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(74) Patendivolinik:

(54) Meetod viirvainevabade poliihiidroksiialkanoaatide

saamiseks

(57) Leiutis kasitleb varvainevabade poliihiidroksiialkanoaatide saamise
meetodit, millised tekivad rakkudes varuainetena bakteriaalse biomassi
kultiveerimise kiigus. Kuivatatud bakteriaalset biomassi téodeldakse
seejirel termiliselt 10 kuni 120 minuti valtel temperatuurivahemikus alates
80 °C kuni polithiidroksiialkanoaadi sulamispiirkonna alumise piirini ning
ekstraheeritakse seejarel aadikhappega, millele on lisatud 1 kuni 10

mahuprotsenti alifaatset karbokstitilhappederivaati.

(57) The invention relates to a method for obtaining colorant-free
polyhydroxyalkanoates, which are formed in cells as storage products
during the cultivation of bacterial biomass. Followingly the dried bacterial
biomass is thermally treated from 10 to 120 minutes at a temperature
between 80 °C and the lower limit value of polyhydroxyalkanoate melting
(fusion) range and is then extracted with acetic acid mixed with 1 to 10

volume percent of aliphatic carboxylic acid derivative.
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MEETOD VARVAINEVABADE POLUHUDROKSUALKANOAATIDE
SAAMISEKS

Leiutis késitleb meetodit varvainevabade polihiidroksiialkanoaatide (PHA) saamiseks,
milliseid siinteesitakse varuainetena bakterite biomassis nende rakkude poolt teatud

kindlatel tingimustel.

Kindlaksméaratud  fermentatsioonitingimuste  korral  siinteesivad  erinevad
mikroorganismid polimeerseid B-hiidroksiialkaanhappeid, néiteks
polithiidroksiivdihapet (PHV) vdi kopolumeerset poliihiidroksiivdihapet/polii-
hiidroksiipalderjanhapet, samuti teisi polihiidroksiikarboksiiiilhappeid. Lisaks nendele
ainetele tekivad rakkudes alati ka lipiidid ja véirvained. Saadud PHA edasise
tootlemise juures mdjuvad need ained héirivalt kui ebasoovitavad lisandid. On teada
meetodeid, mille puhul lipiidid ja vérvained eemaldatakse madalamate alkoholide v&i
atsetooni abil (EP 15123, EP 58480, EP 124309). Moningate karotinoidsete
vérvainete puhul aga ei saavutata nimetatﬁd lahustamismenetluste abil soovitavat

varvuspuhtust, s.t. Idpptulemusena valget poliimeeri.

Teine vdimalus on sadestada saadud poliimeer iimber PHA-lahustiga (DD 276304).
Seejuures tuleb tihelt poolt arvestada ahela pikkusega poliimeeri molekulis ning teiselt
poolt sellega, et kasutatavate lahustite ja sadestusvahendite paljusus ja/véi erisugusus
raskendab PHA tootlemise ISpuleviimist. Samuti on oodata lahustite ja

sadestusvahendite jédikide suuremat sisaldust PHA-s.

Leiutise ulesandeks on eemaldada PHA-st viarvained, mis on moodustunud

mikroorganismide rakkudes nende kultiveerimise ja PHA akumulatsiooni protsessis.

Viérvainevaba PHA saamise meetodil bakteriaalsest biomassist, eelistatult
mikroorganismide kultuuri MB 126 bakteriaalsest biomassist, kasutades meetodi
etappidena niiske bakteriaalse biomassi kuivatamist, PHA ekstraheerimist aadikhappe

abil ning ekstraheerimisvahendis lahustatud PHA sadestamist, lahendatakse pustitatud
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ulesanne kidesoleva leiutise kohaselt seelabi, et kuivatatud bakteriaalset biomassi
toodeldakse enne ekstraktsiooni lisaks ka termiliselt. Selleks toodeldakse kuivatatud
bakteriaalset biomassi 10 kuni 120 minuti jooksul temperatuurivahemikus alates 80 °C
kuni polihidrokstalkanoaadi sulamispiirkonna alumise piirini. Nimetatud termilise
tootlemise ajal laheb bakteriaalses biomassis sisalduv varvaine iile niisugusesse vormi,
mis e1 avalda enam mingit segavat moju polimeeri edasisele toGtlemisele. Jargnevas
ekstraktsiooniprotsessis lisatakse ekstraheerimisvahendina kasutatavale didikhappele
1 kuni 10 mahuprotsenti ekstraheerimisvahendi kogumahust alifaatset
karboksiiiilhappe derivaati. Alifaatse karboksiiiilhappe derivaadina vdib kasutada

nditeks addikhappeanhiidriidi v6i B-butiirolaktooni.

Ekstraktsioon viiakse labi tavalistel tingimustel. Vorreldes tuntud meetoditega
vOimaldab pakutav meetod, mille puhul ekstraktsioonile jirgneb PHA
véljasadestamine ekstraheerimisvahendist tavaliste menetluste abil, saada heledama
viarvusega PHA-d. Alifaatsete karboksuulhapete derivaadid ja vérvaine jiavad

ekstraheerimisvahendi koosseisu.

Ullatuslikult saadi parast PHA tootlemist #édikhappest ja &addikhappeanhiidriidist
koosneva leiutisele vastava lahustiseguga produkt, milles sisaldus viiksem kogus

véirvainet kui juhul, kui ekstraheerimisvahendina oleks kasutatud kas puhast

_ dadikhapet v0i puhast dadikhappeanhudriidi, koos sadestamisega harilikul viisil.

Ehkki kasutades ekstraheerimisvahendina dadikhappeanhiidriidi saavutatakse viiksem
vérvainesisaldus poliimeerses materjalis, ei olnud oodata, et aadikhappeanhidriidi
lisamine 1 kuni 10 mahuprotsendi ulatuses dddikhappele kui ekstraheerimisvahendile
annab tulemuseks oluliselt viiksema virvainesisalduse, vorreldes sellega, kui oleks

saadud ekstraheerides puhta a4dikhappeanhiidriidiga.

Kéesoleva meetodi eeliseks on tidiendavate lahustite kasutuselevdtu viltimine
kuivatatud bakteriaalse biomassi eelekstraheerimise staadiumis, mis oli vajalik

vérvaineosa eemaldamiseks sellest biomassist enne PHA ekstraktsiooni. Eeliseks on
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ka eriti suure ahelapikkusega polimeeri saamise véimalus PHA {imbersadestamiseks

vajalike lisaetappide drajaamise tulemusena.

Leiutist selgitavad 1dhemalt jargmised ndited:

Vordlusnaide

Lendkuivaks kuivatatud bakteriaalset biomassi (heledusega L HUNTERi jirgi, Lab =
64,5) ekstraheeritakse d4dikhappega vahekorras 1:10 didikhappe keemistemperatuuril
ning toodeldakse tavalisel viisil. Saadud poliihiidroksiivdihappe (PHV) jaoks mdddeti
L=753.

Niéide 1

Lendkuivaks kuivatatud bakteriaalset biomassi téodeldi  termiliselt enne
ekstraheerimist kuivatuskapis. PolithiidroksiivSihappe sulamispiirkonna alumine piir
oli 160 °C juures. Sellele jargnes toodeldud bakteriaalse biomassi ekstraheerimine
vahekorras 1:10 dddikhappe abil, millele oli ihel juhul lisatud 1 mahuprotsent ning
teisel juhul 10 mahuprotsenti ekstraheerimisvahendi kogumahust
dddikhappeanhiidriidi. Polihiidroksiivdihappe jaoks saadi jargmised heledused L
(HUNTER’i jargi):

Asdikhappeanhiidriidi
osa  mahuprotsentides | 1 : 10

ekstraheerimisvahendist

Termilise tootluse aeg | 10 10 120 | 120 | 10 10 120 {120

minutites

Termilise tootluse | 80 160 | 80 160 | 80 160 | 80 160

temperatuur °C

Heledus L 91,9 |1 92,0 92,0 {922 (922 |928 |928 932

b b4 > 2 2 2 b




Naide 2

Vastavalt niitele 1 toodeldi lendkuivaks kuivatatud bakteriaalset biomassi termiliselt
enne ekstraheerimist. Ekstraheerimisvahendina kasutati dadikhapet, millele oli lisatud
vastavalt kas 1 mahuprotsent vdi 10 mahuprotsenti ekstraheerimisvahendi
kogumahust B-butiirolaktooni. Saadud poliihidroksiivoihappe heledused L
(HUNTER’1 jargi) olid jargmised:

B-butiirolaktooni  osa
mahuprotsentides 1 10
ekstraheerimisvahendist

Termilise tootluse aeg | 10 10 120 | 120 |10 10 120 | 120

minutites

Termilise tootluse | 80 160 | 80 160 | 80 160 | 80 160

temperatuur °C

Heledus L 80,8 | 82,0 | 81,8 [82,4 | 823 |86,7 |87,7 | 903

> 2 >
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PATENDINOUDLUS

1. Meetod virvainevabade polithiidroksiialkanoaatide saamiseks bakteriaalsest
biomassist, eelistatult mikroorganismide kultuuri MB 126 bakteriaalsest biomassist,
niiske biomassi kuivatamise, kuivatatud biomassi ekstraheerimisega d4dikhappe abil ja
polihiidroksiialkanoaadi sadestamisega, mis on iseloomustatav sellega, et kuivatatud
bakteriaalset biomassi toodeldakse termiliselt 10 kuni 120 minuti jooksul
temperatuurivahemikus alates 80 °C kuni polithiidroksiialkanoaadi sulamispiirkonna
alumise piirini, ning ekstraheerimisvahend sisaldab 1 kuni 10 mahuprotsenti

ekstraheerimisvahendi kogumahust alifaatset karboksiiiilhappe derivaati.

2. Meetod vastavalt ndudluspunktile 1, mis on iseloomustatav sellega, et alifaatseks

karboksitilhappe derivaadiks on d4dikhappeanhiidriid.

3. Meetod vastavalt ndudluspunktile 1, mis on iseloomustatav sellega, et alifaatseks

karbokstiiithappe derivaadiks on B-butiirolaktoon.
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