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1. Uvod

Plastické hmoty jsou bezesporu jednou z nejdulezitéj-
Sich komodit souc¢asného doby a je témétf nemozné pred-
stavit si svét bez nich, o ¢emz svéd¢i mimo jiné i celkova
ro¢ni produkce a dynamika jejiho rdstu. Napf. v roce 2002
bylo celosvétové vyrobeno asi 204 miliond tun umélych
hmot, zatimco v roce 2012 jiz témet 288 miliont tun
(cit."). Nejvétsi mnozstvi plasti se spotiebuje na vyrobu
obalovych materidlQ, napi. v Evropé 40 % a ve Spojenych
statech 42 % (cit.?).

Velkym problémem v dne$ni dobé je samoziejmé
skutecnost, ze drtiva vétSina plastd je zaloZzena na neobno-
vitelnych zdrojich, pfedevsim ropé. Tak naptiklad na vyro-
bu polyethylenu (PE) se spotiebuje 60 % a na vyrobu pro-
pylenoxidu (PO) 15 % veskerého produkovaného ethylenu
(143 miliond tun v roce 2012)**. Na vyrobu polypropylenu
(PP) a jeho kopolymeri se vyuziva cca. 64 % vyrobeného
propylenu (90 miliond tun v roce 2014)>°.

Dalsi nezanedbatelnou komplikaci je, jak zachazet
s plasty po jejich pouziti. V soucasnosti je 20-43 % vSech
plastii na svété skladkovano, dalSich 1020 miliond tun
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ro¢né€ konci jako odpad v mofich a ocednech a odhaduje
se, 7e az 270 tisic tun plastovych &astic zde trvale ziistava®.
Ekologické dopady takovéhoto zachazeni s plastovymi
odpady jsou znacné, protoze se prirozené¢ témér neodbou-
ravaji a jejich polocas rozpadu v pfirodé je odhadovan na
desitky az stovky let. Proto je poslednich nékolik desitek
let vénovana této problematice znacnd pozornost. Znamym
zpusobem feSeni je napf. spalovani, které vSak samo
0 sobé dalsi problémy, jak environmentalni tak socidlni,
zpusobuje. Jinou moznosti je recyklace, nicméné timto
zpusobem se napf. v roce 2012 v Evropé zpracovalo jen
26 % plastovych odpadi a v USA dokonce pouhych 9 %.
Dalsi moznosti je snizeni spotfeby, coz se ovSsem zda,
vzhledem k tomu, Ze spotfeba naopak roste tempem asi
4 % roén&, neredlné.

Jednou z moznych dalsich alternativ je vyroba plastic-
kych hmot zalozend na obnovitelnych zdrojich uhliku,
tedy biomase, ¢imz by byla do jisté miry vyfeSena otazka
surovinové zakladny. Problematika plastli jakozto odpadi
bude vytesena, pokud vyrobené plasty budou zaroven bio-
degradabilni (vznikajici oxid uhli¢ity neni fosilniho ptvo-
du). Obé tyto podminky spliiuji napt. polyhydroxyalkanoa-
ty (PHA), jejichZ obecna struktura je uvedena na obr. 1.
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Obr. 1. Obecna struktura polyhydroyxyalkanoata

2. Polyhydroxyalkanoaty — historie, syntéza
a vlastnosti

Polyhydroxyalkanoaty, jak jiz nazev napovida, patii
do skupiny polyesterd hydroxyalkanovych kyselin. Jiz
vroce 1926 Lemoigne poprvé izoloval poly-3-hydroxy-
butyrat (PHB) z bakterialniho kmene Bacillus megaterium
a popsal jej, nicméné¢ az od roku 1958 byla této problema-
tice vénovana veétsi pozornost poté, co bylo zjisténo, Ze
PHA mohou byt produkovany ve vyznamnych mnoZstvich
n&kterymi bakteriemi’. Tyto polyestery si bakterie vytvate-
ji jako zé&sobni zdroj uhliku a energie pro piipad zhorSe-
nych zivotnich podminek. PHA se uvniti bakterialnich
bunék ukladaji ve form¢& granuli, které jsou obaleny vrst-
vou fosfolipidii a proteind, jez zasadné ovliviuji syntézu
a utilizaci PHA®,
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Polyhydroxyalkanoaty lze rozdélit do tii zékladnich
skupin podle poctu uhlikovych atomi v jednotlivych mono-
merech na PHA s kratkym fetézcem (short-chain lenght
PHA, scl-PHA) o délce fetézce 3—5 uhlikd v monomeru,
PHA se stiedné dlouhym fetézcem (medium-chain lenght
PHA, mcl-PHA) o délce 6-14 uhliki v monomeru
a s dlouhym fetézcem (long-chain lenght PHA, Icl-PHA).
Do soucasné doby bylo popsano asi 150 jednotlivych mo-
nomerl, které mohou tvofit PHA, vétSinou se jedna
o0 3-hydroxy-, vzacnéji 4,6-hydroxykyseliny jak nasycené,
tak nenasycené, vétvené, piipadné s dal§imi funkcnimi
skupinami. Konkrétni typ vznikajictho PHA zavisi hlavné
na pouzitém mikrobidlnim kmenu, suroving, jeji koncen-
traci a délce kultivace.

Nejznaméjsim a nejbéznéjsim zastupcem scl-poly-
hydroxyalkanoatt je poly-3-hydroxybutyrat (P3HB). Kro-
mé n¢&j existuje poly-4-hydroxybutyrat (P4HB) i ko-
polymery napt. poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxy-
valerat) — P(3HB-co-3HV), zkracené¢ P3HBV.

Mechanické vlastnosti polymeru zaviseji na skladbé
monomernich jednotek. Tak naptiklad P3HB je zcela ste-
reoregularni, vysoce krystalicky, pomérné tvrdy a kiehky
s bodem tani kolem 180 °C, pticemz teplota rozkladu je asi
200 °C. Naproti tomu kopolymer P(3HB-co-3HV), i kdyz
obsahuje tfeba jen 5-10 % 3-hydroxyvaleratu, ma mno-
hem nizsi bod tani 130 °C, je houzevnatéjsi s nizSim stup-
ném krystalinity. Pfehled vlastnosti nékterych PHB a poly-
propylenu je uveden v tab. 1.

V laboratornich a primyslovych podminkach ke tvor-
bé polymeru dochézi v podmink4ch nedostatku, kdyZ je
rust samotné¢ biomasy omezen limitaci pfisunu dusiku,
fosforu nebo kysliku, pfi¢emz pfisun uhlikatych surovin
zUstava neomezen .

3. Vyroba, suroviny

Jak jiz bylo zminéno, podstatnou vyhodou polyhydro-
xyalkanoatd je to, ze je lze vyrabét z biomasy namisto
z neobnovitelnych zdroji. Na druhou stranu je v soucas-
nosti prozatim nezanedbatelnym problémem ekonomika
procesu, protoze PHA vyrabénad kultivacnimi postupy je

Tabulka I

Referat

mnohem draZ§i nez polymery zaloZené na rop&'’. Z analyz
vyplyva, ze cena substratu zdsadné ovliviiuje ekonomiku
celé produkce PHA z obnovitelnych zdroji. Cilem je tedy
nalézt takové obnovitelné suroviny, aby byla vyroba
»bioplasti“ konkurenceschopna klasickym (ropnym) vy-
robklim.

V roce 1976 se Imperial Chemical Company (ICI)
pokousela o vyrobu pod obchodnim nazvem Biopol®,
avSak vzhledem k tomu, ze nedoS§lo k ofekavanému rustu
cen ropy, produkty z PHA se kvili cené vyskytovaly jen
velmi vzacné. V roce 1995 firma Biomer (Némecko) ozna-
mila spusténi jednotky na 1000 t/r. V poloviné 90. let
Monsanto odkoupilo technologii od ICI, nicméné komerc-
ni produkci PHA nikdy nezahéjilo a v roce 1999 odprodalo
technologii firmé Metabolix (USA). V roce 2000 firma
Biocycle (Brazilie) spustila linku s kapacitou 50 t/r. V roce
2009 oznamila firma Metabolix spusténi vyrobny s kapaci-
tou 50 kt/r a ve stejny rok firma Meredian (USA) oznamila
spusténi vyrobny s kapacitou 10 kt/r. V dalSich letech se
vsak ukdzalo, ze vyrobny Metabolix a Meredian produkuji
v fadech stovek tun s prodejni cenou kolem 6 USD/kg,
pfi¢emZ problémem je izolace a kvalita produktu. Z této
anabaze je vidét, ze primyslova vyroba PHA konkurence-
schopna ropnym produktiim neni jednoduchou zalezitosti.
V soucasnosti komer¢né vyrabi PHA jen asi 11 firem na
svets'!.

Tradiénim zdrojem uhliku pro produkci PHA jsou
predevsim sacharidy, surovinou tak mohou byt odpady ze
zemédélské vyroby (Skrobové plodiny — brambory, ryze,
melasa, aj.) a sacharosa ziskana hydrolyzou celulosy.

Dal§imi zdroji jsou odpady z vyroby biodieselu
(glycerol, odpadni olej), odpadni primyslové vody obsa-
hujici organické latky (papirny), methan atd. Z ekonomic-
kych, ale i ekologickych divodd byly jako nadéjné jiz
diive (v letech 2001-2003) oznafeny pouzité rostlinné
oleje a zivoCisné tuky, predevSsim z pripravy jidla
(smazeni, fritovani)'**. Jejich hlavni ekonomicka vyhoda
tkvi v nizké cené jakoZto odpadu, ekologicky piinos tako-
véhoto zpracovani je zejména v tom, ze tyto oleje a tuky
jinak ptedstavuji obtizné fesitelny problém z hlediska je-
jich likvidace'2. Zmin&ny zpisob se viak vyplati jen tehdy,
kdyz budou tyto odpady k dispozici ve velkém mnoZzstvi

Srovnani vybranych vlastnosti PHB, PHBV a polypropylenu (PP)

Mechanické vlastnosti PHB PHBV *? PP
Bod tani, °C 179 145 170
Pevnost v tahu, MPa 40 32 34,5
Youngiv modul pruznosti, GPa 3,5 1,2 1,7
Taznost, % 6 50 100-600
Hustota, kg dm 1,2 1,15 0,9

*Slozeni: 80 % PHB a 20 % PHV
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a centralizované. Témto poZadavkim vyhovuji pfedevs§im
zemé jihovychodni Asie (Cina, Thajsko, aj.).

Vyroba PHA se, podobn¢ jako jiné biotechnologie,
sklada ze dvou zéakladnich ¢asti: upstreamu, tedy kultivac-
ni ¢asti a downstreamu tj. izolace a purifikace produktu.

O prvni ¢asti se zminime jen velmi stru¢né. Dulezity-
mi faktory, které rozhoduji o uspésné vyrobé, jsou pouzity
kmen bakterii (ackoliv v tvahu jich pfipadaji desitky, pro
primyslovou praxi se hodi jen nékolik napt. Cupriavidus
necator nebo Alcaligenes latus), pomér uhlikaté suroviny
ke zdroji dusiku, optimalizované mnozstvi stopovych prv-
ku, Géinnost aerace, pH, strategie davkovani ziviny a dalsi.
Z4douci je pochopitelné dosahnout co nejvyssi koncentra-
ce bun¢k v kultivanim médiu a zaroven co nejvyssiho
podilu PHA na hmotnosti bun¢k — v idedlnim piipad¢ lze
dosahnout vice nez 80 hm.%. Bohuzel, tyto dva pozadavky
jdou do zna¢né miry proti sob&. Upstream je mozno provo-
zovat vsadkové, semikontinualné i kontinualné, pticemz
kazdy postup ma sv€ pro a proti.

Pro tplnost dodejme, Ze kromé uvedeného postupu,
zalozeného na bakteriich, existuji i jiné zptsoby ziskavani
PHA z obnovitelnych zdrojt, jako napf. s vyuzitim gene-
ticky modifikovanych plodin (s6ja, kukufice, aj.)*.

Referat

4. Downstream

Jak jiz bylo zminéno, existuji 3 skupiny PHA podle
délky fetézce monomeru, a dale se vyskytuji ve formé
kopolymert. Tento fakt znaéné komplikuje izolaci PHA
extrakénimi postupy, protoze postup vhodny pro jeden typ
je zcela nepouzitelny pro typ jiny. Tak napf. poly-3-
-hydroxybutyrat (P3HB) lIze izolovat z biomasy extrakci
chlorovanymi rozpoustédly, pro mcl-PHA (napf. poly-3-
-hexanoat a jeho kopolymery) jsou vhodné ketony s krat-
kym fetdzcem, napf. aceton®. Ten ale P3HB nerozpousti
anelze ho timto rozpoustédlem extrahovat. U jinych me-
tod tyto problémy sice odpadaji, vyskytuji se ale jiné, stej-
né zavazné, viz dalsi text.

Kultivacni ¢ast technologie je obecné pomérné dobie
prozkoumana, ackoliv i zde je stdle prostor pro vylepSova-
ni, hlavné pokud jde o kultivaéni strategie. Hlavni piekaz-
kou pro velkokapacitni komer¢ni vyrobu PHA tak je, kro-
me vyse zminovanych otazek suroviny, technologie down-
streamu. Jde zejména o minimalizaci energetické néroc-
nosti, komplexni integraci ¢asti downstream do celé tech-
nologie PHA, odpadové hospodafstvi, a to vSe pii vyso-
kych pozadavcich na vytézek a Cistotu (minimaln€ 99 %
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Obr. 2. Obecné schéma variant dowstream
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pro vyrobu obalovych materialti, pro medicinské vyuziti
jsou pozadavky jeSté vySsi) a na zachovani vysoké mole-
kulové hmotnosti vysledného polymeru. Tomuto procesu
bylo v poslednich cca 40 letech vénovano velké mnozstvi
pozornosti a je popsan jak v Casopisecke, tak zejména pa-
tentové literature, jak uvidime dale.

Obecné lze downstream rozdélit do tii ¢asti: 1) zakon-
centrovani biomasy z upstreamu, 2) izolace PHA a 3) pre-
Cisténi ziskaného produktu, pokud je to nutné. Obecné
schéma variantnich fesSeni downstreamu je na obr. 2.

4.1. Zakoncentrovani kultiva¢niho media

Pred dal$im zpracovanim je potieba fermentaéni ka-
palinu zahustit. To se v praxi provadi hlavné odstfed’ova-
nim, ale i filtraci nebo lyofilizaci. Volba zavisi na konkrét-
nich vlastnostech media. Pokud se kultiva¢ni kapalina
odstied’uje nebo filtruje a ma byt delsi dobu ptechovavana
za béznych podminek (to je Casto nutné, protoze upstream
je vétsinou semikontinualni proces, kdezto downstream
kontinualni a fermentacni medium musi byt skladovano
v zasobnicich), je ji tieba inaktivovat (denaturaci depoly-
merasy, jinak muze béhem stani dochazet k degradaci
PHA), coZ se realizuje tfeba rychlym zahtfatim na teploty
kolem 85°C (cit."”). T&mito postupy rovnéz dojde
k naruSeni bunécnych membran, coz v dalSich krocich
usnadiuje izolaci.

Vedlejsim produktem po zahusténi je supernatant
(nebo filtrat), ktery obsahuje vodu, soli, metabolické pro-
dukty bakterii a zbytky nevyuzitych Zivin. Pokud byly jako
suroviny pouzity odpadni oleje nebo tuky, vznikla organic-
ka faze supernatantu se mlize separovat a vracet do proce-
su kultivace. Vodna faze pak predstavuje odpad, ktery je
mozno likvidovat bud v biologické cCistirné odpadnich
vod, nebo s vyhodami v bioplynové stanici spolu s dalSimi
odpadnimi proudy z izolace.

4.2. Izolace a purifikace

Dalsi krok po zahus$téni piedstavuje samotna izolace
PHA z bun¢k. Béhem let bylo vyvinuto velké mnozstvi
postupt, které lze rozdélit do nékolika skupin — extrakce
PHA, chemicka digesce bunéénych komponent, mechanic-
ké izolace a ostatni.

V dalsim textu se budeme jednotlivymi postupy za-
obirat podrobnéji se zvlastnim zfetelem k izolaci P3HB,
jakozto nejrozsifenéjsimu polyhydroxyalkanoatu.

4.2.1. Extrakcni postupy

Extrakce je nejstarsim pouzivanym postupem izolace
PHA z mikrobialni biomasy. Je zalozena na rozpusténi
PHA do vhodného rozpoustédla, pficemz zaroven dojde
k desintegraci bun€k jako takovych. Produktem je potom
vétsinou velmi viskozni suspenze zbytkti bunécnych stén
a organel (NPCM — non-PHA cell material, bunécné zbyt-
ky neobsahujici PHA) v roztoku PHA. Velkd viskozita
nasledné pomérné silné komplikuje technologické prove-
deni separace bunécnych zbytka.

863

Referat

Prvnimi vyuZzivanymi rozpoustédly byly pyridin,
chloroform, pfipadn¢ dalSi chlorované uhlovodiky
(dichlorethan, trichlorethan, tetrachlorpropan atd.)'®'*.
K vyuziti chlorovanych latek existuje rozsahld, pfedev§im
patentova, literatura. V pozdéjsich letech se zacaly objevo-
vat ptispévky popisujici vyuZiti nechlorovanych rozpous-
tédel, ato predevsim z ekologickych a bezpecnostnich
divodu. Prikladem takovych rozpoustédel mohou byt
ethylenkarbonat a propylenkarbonat'®?°. Jako rozpoustédla
vhodna specificky pro P3HB a kopolymer poly(P3HB-co-
P3HV) se uvadéji dioly, trioly, estery kyseliny malonové
atd.”'. Je mozno pouzit i smés vice rozpoustédel, piipadné
i smés rozpoustédla a precipitantu (viz dalsi text), ktery do
urcité koncentrace funguje jako kosolvent. Pro rozpousténi
kopolymert hydroxybutyratu s monomery o vys$im poctu
uhlikti (napf. 3-hydroxyhexanoat) je mozno vyuzit niz§i
ketony, niz§i alkoholy, ale tieba i toluen”’. Napf. vyssi
alkoholy lze s vyhodou vyuzit, pokud je vyroba PHA spja-
ta s vyrobou téchto alkoholil, coZ je typicky lihovar, kde
vznikaji jako vedlejsi produkty alkoholové fermentace™.
Tento zplsob vyroby PHA muze byt vyhodné realizovan
v Brazilii, kde je ethanol vyrabén ve velkém z cukrové
titiny jako ptisada do automobilového paliva E25 a navic
sacharidické odpady mohou slouzit jako surovina pro vyrobu
polymeru samotného.

Dalsim krokem je separace NPCM od roztoku PHA.
Jak jiZ bylo uvedeno, tyto roztoky maji velmi vysokou
viskozitu, coz vede k tomu, Ze je vétSinou mozné dosah-
nout koncentrace PHA v roztoku maximalné 3-5 hm.%,
pri vyssich hodnotach jiz nejde o kapalny roztok, jako
spise o ,,gel“. Zjevnou slabinou extrakci je tedy nutnost
pouziti velkého mnozstvi rozpoustédla (i vice nez deseti-
nasobek vic¢i biomase, vztazeno na suSinu). Oddéleni
NPCM od roztoku je pak silné problematické, filtrace
téméf nepfichazi v tvahu, obvyklym zptsobem je odstte-
d’ovani za velmi vysokych hodnot G.

Ziskaji se tak dv¢ faze: ¢iry roztok PHA a vodna faze
se zbytky bunék. Po jejich rozdéleni je tieba vodnou fazi
dale zpracovat, protoze kromé vody a zbytkli bunék obsa-
huje i jisté mnozstvi extrakéniho Cinidla. Nejbéznéjsi me-
todou je vyvafeni tohoto podilu ve vode€, rozpoustédlo
z kondenzatu se regeneruje napf. rektifikaci nebo se vodna
faze ptimo na koloné stripuje vodni parou. Rozpoustédla
zbavena vodna suspenze zbytkd bun¢k tvoti odpad, ktery,
jak jiz bylo uvedeno, lze vést ke zpracovani do bioplynové
stanice.

Organickou fazi obsahujici polymer lze zpracovavat
nékolika zpisoby. Jednim z nich je pridani dalsi slozky, ve
které je dany PHA nerozpustny tzv. precipitant. Napf.
vhodnym precipitacnim ¢inidlem pro roztok P3HB
v chloroformu je ethanol, aceton nebo voda.

Znacnou nevyhodou téchto postupll je nutnost pouziti
velkého mnozstvi srazecich ¢Cinidel, bézné se uvadi 5-8
nasobek vii¢i objemu rozpoustédla (kterého je, jak je uve-
deno vysSe, i tak mnoho)! Rovnéz je tieba vyfesit regenera-
ci jak rozpoustédla, tak precipitantu.

Dalsim zptisobem ziskani PHA je odpafeni rozpouste-
dla z roztoku. To lze provést riizn€, napt. nastfikovanim do
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sprejové suSarmy nebo pod hladinu vrouci vody
v zasobniku. V prvnim ptipad¢ se ziska uz suchy produkt,
a to kontinualn¢, ve druhém je tfeba polymer jesté vysusit
a navic se jedna o proces semikontinualni*. Jinou, opét
kontinuélni, variantou, ktera vznikla vyvojem v CR” je
nastfikovani roztoku PHA do smycky s cirkulujici horkou
vodou, kde dojde k odpateni rozpoustédla a vysraZeny
polymer je odebiran prepadem k suseni. Pokud je v této
varianté rozpoustédlem PHA napft. chloroform, parni faze
se po zkondenzovani pfimo rozdéli na dvé kapalné faze,
protoze chloroform s vodou tvoii heterogenni azeotrop.
Voda se z délicky vraci do smycky a chloroform je mozno
rovnou recyklovat do extrakce. Dalsi variantu separace pred-
stavuje zchlazeni roztoku a nasledné filtrace polymeru.

Na zavér této Casti je tfeba uvést jesté dveé zasadni
véci. Jednak v bakterialnich bunikach po kultivaci mohou
zustat neutilizované ziviny (oleje, tuky...), jednak nekteré
bakterie piirozens vytvateji dalii latky, napt. endotoxiny?.
Problémem extrakei je, ze tyto slozky jsou Casto extraho-
vany spolu s PHA do roztoku a tak snizuji Cistotu i uzitnou
hodnotu produktu (pro biomedicinské aplikace PHA je
pritomnost endotoxind nezadouci). Proto byvaji mezi za-
hustovani kultivacniho media a extrakci PHA zatazovany
jesté dalsi extrakeni kroky, jejichZ ucelem je neZadouci
slozky odstranit. Pochopiteln¢ je tfeba volit Cinidla tak,
aby znecist'ujici latky rozpoustéla a zaroven neextrahovala
polymer. Naptiklad pro P3HB jsou takovymi ¢inidly nizsi
alkoholy nebo ketony. Utelné je jesté tomuto kroku pred-
fadit ,,rozbiti“ bunék, a tim usnadnit jak extrakci znecistu-
jicich latek, tak i PHA. Tyto desintegracni postupy budou
popsany dale. Nevyhodami ptrediazené desintegrace jsou
vy$$i investi¢ni néklady na cely proces a také to, Ze visko-
zita takto upraveného kultivacniho media znacné vzroste,
coz jesté vice komplikuje zpracovani.

Druhym problémem, ktery je tieba zminit, je riziko
degradace (depolymerace) PHA béhem celého procesu.
Polymer je tepelné nestaly, proto by celkova doba izolace,
které je vystaven béhem zpracovani, nemeéla byt pfilis
dlouha. Rovnéz teplotu je tieba drzet v rozumnych mezich.
Nekteré kmeny bakterii poskytuji P3HB se stfedni molarni
hmotnosti (Mw) az 1,3 MDa, pficemz pro vétSinu aplikaci
je nezadouci, aby vyrazné klesla (pod 400 kDa), protoze
polymer ztraci termoplastické vlastnosti. Extrakéni postu-
py vsak, pfes své nevyhody, o kterych byla fe¢ (velké ob-
jemy Cinidel, ekologicka a bezpecnostni rizika spjata
s chlorovanymi rozpoustédly, spotfeba energii) jsou schop-
ny poskytovat velmi &isty produkt se stfedni molarni
hmotnosti rovnajici se témét ptivodni hodnoté, coz je je-
jich zna¢na vyhoda ve srovnani s diges¢nimi metodami.

4.2.2. Chemicka digesce bunécnych komponent

Pod timto nazvem se skryvaji postupy, jez jsou princi-
piéln€ opacné k metoddm extrakénim. Zatimco u extrakci
je do kapalné faze prevadén PHA, u digesci jde naopak
o zachovani polymeru v pevné fazi a rozpusténi ostatnich
¢asti bunék (NPCM) pomoci chemikalii. Specifickou pod-
skupinu v této kategorii pfedstavuje pouZiti enzymd.

Jednou z nejcastéji vyuzivanych diges¢nich chemika-
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lii je chlornan sodny?’, ale i draselny nebo vépenaty, kdy
se vyuziva jejich silnych oxidacnich ucinkd. Jinymi uvade-
nymi ¢inidly jsou chlore¢nany, chlor, oxid chlori¢ity nebo
peroxid vodiku. Dal$i metodou je rozruSeni a pfevedeni
NPCM do roztoku pomoci anionickych surfaktanti, jako
jsou dodecylsulfat sodny (SDS), sodné linearni alkylsulfa-
ty, nebo neionogennich tenzidd typu TRITON100. Mole-
kuly tenzidi se inkorporuji do lipidové dvojvrstvy bunécné
membrany; s rostouci koncentraci tenzidi v obalovych
vrstvach roste jeji objem a po jejim nasyceni vede dalsi
pridavek tenzidu krozpadu bunééného obalu a vzniku
micel tenzid/fosfolipid. Surfaktanty rovnéz denaturuji
(anionické tenzidy) nebo rozpoustéji (neionogenni tenzidy)
proteiny a usnadiiuji tak rozpad membrany®®. Timto zptiso-
bem lze ziskat PHA o vyssi stfedni molekulové hustoté
testovany postupy kombinujici obé latky, pficemz vétSinou
je nejprve biomasa piedupravena surfaktantem a nasledné
zpracovana chlornanem. Situace je kazdopadné kompliko-
vana depolymeraci PHA, a to vice nez u extrakci, protoze
pH je tfeba pii zpracovani udrzovat na pomérné vysoké
hodnoté 10-12, stejné jako teplotu 80—120 °C. V kazdém
pfipadé nevyhodou obou diges¢nich zptsobu je produkce
velkého mnozstvi obtizné zpracovatelnych odpadnich vod
a pomérné vysoké ceny vstupnich chemikalii. Vyhodou
oproti extrakcim je to, Ze umoznuji zpracovavat fermen-
tacni kapaliny ve velkych objemech a s vysokou koncen-
traci bunék.

Dal$imi moZnostmi, jak rozpustit NPCM, je pouziti
koagulantti, chelatacnich c¢inidel, hydroxidii nebo mineral-
nich kyselin (tzv. selektivni rozpousténi). Pouziti napf.
kyseliny sirové je zajimavé, protoze podle prislusného
patentu® umoziuje ziskat velmi &isty polymer s dobrymi
vytézky, ovSem je nutno peclivé optimalizovat pH, teplotu
a dobu zpracovani, protoZe jinak opét dochéazi k rozsihlé
depolymeraci PHA. Hydroxidy jsou zcela nevhodnym
¢inidlem, jelikoz v jejich pfitomnosti dochazi k rychlé
bazické hydrolyze polymeru.

Jistou kombinaci extrakéni a diges¢ni metody pted-
stavuje postup, vyuzivajici disperzi chlornanu sodného
a chloroformu. Metoda je zalozena na tom, ze chloroform
velmi rychle rozpusti PHB, ktery je z bun¢k uvolnén po-
moci chlornanu. Na minimum je tak zkracena doba kon-
taktu volnych granuli polymeru s chlornanem, protoze
dojde k rozdéleni smési na tfi faze, kdy horni obsahuje
roztok chlornanu, prostfedni predevs§im zbytky bunék
a spodni, chloroformové, PHB. Diky tomu je vyrazné po-
tlacena depolymerace PHB.

Enzymatick4 hydrolyza bunék je dal$i moznosti. Vy-
hodou je vysoka selektivita, tj. enzymy vykazuji vysokou
hydrolytickou aktivitu vuci proteinim a dal§im polymer-
nim slozkdm bunék, avSak jen velmi malou nebo Zadnou
vic¢i polyhydroxyalkanoatim. Testovanymi skupinami
enzyml jsou proteasy, lipasy, lysosym a alkalasa. Dalsi
vyhodou je kromé¢ selektivity nizka spotfeba enzymi a ve
srovnéani s pfedeSlymi postupy pomérné¢ mirné podminky
(pH, teplota). Nevyhodou je jednak vyssi cena a dale to, ze
sama o sob¢ neni tato metoda schopna poskytnout produkt
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Tabulka II
Prehled izola¢nich metod PHA
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Izola¢ni metody Vyhody

Nevyhody

Chemikalie/metoda

Extrakéni vysoka Cistota, nizky rozsah
depolymerace, odstranéni
endotoxinil

Digeséni vysoka Cistota, procesné
jednodussi, mensi mnozstvi
chemikalii

Mechanické malé mnozstvi chemikalii,
zanedbatelny rozsah
depolymerace

Superkritické nizka toxicita, levné, vysoka

extrakce Cistota

velké mnozstvi chemikalii,
vysoké energetické naklady,
toxicita

velky rozsah depolymerace”,
mnozstvi odpada

nizka Cistota, nizka ucinnost

nizka uéinnost

chloroform, jina chlorovana
rozpoustédla, alkoholy, ketony®

chlornan sodny, SDS, NaOH,
mineralni kyseliny, enzymy
(alkalaza, lysozym)

homogenizace, mleti,
mechanicka izolace,
chloroform®

superkriticky CO,, toluen,
NaOH*

"V zavislosti na typu PHA, ®s vyjimkou enzymd, ¢ pro piecisténi PHA, “kosolventy

o dostatecné vysoké Cistoté. Proto mize byt kombinovana
s nékterymi z chemickych postupti, napf. chlornanem,
SDS nebo EDTA.

Vysledkem diges¢nich postupt je suspenze vodného
roztoku cinidel, rozpusténych bunécnych slozek, enzymui
a volnych granuli PHA, které je tfeba od roztoku oddélit.
Moznosti jsou stejné jako u extrakcei, tj. hlavné odstfed’o-
véani, nicméné vzhledem k tomu, Ze v téchto piipadech
nejsou roztoky zdaleka tak viskozni, 1ze pouzit i filtraci
nebo dokonce samovolné usazovani granuli PHA. Po izo-
laci je tieba PHA promyt, piipadné podrobit dal§imu zpraco-
vani, napt. béleni pomoci chlornant nebo peroxidu vodiku.

Stejné jako u extrakci je mozné kultivaéni medium
nejdiive podrobit nékterému z desintegrac¢nich postupt
a samotnou izolaci tak zefektivnit.

4.2.3. Desintegrace a mechanicka izolace

V této Casti budou popsany desintegracni metody,
které mohou byt pouzity k predipravé zakoncentrované
kultivacni kapaliny pfed extrakci nebo digesci. Déle bude
fe¢ o n€kolika malo postupech, které umoznuji izolaci
PHA z media bez pouziti chemikalii, ¢ist€¢ mechanicky.

Jednou z nejb&znéjSich metod predipravy je vysokot-
lakéd homogenizace, kdy je kultivacni medium pod velmi
vysokym tlakem nastfikovéano tryskou do prostoru s niz§im
tlakem, kde vlivem kavitatniho efektu dochazi
k desintegraci buné€k. Problémem je, Ze vétSinou nestaci
jeden prichod homogenizatorem a je tfeba postup opako-
vat. Dal8i komplikaci je, Ze dochazi zéroven k uvolnéni
DNA z bunéénych jader, coz siln€ zvySuje viskozitu kapa-
liny a zt€Zuje nésledné operace, obzvlasté u extrakcnich
metod, kde dochazi k dalsimu zvyseni viskozity v dusled-
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ku rozpusténi samotného PHA (viz vySe). Mezi dalsi po-
stupy predipravy patii mleti v kulovych mlynech, ultraso-
nikace a drceni v lisech™.

Na desintegraci bunék mize navazovat izolace uvol-
nénych granuli PHA s vyuzitim n€kolika metod bez pouzi-
ti chemikalii. Suspenzi granuli PHA v kapalin¢ 1ze napf.
vést do deskového separatoru, kde dojde k rozdéleni pevné
faze a kapaliny. Jeden prichod separatorem je vétSinou
nedostacujici, proto je odd€leny kola¢ PHA casto resu-
spendovan do vody a znovu podroben separaci. Dalsi moz-
nosti je vyuziti vzduchového vertikalniho tfidice (air clas-
sifier), kdy je sucha smés granuli PHA a zbytki bun¢k
separovana v proudu vzduchu podle velikosti, tvaru a hus-
toty na frakce.

Pii dobfe optimalizovaném postupu lze dosahnout
slusnych vytézkl, nicméné Cistota ziskaného polymeru
neni pfili§ vysoka, proto byvaji tyto postupy nakonec dopl-
nény o purifikaéni ¢ast, zalozenou na extraktivnich meto-
dach. Jedna se tedy spiSe o metody kombinované*'*?.

4.2.4. Ostatni metody

Mezi dalsi postupy se fadi predevSsim superkriticka
extrakce oxidem uhli¢itym, kterd je levna a bezpecna,
nicméné bylo zjisténo, ze vytézky silné zavisi na proces-
nich podminkach extrakce a na délce kultivace biomasy.
Urcitych vylepSeni mize byt dosazeno ptidavkem modifi-
katord, jako je napf. toluen nebo hydroxid sodny. Jenom
okrajové zminujeme dalSi postupy jako je desintegrace
bun€k pomoci ozafovani tvrdym gama zafenim nasledova-
né extrakci, samovolné usazovani granuli PHA po extrak-
ci, vyuziti vicefdzovych systému kapalina-kapalina a na-
chylnost nékterych bakterii k samodesintegraci®*.
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4.2.5. Nekolik pozndmek k izolaci a purifikaci

U vsech zminénych metod izolace a ¢isténi PHA pla-
ti, Ze vytézky a Cistoty zéviseji na nékolika faktorech,
z nichz nejdulezitéjsi je koncentrace PHA v samotnych
buiikach. Cim vy33i je koncentrace, tim vy$§iho vytézku
a Cistoty Ize dosahnout za jinak stejnych podminek izolace.
DalSim faktorem, projevujicim se pfedevsim u extrakei, je
doba, po kterou je PHA ponechan v zasobnicich. K jiz
zminénému problému s degradaci pristupuje dalsi kompli-
kace, a to krystalizace polymeru. PHA v bunikach vznika
v amorfni formé, ktera je dobfe rozpustna, casem ale krys-
talizuje a rozpustnost vyrazné klesa. U digesénich postupt
je hlavnim problémem pfedev§im molekulova hmotnost
produktu, ktera se feSi optimalizaci podminek tj. hlavné
teploty, pH a Casu, to ovSem na druhou stranu vétSinou
snizuje vytézek i Cistotu. Jak u diges¢nich, tak u mechanic-
kych separaci je ¢asto nutné zatadit jesté purifikacni krok,
ktery byva feSen extrakci a izolaci ziskaného PHA nebo
bélenim peroxidem vodiku. Pfehled vyznamnych metod je
uveden v tab. II.

5. Zavér

PHA mohou v budoucnu do jisté miry slouzit jako
nahrada za béZzné plasty zalozené na ropné bazi. Jejich
vyuziti v praxi je vSak prozatim limitovano n¢kolika fakto-
ry.

Prvnim je celkova cena, ktera je v porovnani s ropny-
mi polymery stale vysoka. V tomto sméru bude nutny dalsi
vyzkum jak v oblasti fermentacni (upstream) — vyuziti
novych nebo geneticky modifikovanych mikrobidlnich
kmenti a rostlin, zlepSeni vyuZiti soucasnych a nalezeni
novych surovin atd., tak v izolacni ¢asti (downstream).
Zde je prostor piedevsim v nalezeni vhodnych rozpousté-
dlovych systému (idealn¢ ne na bazi chlorovanych latek)
u extrakénich metod, regenerace rozpoustédel, u diges-
¢nich metod optimalizace podminek a ve vSech pripadech
je tieba se zabyvat zpracovanim odpadnich proudi.

Druhym faktorem je samotné vyuziti PHA. Jak jiz
bylo feceno, samotny P3HB ma jen omezené moznosti
z divodu nepfilis§ vhodnych uzitnych vlastnosti. Proto
nachazi vyuziti zatim hlavné v oblastech s nepfili§ vyso-
kou ptidanou hodnotou, jako jsou obalové materialy.
Jistych vylepSeni se d4 dosdhnout jeho kopolymeraci
s poly-3-hydroxyvaleratem nebo piidavky aditiv a pfi-
meésmi jinych polymerd. Na druhou stranu vykazuje slus-
nou biokompatibilitu s lidskou krvi i tkdnémi, coz ho €ini
zajimavym v oblasti biomedicinskych aplikaci — doCasné
implantaty, material kapsli. V tomto sméru se zdaji byt
nadgjné i dal§i PHA®. Existuji i studie, podle kterych by
bylo mozno PHA vyuzit jako zaklad pro vyrobu biopaliv,
nicméné tato cesta se zda byt krajn¢ neefektivni.

Seznam zkratek

EDTA
Icl-PHA

kyselina ethylendiamintetraoctova
long-chain lenght PHA, PHA s dlouhym
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fetézcem

mcl-PHA  medium-chain lenght PHA, PHA se stfedn&
dlouhym fetézcem

NPCM non-PHA cell material, buné¢né zbytky
neobsahujici PHA

P3HB poly-3-hydroxybutyrat

P3HBV  poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)

P4AHB poly-4-hydroxybutyrat

PHA polyhydroxyalkanoaty

PHB polyhydroxybutyrat

scl-PHA  short-chain lenght PHA, PHA s kratkym
fetézcem

SDS dodecylsulfat sodny
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This paper provides a brief review of current situation
in the downstream processes of polyhydroxyalkanoates
(PHA) representing a promising group of bio-based and
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plastics and are produced by cultivation. Known isolation
methods, such as extractions using chlorinated and non-
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