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Zpusob ziskavani polyhydroxyalkanoatii bez barviva
z bakteriové biohmoty, pfednostné z bakteriové
biohmoty kultury mikroorganismt Methylobacte-
rium rhodesianum IMET 11401-DSM 8166, pti ném#
se nejdifve provadi susenf vlhké biohmoty, poté se
provadi extrakce su$ené biohmoty kyselinou octo-
vou, anhydridem kyseliny octové nebo butyrolakto-
nem a poté se provadi vysrazenf polyhydroxy-
alkanoatu. Su3end bakteriovd biohmota se vystavi
po dobu 10 az 120 minut teploté& mezi 80°C a spodni
hranici rozsahu teploty taveni polyhydroxyalkanoatu
a k extrakénimu prostfedku se pfidava v % 1 az 10
objemovych podiltt anhydridu kyseliny octové nebo
B - butyrolaktonu, vztaZzeno na celkovy objem
extrakéniho prostfedku.
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Zpisob ziskavani polyhydroxyalkanoatu bez barviva

Oblast techniky

Vynalez se tyka zpisobu ziskavani polyhydroxyalkanoatii bez barviva z bakteriové biohmoty,
pfednostné z bakteriové biohmoty kultury mikroorganismit Methylobacterium rhodesianum
IMET 11401-DSM 8166, pti némZ se nejdfive provadi suSeni vihké biohmoty, poté se provadi
extrakce suSené biohmoty kyselinou octovou, anhydridem kyseliny octové nebo butyrolaktonem
a poté se provadi vysrazeni polyhydroxyalkanoatu.

Dosavadni stav techniky

Za definovanych fermentaénich podminek syntetizuji riizné mikroorganismy polymerni B-hydro-
xyalkanové kyseliny, napfiklad polyhydroxykyselinu méaselnou PHB nebo kopolymerni poly-
hydroxykyselinu maselnou/polyhydroxykyselinu valérovou, jakoZ i jiné polyhydroxykarbonové
kyseliny. Mimoto vznikaji v buiikach stale lipidy abarviva, které pti daldim zpracovani
ziskaného PHA pisobi rusivé jako zneisténi. V patentovych spisech EP 15 123, EP 58§ 480
aEP 124 309 jsou popsany zndmé zpisoby, kterymi se odstrafiuji lipidy a barviva niz$imi
alkoholy nebo acetonem. Nevyhodou téchto rozpoustécich zpisobi je to, Ze se jimi u nékterych
karoténoidnich barviv nedosahuje pozadovana &istota, tj. bily polymer.

V patentovém spisu EP 355 307 je popsano zndmé pouzivani di -nebo trikarbonové ester-
kyseliny, smési dikarbonové esterkyseliny nebo butyrolaktonu pro ziskani polyesteri nebo
kopolyesterti, obsazenych v 3 jednotkach hydroxykyseliny maselné extrakci. Pfitom se vysiovné
poukazuje na to, Ze pod oznacenim butyrolakton se rozumi y-butyrolakton.

Pro extrakci polyhydroxyalkanoatu z kmene mikroorganismii Methylobacterlum rhodesianum
s vysokym stupném bélosti nelze vSak y-butyrolakton pouzit.

V patentovém spisu DD 229 428 je popsan znamy zplisob s pouzitim anhydridu kyseliny octové
Jako extrak¢niho prostfedku pro ziskani poly-B-hydroxykyseliny maselné ze susené bakteriové
biohmoty. U tohoto zpiisobu se ziska bez pouziti ptidavného srazedla poly-B-hydroxykyselina
maselna s tuhou konzistenci. Pfi pouZiti kmene mikroorganismi, ktery mimo toho produkuje
karotenoidni barviva, nevykazuje vysraZzena PHB nutnou kvalitu bélosti.

V patentovém spisu DD 276 304 je popsina jina moznost, kterou se dosahuje presrazeni
polymeru rozpoustédlem PHA. Pfitom se musi jednak pogitat s odbouravanim délky fetézce,
a jednak poftem a/nebo riiznosti pouzitych rozpoustécich asraZecich prostiedki se zid*uje
zpracovani PHA. Taktéz je nutné pocitat s vy3sim zbytkovym obsahem rozpoustécich a srazecich
prostfedki v PHA.

Podstata vynilezu

Uvedené nedostatky do zna¢né miry odstrafiuje zplsob ziskdvani polyhydroxyalkancé:® bez
barviva z bakteriové biohmoty, prednostné z bakteriové biohmoty kultury mikroorgs =+
Methylobacterium rhodesianum IMET 11401-DSM 8166, pfi némz se nejdtive provadi suien?
vlhké biohmoty, poté se provadi extrakce suiené biohmoty kyselinou octovou, anhy-idem
kyseliny octové nebo butyrolaktonem a poté se provadi vysraZeni polyhydroxyalkano#s: inha%
podstata spociva v tom, Ze suSena bakteriovd biohmota se vystavi po dobu 10 az 120 minut
teplot¢ mezi 80 °C aspodni hranici rozsahu teploty taveni polyhydroxyaikaaoatu
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a k extrakénimu prostiedku se pfidava v % 1 az 10 objemovych podili anhydridu kyseliny
octové nebo B-butyrolaktonu, vztazeno na celkovy objem extrakéniho prostredku.

Hlavni vyhoda navrzeného zplsobu spocivd vtom, Ze se nepouZzivaji pfidavné rozpoustéci
prostiedky pro predextrakci suSené bakteriové biohmoty, ¢imz se podil barviva odstrani pied
extrakci PHA z bakteriové biohmoty. Dalsi vyhodou je to, ze se odpadnutim ptidavnych stupiit
presrazeni PHA ziskava polymer s dostate¢né velkou délkou fetézce.

Priklady provedeni vynalezu

Pti zplsobu ziskavani PHA bez barviva z bakteriovych biohmot se nejdiive provadi suSeni vlhké
bakteriové biohmoty, poté se provadi extrakce PHA kyselinou octovou apoté vysrazeni
v extrakénim prostfedku rozpus$ténych PHA. SuSena bakteriova biohmota je podrobena pred
extrakci pfidavnému tepelnému zpracovani. Za tim dcéelem je suSena bakteriova biohmota
vystavena po dobu 10 az 120 minut teploté, ktera lezi mezi 80 °C a teplotou spodni hranice
rozsahu teploty taveni polyhydroxyalkanoatii. Béhem tohoto pusobeni teploty je barvivo,
obsazené v bakteriové biohmoté, pievedeno do takové formy, ktera jiz neptisobi rusivé pii dal§im
zpracovani polymeru. V navazujicim extrakénim procesu se k extrakénimu prostiedku kyseliny
octové pridavaji 1 az 10 objemovych podili v % alifatického anhydridu karbonové kyseliny nebo
laktonu alifatické (-hydroxykarbonové kyseliny, vztaZzeno na celkovy objem extrakéniho
prostiedku.

Takové alifatické anhydridy karbonové kyseliny mohou byt naptiklad anhydrid kyseliny octové,
anhydrid kyseliny propionové nebo také anhydrid kyseliny maselné.

Jako laktony alifatické B-hydroxykarbonové kyseliny se mohou pouZzivat napiiklad B-kapro-
lakton, 3-valerolakton, B-propiolakton nebo B-butyrolakton.

Extrakce se provadi zndmym zplGsobem. Na extrakci navazujici stupeii vysrazeni PHA
z extrakéniho prostfedku, za pouziti znamych postupli, poskytuje jasnéjsi PHA nez znamé
procesy.

K extrakénimu prostiedku pridané alfatické anhydridy karbonové kyseliny nebo laktony B-hydro-
xykarbonovych kyselin a barviva zlstavaji v extrakénim procesu.

Prekvapivé vznikl po zpracovani PHA smési extrakénich prostiedkid zkyseliny octové
a anhydridu kyseliny octové podle vynalezu produkt, jehoZ jasnost byla 045 % nad
nezpracovanym PHA, coz znamena, Ze jeho podil barviva se otento podil snizil, Extrakce,
provedend zndmym zplsobem &istou kyselinou octovou, poskytuje zlep3eni jasnosti PHA pouze
0 15 %. Naproti tomu se miZe jasnost PHA po extrakei ¢istym anhydridem kyseliny octové nebo
¢istym -butyrolaktonem zlepsit asi o 33 %.

Ackoliv se dosahuje extrakénimi prostfedky anhydridem kyseliny octové nebo B-butyrolakionem
v€tsi jasnost ziskaného PHB, nedalo se ofekavat, ze prisada mensiho mnozstvi podle vynalezu
mezi 1 a 10 objemovymi % anhydridu kyseliny octové nebo f-butyrolaktonu k extrakérnimu

prostfedku kyseliny octové zplsobi podstatné vystupfiovani jasnosti produktu, v protikladu
k pouzivani téchto produkti v ¢isté formé.

Pouzitim cenové vyhodného extrakéniho prostfedku kyseliny octové s ptisadou alfatického
anhydridu karbonové kyseliny nebo laktonu alfatické hydroxykarbonové kyseliny v ius!din
mnozstvi se dosahuje velmi vysoky stupeii jasnosti PHA.
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Zplsob ziskavani polyhydroxyalkanoati bez barviva podle vynélezu bude dale blize vysvétlen na
jednotlivych piikladech:

1. Expanzi suSena bakteriova biohmota (jasnost L podle HUNTERa Lab = 64,5) se exirahuje
vpoméru 1 : 10 pii teploté varu extrakéniho prostiedku kyseliny octové a oetfuje znamym
zpisobem. U ziskané polyhydroxykyseliny maselné PHB bylo naméfeno L = 75,3.

2. Stejna bakteriova biohmota jako v piikladé 1 se v poméru 1 : 10 extrahuje extrakénim

prostiedkem anhydridem kyseliny octové pfi teploté varu a vysrazi se znamym zpisobem. Takto
ziskany PHB ma jasnost L = 86,1.

3. Bakteriova biohmota podle prikladd 1 a 2 se v poméru 1 : 10 extrahuje pfi teploté 100 °C
extrakénim prostfedkem [-butyrolaktonem a PBH se vysraZzi ochlazenim. Po znidmém
dodate¢ném zpracovani bylo pro PHB naméfena jasnost L = 84,6.

Priklad 1

Expanzi suSend bakteriova biohmota byla pfed extrakci podrobena v sulice tepelnému
zpracovani. Spodni hranice rozsahu teploty taveni polyhydroxykyseliny maselné byla 160 °C.
Pak nasledovala extrakce zpracovavané bakteriové biohmoty kyselinou octovou v poméru 1 : 10,
ke které bylo pfiddno v jednom piipadé jedno objemové procento a v druhém piipadé 10
objemovych procent anhydridu kyseliny octové, vztazeno na celkovy objem extrakéniho
prostiedku. Pro PHB byly ziskany nasledujici jasnosti L (podle HUNTERa):

Podil anhydridu kyseliny octové
v objemovych %
k extra¢nimu prostiedku 1 10

Doba zpracovani
vV min. 10 10 120 120 10 10 120 120
Teplota zpracovani
v°C 80 160 80 160 80 160 80 160
Jasnost

L 91,9 92,0 92,0 922 92,2 92,8 922 932

Piiklad 2

Jako u pfikladu 1 se expanzi suSend bakteriova biohmota pfed extrakci podrobila tepelnému
zpracovani. K extrakénimu prostfedku vSak byl piidan - butyrolakton v jednom objemaém %,
pfipadné 10 objemovych %, vztaZzeno na celkovy objem extrakéniho prostfedku. Byly ziskany
nasledujici jasnosti PHB (podle HUNTERa):

Podil B-butyrolaktonu
v objem. %
k extrakénimu prostfedku 1 10

Doba zpracovani 10 10 120 120 10 10 120 - 727
v min.
Teplota zpracovani 80 160 80 160 80 160 80 150
v°C
Jasnost 80,8 820 81,8 824 823 86,7 87,7 903
L
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PATENTOVE NAROKY

Zplsob ziskavani polyhydroxyalkanoati bez barviva zbakteriové biohmoty, pfednostné
z bakteriové biohmoty kultury mikroorganismi Methylobacterium rhodesianum IMET 11401-
DSM 8166, pti némz se nejdtive provadi sudeni vihké biohmoty, poté se provadi extrakce susené
biohmoty kyselinou octovou, anhydridem kyseliny octové nebo butyrolaktonem a poté se provédi
vysrazeni polyhydroxyalkanoatu, vyznalujici se tim, Ze sudend bakteriova
biohmota se vystavi po dobu 10 aZ 120 minut teploté mezi 80 °C a spodni hranici rozsahu teploty
taveni polyhydroxyalkanoatu a k extrak&nimu prostfedku se pfidava v % 1 az 10 objemovych
podild anhydridu kyseliny octové nebo B-butyrolaktonu, vztaZzeno na celkovy objem extrakéniho
prostiedku.

Konec dokumentu
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