 atomy uhliku v fetézci probihd po dobu 20 az 40 minut.

6. Zpusob izolace polyhydroxyalkanoati z biomasy podle libovolného z pfedchéazejicich naro-
ki, vyznacujici se tim, Ze extrakéni Cinidlo na bazi alkylalkoholu je tvofeno extrak¢-
nim éinidlem ze skupiny ethanol, propanol, isopropylalkohol, butanol, isobutylalkohol, terc—
butylalkohol, smési alespoil dvou z nich.

7. Zpisob izolace polyhydroxyalkanoatii z biomasy podle libovolného z piedchézejicich naro-
ki, vyznacujici se tim, Ze extrakce extrakénim Cinidlem na bazi chlorovaného uhlo-
vodiku probih4 v alespoii dvou stupnich, z nichZ kazdy probiha po dobu 5 az 90 minut, pfi teploté
20 az 120 °C, pti¢emz po kazdém stupni se z extrakéniho roztoku dekantaci a/nebo filtraci a/nebo
odstiedénim oddéli nerozpustné zbytky.

8. Zpuisob izolace polyhydroxyalkanoati z biomasy podle ndroku 7, vyznacujici se
tim, Ze jednotlivé stupné extrakce se provozuji v navzajem protiproudém uspoifadani.

9. Zpisob izolace polyhydroxyalkanoatii z biomasy podle libovolného z predchazejicich néro-
ki, vyznadujici se tim, Ze extrakce extrakénim Cinidlem na bazi chlorovaného uhlo-
vodiku probihd po dobu 20 aZ 40 minut.

10. Zpisob izolace polyhydroxyalkanoati z biomasy podle libovolného z predchézejicich naro-
ki, vyznadujici se tim, Ze extrakéni ¢inidlo na bazi chlorovaného uhlovodiku je tvo-
feno extrakénim &inidlem ze skupiny dichlormethan, chloroform, tetrachlormetan, dichlorethan,
smési alespoii dvou z nich.

11. Zpusob izolace polyhydroxyalkanoéti z biomasy podle libovolného z ptedchdzejicich naro-
ki, vyznadujici se tim, Ze pevna faze se pied destilaci extrakéniho Cinidla nafedi
vodou v poméru biomasa:voda 1:2 az 1:10, a destilace z tohoto vodného roztoku se provadi v
rektifikadni koloné pfi tlaku 0,1 aZ 6 bar — 10 kPa az 600 kPa.

12. Zpisob izolace polyhydroxyalkanoatii z biomasy podle libovolného z naroki 1 az 10,
vyznadujici se tim, Ze stripovani vodni parou se provadi v rektifikatni koloné€ pfi tla-
ku 0,1 az 6 bar — 10 kPa az 600 kPa.

13. Zpisob izolace polyhydroxyalkanoati z biomasy podle libovolného z predchdzejicich naro-
ki, vyznaéujici se tim, Ze extrakt obsahujici polyhydroxyalkanoéty se pred zavede-
nim do cirkulaéni smy&ky zkoncentruje odpafenim extrakéniho ¢inidla na koncentraci polyhyd-
roxyalkanoati 5 az 10 %.

14. Zpisob izolace polyhydroxyalkanoati z biomasy podle naroku 13, vyznacujici se
tim, Ze pro odpafeni extrakéniho ¢inidla na bazi chlorovaného uhlovodiku v cirkulaéni smycce
se pouZije kondenzaéni teplo par extrakéniho &inidla ziskané pii zkoncentrovani extraktu obsahu-
jiciho polyhydroxyalkanoaty.
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