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ABSTRACT 
P o l y - 3 - h y d r o x y b u t y r a t e ( P H B ) i s a b i o d e g r a d a b l e a n d b i o c o m p a t i b l e t h e r m o p l a s t i c p o l y 
m e r w i t h a w i d e r a n g e o f p o t e n t i a l a p p l i c a t i o n s . T h e p r o d u c t i o n o f P H B t y p i c a l l y i n v o l v e s 
t h e f e r m e n t a t i o n o f r e n e w a b l e f e e d s t o c k s b y b a c t e r i a . H o w e v e r , t h e r e c o v e r y o f P H B 
f r o m b a c t e r i a is o f t e n c h a l l e n g i n g a n d i n e f f i c i e n t . I n t h i s s t u d y , d i f f e r e n t m e t h o d s f o r 
P H B r e c o v e r y , i n c l u d i n g d i g e s t i o n , m e c h a n i c a l d i s r u p t i o n , a n d e x t r a c t i o n , a r e r e v i e w e d 
a n d c o m p a r e d . V a r i o u s o p t i m i z a t i o n s t r a t e g i e s t h a t c a n b e u s e d t o i m p r o v e t h e e f f i c i e n c y 
o f P H B r e c o v e r y a r e d i s c u s s e d . T h e e x p e r i m e n t a l a n d r e s u l t s s e c t i o n d e s c r i b e e f f o r t s t o 
i m p r o v e r e c o v e r y m e t h o d s , e s p e c i a l l y a c i d a n d s o a p - b a s e d d i g e s t i o n , w h i c h h a v e b e e n 
s e l e c t e d as p o t e n t i a l l y e c o n o m i c a l , s a f e a n d e n v i r o n m e n t a l l y f r i e n d l y . T o g e t h e r w i t h o u r 
i n d u s t r i a l p a r t n e r s , w e h a v e d e v e l o p e d t h e s e t e c h n o l o g i e s t o a p i l o t - p l a n t s c a l e a n d f u r 
t h e r d e v e l o p m e n t i s p l a n n e d . P o s s i b l e a p p l i c a t i o n s a n d c o m m e r c i a l i z a t i o n s o f P H B w e r e 
a l s o a d d r e s s e d . I t h a s b e e n f o u n d t h a t P H B c a n r e p l a c e s o m e m i c r o p l a s t i c s i n c o s m e t i c s 
a n d t h a t t h i s e f f o r t h a s p o t e n t i a l , as t h e p r e s e n c e o f m i c r o p l a s t i c s i n c o m m o n p r o d u c t s 
is s t i l l h i g h a n d t h e i r p h a s e o u t i s p l a n n e d a t E u r o p e a n U n i o n l e v e l . F u r t h e r m o r e , t h e 
t h e r m a l s t a b i l i t y o f P H B d e p e n d i n g o n t h e r e c o v e r y m e t h o d w a s s t u d i e d , a n d t w o s t a 
b i l i z a t i o n m e t h o d s w e r e d e v e l o p e d , w h i c h m a d e i t p o s s i b l e t o u s e P H B o b t a i n e d b y t h e 
s o a p - b a s e d d i g e s t i o n i n m a t e r i a l a p p l i c a t i o n s . 
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Introduction 
P o l y [ ( R ) - 3 - h y d r o x y b u t y r a t e ] ( P H B ) i s a p o l y e s t e r n a t u r a l l y o c c u r r i n g i n a w i d e 
r a n g e o f o r g a n i s m s . I t a t t r a c t s a t t e n t i o n a s a p o s s i b l e b i o s o u r c e d a n d b i o d e g r a d a b l e 
a l t e r n a t i v e t o c u r r e n t l y u s e d p l a s t i c s [1 ] . R e s e a r c h o f P H B h a s a l o n g t r a d i t i o n a t 
B r n o U n i v e r s i t y o f T e c h n o l o g y . E s p e c i a l l y b i o t e c h n o l o g i c a l p r o d u c t i o n o f P H B ( a n d 
o t h e r p o l y h y d r o x y a l k a n o a t e s ) h a s b e e n e x t e n s i v e l y s t u d i e d [2 , 3 , 4 , 5 , 6 , 7 , 8 ] . I t w a s 
f o u n d o u t t h a t d i f f e r e n t w a s t e m a t e r i a l s f r o m a g r i c u l t u r a l a n d f o o d i n d u s t r y c a n b e 
u s e d a s a c a r b o n s o u r c e f o r b a c t e r i a , i n c l u d i n g w a s t e c o o k i n g o i l [9 , 1 0 ] . M a i n g o a l o f 
t h i s w o r k i s t o i m p r o v e d o w n s t r e a m p r o c e s s . I s o l a t i o n o f P H B h a s b e e n s t u d i e d f o r 
a l m o s t a c e n t u r y , b u t t h e c o n c l u s i o n s o f p r e v i o u s r e s e a r c h e r s a r e n o t a u t o m a t i c a l l y 
t r a n s f e r a b l e t o o u r p r a c t i c e . T h e m a i n r e a s o n s a r e d i f f e r e n t s t a r t i n g m a t e r i a l a n d 
a s c a l e . I n c o l l a b o r a t i o n w i t h N a f i g a t e C o r p o r a t i o n , w e a i m t o p r o d u c e P H B o n 
a l a r g e s c a l e , w h i l e a v a i l a b l e l i t e r a t u r e o f t e n e n d s u p o n l a b s c a l e . I n t h i s w o r k , 
p r e v i o u s k n o w l e d g e i s s u m m a r i z e d a n d e v a l u a t e d . O n t h e b a s i s , n e w o r i m p r o v e d 
m e t h o d s o f P H B i s o l a t i o n a r e s u g g e s t e d a n d t e s t e d o n o u r b i o m a s s . A n o t h e r g o a l 
i s t o e x p l o r e c h e m i c a l d e r i v a t i v e s o f P H B , s u c h a s o r g a n i c r e a g e n t s , c h i r a l b u i l d i n g 
b l o c k s , g r e e n s o l v e n t s o r p o l y m e r i c s p e c i a l t y c h e m i c a l s . 

T h i s t e x t r e c a p i t u l a t e s a n u m b e r o f r e s u l t s t h a t w e p u b l i s h e d i n p e e r - r e v i e w e d 
j o u r n a l s ( [ 1 1 , 1 2 ] ) . H e r e , t h e y a r e s u p p l e m e n t e d b y u n p u b l i s h e d e x p e r i m e n t s a n d 
a n e x t e n d e d d i s c u s s i o n s o t h a t i t w o u l d s e r v e n o t o n l y a s a t h e s i s , b u t a l s o a s a 
c o m p r e h e n s i v e s u m m a r y o f l i t e r a t u r e a n d l a b o r a t o r y t e s t r e s u l t s f o r o u r i n d u s t r i a l 
p a r t n e r s . 

I s o l a t i o n 

P H B 

C u p r i a v i d u s n e c a t o r 

J n 
P H B S p e c i a l t y c h e m i c a l s 

F i g . 1 : T o p i c s o f t h i s w o r k 
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1 Theory 

1.1 PHB isolation from biomass 

D u r i n g l i t e r a t u r e s e a r c h , i t w a s f o u n d o u t t h a t t h e r e a r e t h r e e b a s i c a p p r o a c h e s f o r 
s e p a r a t i o n o f P H B f r o m o t h e r c o n s t i t u e n t s o f b i o m a s s : 

• e x t r a c t i o n o f p o l y m e r w i t h o r g a n i c s o l v e n t 
• d i s s o l u t i o n ( d i g e s t i o n ) o f n o n - p o l y m e r c e l l m a t e r i a l 
• m e c h a n i c a l d i s r u p t i o n o f c e l l s a n d p h y s i c a l s e p a r a t i o n 

I n f o l l o w i n g s e c t i o n s , t h e s e m e t h o d s w i l l b e d i s c u s s e d . T h e i r a d v a n t a g e s a n d d i s a d 
v a n t a g e s w i l l b e s u m m a r i z e d a n d a f e a s i b i l i t y o f t r a n s f e r t o i n d u s t r i a l s c a l e w i l l b e 
e v a l u a t e d . S o m e l i t e r a t u r e p r e s e n t s a c o m b i n a t i o n o f t h e a b o v e m e t h o d s . I n t h a t 
c a s e , i t w i l l b e c l a s s i f i e d a c c o r d i n g t o p r e v a i l i n g m e t h o d . 

EXTRACTION 

B i o m a s s 
(Cupr iav idus 
necator H16 ) 

Ext ract Ext ract 

J 

+ Cell debr is 

DIGESTION 

° ° 0°o° 
o - O ° 0 °o 
<? "eg: 

• o 

8 ° O 0 0 o 0 o o o o o O 

MECHANICAL 
DISRUPTION 

Liquid w a s t e {-

^ Z 7 

° f-\OOo 0 

Crude PHB 

Homogenizer 

Pure PHB 

a 

F i g . 1 . 1 : T h r e e b a s i c a p p r o a c h e s f o r P H B i s o l a t i o n 

1.1.1 Extraction methods 

E x t r a c t i o n m e t h o d s t a k e a d v a n t a g e o f t h e f a c t t h a t P H B i s s o l u b l e i n s o m e o r 
g a n i c s o l v e n t s d u e t o i t s l i p o p h i l i c i t y , w h i l e o t h e r c e l l c o m p o n e n t s , l i k e p r o t e i n s , 
p o l y s a c c h a r i d e s o r n u c l e i c a c i d s , a r e m o s t l y h y d r o p h i l i c . T h e r e f o r e , a s u i t a b l e o r 
g a n i c s o l v e n t c a n b e a d d e d t o w e t o r d r i e d b i o m a s s a n d s e l e c t i v e l y e x t r a c t p o l y m e r , 
r e m a i n i n g m a j o r i t y o f o t h e r c e l l c o m p o n e n t s s o l i d o r d i s s o l v e d i n w a t e r ( f i g . 1 . 2 ) . 
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S O L V E N T RECYCL ING 

F i g . 1 .2 : E x t r a c t i o n o f P H B f r o m b a c t e r i a u s i n g s o l v e n t 

P o l y m e r i n t h e e x t r a c t c a n b e r e c o v e r e d b y e v a p o r a t i o n o r p r e c i p i t a t i o n . P r e c i p i t a 
t i o n i s u s u a l l y p r e f e r r e d , b e c a u s e i t e n a b l e s r e m o v a l o f l i p o p h i l i c n o n p o l y m e r c e l l 
c o m p o n e n t s , l i k e o i l s o r p h o s p h o l i p i d s . 

I n e x t r a c t i o n m e t h o d s , p r o p e r c h o i c e o f t h e s o l v e n t i s c r u c i a l . T h e s o l v e n t s h o u l d 
s e l e c t i v e l y d i s s o l v e P H B , r e s u l t i n g s o l u t i o n s h o u l d b e c o n c e n t r a t e d , b u t o f l o w v i s 
c o s i t y , r e c y c l i n g o f t h e s o l v e n t s h o u l d b e e a s y a n d e n e r g y - s a v i n g . C o n d i t i o n s o f 
e x t r a c t i o n s h o u l d n o t c a u s e s e v e r e p o l y m e r d e g r a d a t i o n . S a f e t y a n d e n v i r o n m e n t a l 
c o n s i d e r a t i o n a l s o p l a y i m p o r t a n t r o l e . A m o n g c o m m o n s o l v e n t s , o n l y a f e w d i s 
s o l v e P H B . I n g e n e r a l , m o d e r a t e l y p o l a r o r g a n i c s o l v e n t s a r e c a p a b l e o f d i s s o l v i n g 
P H B . E x a m p l e s a r e c h l o r i n a t e d s o l v e n t s , p y r i d i n e , d i o x a n e , c y c l i c e s t e r s o f c a r b o n i c 
a c i d s , d i m e t h y l f o r m a m i d e , d i m e t h y l s u l f o x i d e o r c a r b o x y l i c a c i d e s t e r s . O f c o u r s e , 
t e m p e r a t u r e m a t t e r s . O n l y s o l v e n t s t h a t d i s s o l v e P H B b e l o w t h e i r b o i l i n g p o i n t 
a t a t m o s p h e r i c p r e s s u r e a r e c o n s i d e r e d " s o l v e n t s f o r P H B " i n t h i s s e c t i o n . H i g h 
p r e s s u r e m e t h o d s o f e x t r a c t i o n , t h a t w o u l d e n a b l e u s e o f m a n y m o r e s o l v e n t s , a r e 
o u t o f t h e s c o p e o f t h i s w o r k . 

1 . 1 . 1 . 1 Halogenated solvents 

H i s t o r i c a l l y , t h e first s o l v e n t s k n o w n t o d i s s o l v e P H B w e r e h a l o g e n a t e d s o l v e n t s ( f i g . 
1 . 3 ) , e s p e c i a l l y c h l o r o f o r m [ 1 3 ] . T h e r e f o r e , first d e t a i l e d d e s c r i p t i o n s o f P H B i s o l a 
t i o n f o c u s o n c h l o r i n a t e d s o l v e n t s [ 1 4 , 1 5 , 1 6 ] . I n H a y w a r d ' s s t u d y [ 1 4 ] , b a c t e r i a l 
b i o m a s s i s first c e n t r i f u g e d a n d d r i e d , a n d t h e n e x t r a c t e d w i t h c h l o r o f o r m . O r 
g a n i c e x t r a c t i s t h e n p r e c i p i t a t e d w i t h e t h e r a n d P H B p r e c i p i t a t e i s d r i e d t o o b t a i n 
p u r e P H B . S i m p l y s a i d , n o t h i n g h a s c h a n g e d s i n c e t h e n . A l l p r o c e d u r e s p u b l i s h e d 
a f t e r w a r d s b a s i c a l l y f o l l o w t h e s a m e s c h e m e . T h e f o u r e l e m e n t a l s t e p s ( b i o m a s s 
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p r e t r e a t m e n t , e x t r a c t i o n , p r e c i p i t a t i o n a n d d r y i n g ) a r e a l w a y s t h e r e , w i t h s l i g h t l y 
d i f f e r e n t s e t t i n g s . 

Biomass pretreatment B i o m a s s , n a t u r a l l y , i s o b t a i n e d i n a f o r m o f d i l u t e d a q u e 
o u s s u s p e n s i o n o f c e l l s , m i n e r a l s , o r g a n i c m e t a b o l i t e s a n d r e s i d u e s o f f e e d m a t e r i a l . 
O v e r a l l c o n t e n t o f p o l y m e r i n t h i s m i x t u r e i s l o w a n d d i r e c t e x t r a c t i o n i s n o t f e a s i 
b l e . A l l p r o c e d u r e s , t h e r e f o r e , first c o n c e n t r a t e b i o m a s s u s i n g c e n t r i f u g a t i o n . C e l l s 
c o n c e n t r a t e i n a p e l l e t , w h i l e n o n - c e l l m a t e r i a l r e m a i n s i n s u p e r n a t a n t . R e s u l t i n g 
s u p e r n a t a n t t h e n c a n b e r e u s e d f o r n e x t f e r m e n t a t i o n o r d i s c a r d e d . P e l l e t , w h i c h 
i s a s t a r t i n g m a t e r i a l f o r n e x t s t e p s , u s u a l l y c o n t a i n s 2 0 - 6 0 % d r y m a s s , o u t o f 
w h i c h 5 0 - 8 0 % i s P H B t h a t i s l o c a t e d i n s i d e t h e c e l l s . C e l l w a l l s a n d e n v e l o p e o n 
a s u r f a c e o f P H B g r a n u l e s m a y b e a b a r r i e r f o r a s o l v e n t t h a t s h o u l d e x t r a c t P H B . 
S o m e a u t h o r s u s e d r a s t i c p r e t r e a t m e n t m e t h o d s t o d i s r u p t t h e b a r r i e r s , w h i l e o t h e r s 
d o n ' t . T h i s a p p a r e n t d i s a g r e e m e n t o n n e c e s s i t y o f p r e t r e a t m e n t m a y b e e x p l a i n e d 
b y d i f f e r e n c e s i n b i o m a s s . S o m e m i c r o o r g a n i s m s a r e m o r e f r a g i l e t h a n o t h e r s a n d 
m e r e p r e s e n c e o f s o l v e n t c a n d i s r u p t t h e b a r r i e r s . I n c a s e o f o t h e r m i c r o o r g a n i s m s , 
m o r e s e v e r e c h e m i c a l o r p h y s i c a l d i s r u p t i o n i s n e e d e d . 

I n a n y c a s e , l o g i c a l q u e s t i o n m u s t b e a n s w e r e d - t o d r y o r n o t t o d r y ? S o m e 
e x p e r t s u s e d r y i n g o f b i o m a s s i n t h e i r p r o c e s s e s [ 1 4 , 1 7 , 1 8 , 1 9 , 2 0 , 2 1 ] . I t h a s 
m a n y a d v a n t a g e s - i t i s p o s s i b l e t o s t o r e d r i e d b i o m a s s b e f o r e e x t r a c t i o n f o r v e r y 
l o n g t i m e w i t h o u t d e t e r i o r a t i o n . G r i n d i n g a n d s i e v i n g c a n b e u s e d b e f o r e e x t r a c 
t i o n t o o b t a i n o p t i m a l l y e x t r a c t a b l e a n d filtrable p a r t i c l e s . W a t e r - s o l v e n t c o n t a c t 
d o e s n ' t h a p p e n s o t r o u b l e s w i t h c o n t a m i n a t e d w a s t e w a t e r d o n ' t e x i s t . O n t h e o t h e r 
h a n d , c o m p l e x i t y o f t h e p r o c e s s i s h i g h e r . I f d r y i n g i s p r e f e r r e d , n e c e s s i t y o f a n 
o t h e r p r e t r e a t m e n t m u s t b e c o n s i d e r e d . T h e r e a r e m a n y a u t h o r s t h a t d o n ' t u s e 
a n y a n d d i r e c t l y d r y t h e c o n c e n t r a t e d b i o m a s s b e f o r e e x t r a c t i o n [ 1 8 , 2 2 , 2 3 , 1 3 , 1 4 ] . 
B u t m a n y o t h e r s s p e c i f i c a l l y f o c u s o n b i o m a s s p r e t r e a t m e n t b e f o r e d r y i n g . T h e 
r e a s o n p r o b a b l y i s t h a t d r y i n g w i t h o u t a n y p r e t r e a t m e n t i s n ' t e a s y . C o n c e n t r a t e d 
b i o m a s s i s a s t i c k y , p a s t y m a t t e r a n d d u r i n g d r y i n g , c o m p a c t i m p e r m e a b l e c r u s t 
i s b e i n g f o r m e d o n i t s s u r f a c e , m a k i n g d r y i n g s l o w a n d i n e f f i c i e n t . D u e t o h i g h 
t e m p e r a t u r e a n d l o n g t i m e , c o l o r e d b y p r o d u c t s m a y f o r m a n d l a t e r c o n t a m i n a t e 
final p o l y m e r . M a n y m e t h o d s o f p r e t r e a t m e n t e x i s t . F o r e x a m p l e , o n e s t u d y [15] 

CI 

F i g . 1.3: E x a m p l e c h l o r i n a t e d s o l v e n t s f o r P H B e x t r a c t i o n 
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F i g . 1 .4: P o s s i b l e m e t h o d s o f b i o m a s s p r e t r e a t m e n t , a d v a n t a g e s a n d d i s a d v a n t a g e s 

r e p o r t s t h a t a c e t o n e w a s h d i s r u p t s c e l l w a l l s , r e m o v e s l i p i d s a n d e n a b l e s e a s y d r y 
i n g . S i m i l a r l y , a c e t o n e w a s h i s r e p o r t e d t o i n c r e a s e e x t r a c t a b i l i t y o f f r e e z e - d r i e d 
b i o m a s s [ 1 7 ] . O t h e r s o u r c e [16] u s e s u l t r a s o n i c a t i o n o r h i g h - p r e s s u r e h o m o g e n i z a -
t i o n t o d i s i n t e g r a t e b i o m a s s p r i o r t o c e n t r i f u g a t i o n a n d d r y i n g . I t i s a l s o b e l i e v e d 
t h a t a f t e r s u c h p r e t r e a t m e n t , p r o t e i n s f r o m b i o m a s s r e m a i n m o s t l y i n s u p e r n a t a n t 
a n d d o n ' t c o n t a m i n a t e final p r o d u c t . O t h e r s t u d i e s [ 2 0 , 2 1 ] s u g g e s t d r y i n g t h e c e l l s 
u s i n g w a t e r v a p o r . T h e h i g h t e m p e r a t u r e o f v a p o r d i s i n t e g r a t e s b i o m a s s e n o u g h 
t o e n a b l e e x t r a c t i o n . L i p i d r e m o v a l i s p e r f o r m e d p r i o r t o e x t r a c t i o n a n d m a y a l s o 
c o n t r i b u t e t o c e l l w a l l w e a k e n i n g . F l o c c u l a t i o n b y c h a n g e s o f p H i s a l s o r e p o r t e d 
[ 1 9 ] . p H o f b i o m a s s i s a d j u s t e d t o a l k a l i n e a n d t h e n a c i d i c o r v i c e v e r s a . F l o c k s o f 
b i o m a s s f o r m d u r i n g p H m a n i p u l a t i o n . F l o c k s a r e c o l l e c t e d , d r i e d a n d e x t r a c t e d . 
D e g r e a s i n g o f flocks c a n a l s o b e d o n e b e f o r e e x t r a c t i o n . W o r k w i t h w e t b i o m a s s i s 
a n o t h e r o p t i o n [ 2 4 , 2 5 , 2 6 ] . I t o v e r c o m e s a l l d r a w b a c k s o f d r y i n g , b u t b r i n g s o t h e r s 
- m o s t i m p o r t a n t l y , h o w t o e n s u r e p h a s e c o n t a c t d u r i n g e x t r a c t i o n a n d t h e n h o w 
t o q u i c k l y s e p a r a t e w a t e r f r o m o r g a n i c p h a s e o r h o w t o d e a l w i t h w a s t e w a t e r t h a t 
c o n t a i n s c h l o r i n a t e d h y d r o c a r b o n . W e t b i o m a s s d o e s n ' t h a v e t o b e p r e t r e a t e d a t a l l 
[ 2 4 , 2 6 ] o r c a n b e p r e p a r e d i n d i f f e r e n t w a y s . O n e p a t e n t [25] u s e s a l c o h o l s o l u t i o n 
t o r e m o v e l i p i d s . B i o m a s s i s t h e n h e a t e d w i t h w a t e r t o r e m o v e r e s i d u a l a l c o h o l a n d 
w e t r e s i d u e i s u s e d i n e x t r a c t i o n . F l o c c u l a t i o n b y p H c h a n g e s c a n a l s o b e u s e d a n d 
t h e flocks c a n b e e x t r a c t e d w i t h o u t d r y i n g [ 1 9 ] . 

Extraction T h e m o s t p o p u l a r h a l o g e n a t e d s o l v e n t i s c h l o r o f o r m . M o s t a c a d e m i c 
p a p e r s , t o g e t h e r w i t h p a t e n t s t h a t a r e f o c u s e d o n o t h e r a s p e c t s o f t e c h n o l o g y , u s e 
i t a s m o d e l s o l v e n t . T e m p e r a t u r e s r a n g e f r o m r o o m t e m p e r a t u r e t o b o i l i n g p o i n t , 
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t i m e i s c h o s e n a c c o r d i n g l y f r o m s e v e r a l m i n u t e s t o s e v e r a l d a y s . A f t e r e x t r a c t i o n , 1 
- 1 0 % s o l u t i o n o f P H B s h o u l d b e o b t a i n e d a n d t h e a m o u n t o f c h l o r o f o r m i s d e s i g n e d 
a c c o r d i n g l y [ 1 7 , 1 4 , 1 3 , 1 6 , 2 6 , 2 5 ] . O t h e r w o r k s u s e d i f f e r e n t s o l v e n t s t o o v e r c o m e 
l i m i t s o f c h l o r o f o r m . F o r e x a m p l e , e x t r a c t i o n w i t h d i c h l o r o m e t h a n e / e t h a n o l m i x 
t u r e ( 5 : 1 ) i s d e s c r i b e d [ 1 5 ] . O t h e r w o r k p r o p o s e s u s e o f c h l o r o e t h a n e s a n d c h l o r o -
p r o p a n e s i n s t e a d o f c h l o r o f o r m . D u e t o t h e i r h i g h e r b o i l i n g p o i n t , h i g h e r e x t r a c t i o n 
t e m p e r a t u r e c a n b e u s e d , w h i c h l e a d s t o h i g h e r e f f i c i e n c y , s h o r t e r t i m e o f e x t r a c 
t i o n a n d h i g h e r m o l e c u l a r w e i g h t o f p r o d u c t [ 2 2 ] . A n o t h e r s t u d y s y s t e m a t i c a l l y 
c o m p a r e s s e v e r a l h a l o g e n a t e d s o l v e n t s a n d i n v e s t i g a t e s r o l e o f e x t r a c t i o n t i m e a n d 
t e m p e r a t u r e . I t c o n f i r m s t h a t i n c a s e o f a l l t e s t e d s o l v e n t , i n c r e a s e d t e m p e r a t u r e i s 
n e c e s s a r y . A t r o o m t e m p e r a t u r e , y i e l d s a r e v e r y l o w e v e n a t l o n g e x t r a c t i o n t i m e s 
( > 1 d a y ) . K i n e t i c s o f P H B d e g r a d a t i o n i s a l s o d e s c r i b e d . F o r e x a m p l e , i n r e f l u x i n g 
c h l o r o f o r m , m a x i m u m r e c o v e r y o f p o l y m e r i s r e a c h e d i n 1 5 m i n u t e s . L o n g e r s t i r r i n g 
o f t h e m i x t u r e a t h i g h t e m p e r a t u r e s l o w l y d e c r e a s e s m o l e c u l a r w e i g h t [ 1 7 ] . 

A f t e r e x t r a c t i o n , p o l y m e r s o l u t i o n m u s t b e s e p a r a t e d f r o m c e l l d e b r i s . O t h e r 
m e t h o d s t h a n filtration a r e u s e d o n l y s p o r a d i c a l l y . I t c a n b e c e n t r i f u g a t i o n [ 1 8 , 25 ] 
o r s e d i m e n t a t i o n . I f a q u e o u s b i o m a s s s u s p e n s i o n i s e x t r a c t e d , p h a s e s c a n b e l e f t 
t o s e p a r a t e a s u s u a l i n l i q u i d - l i q u i d e x t r a c t i o n . C e l l d e b r i s c o n c e n t r a t e s i n w a t e r 
p h a s e a n d s o c a n b e e a s i l y r e m o v e d [ 2 6 ] . H o w e v e r , t h e r e i s a r i s k t h a t i n a p r e s e n c e 
o f p h o s p h o l i p i d s , f a t t y a c i d s a n d o t h e r s u r f a c e - a c t i v e b i o m o l e c u l e s , h a r d - t o - p r o c e s s 
e m u l s i o n s m a y b e f o r m e d . 

Extract processing T h e p o l y m e r c a n b e i s o l a t e d f r o m s o l v e n t b y e v a p o r a t i o n o r 
p r e c i p i t a t i o n . E v a p o r a t i o n o n l y i s u n u s u a l , b e c a u s e p u r i t y o f t h e p r o d u c t t h u s o b 
t a i n e d i s l o w . E v a p o r a t i o n a n d s u b s e q u e n t w a s h o f t h e r e s i d u e w i t h o t h e r o r g a n i c 
s o l v e n t i s a n o p t i o n [ 1 6 ] . M o s t c o m m o n w a y o f p o l y m e r r e c o v e r y i s p r e c i p i t a t i o n . 
F o r e x a m p l e , p e t r o l e u m e t h e r o r o t h e r h y d r o c a r b o n , w a t e r o r a l c o h o l c a n b e u s e d , 
e x t r a c t t o p r e c i p i t a n t r a t i o c a n b e 3 : 1 [ 1 5 ] . I n j e c t i n g p o l y m e r s o l u t i o n t o h o t w a t e r 
i s c h e a p a n d e l e g a n t w a y h o w t o o b t a i n p r e c i p i t a t e [ 2 6 , 2 5 ] . I f t h e p o l y m e r i s p r o 
d u c e d o n a l a r g e s c a l e , t h e s o l v e n t - a n t i s o l v e n t m i x t u r e r e s u l t i n g f r o m p r e c i p i t a t i o n 
m u s t b e s o m e h o w r e c y c l e d . C o m m o n m e t h o d i s d i s t i l l a t i o n . A z e o t r o p e f o r m a t i o n 
i s a n i m p o r t a n t i s s u e t h a t l i m i t s p o s s i b l e s o l v e n t - a n t i s o l v e n t c o m b i n a t i o n s . C o m 
b i n a t i o n o f s o l v e n t a n d a n t i s o l v e n t s t h a t c a n o r c a n n o t b e s e p a r a t e d b y d i s t i l l a t i o n 
a r e d e s c r i b e d i n o n e w o r k [ 1 8 ] . 

Halogenated solvent methods - summary I n s u m m a r y , a l l p r o c e d u r e s w i t h h a l o 
g e n a t e d s o l v e n t s d e a l w i t h s i m i l a r i s s u e s . T h e first i s , h o w t o p r e p a r e t h e b i o m a s s 
f o r e x t r a c t i o n . W o r k i n g w i t h w e t b i o m a s s i s a n o p t i o n , b u t i t m a y l e a d t o h y d r o l y t i c 
d e c o m p o s i t i o n o f p o l y m e r d u r i n g e x t r a c t i o n . F u r t h e r , a t t h e e n d t h e r e w i l l b e s o m e 
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w a s t e w a t e r c o n t a m i n a t e d w i t h h a l o g e n a t e d h y d r o c a r b o n . C o m m o n h a l o g e n a t e d h y 
d r o c a r b o n s a r e a t l e a s t s l i g h t l y s o l u b l e i n w a t e r a n d c a n ' t b e c o m p l e t e l y r e m o v e d 
b y d i s t i l l a t i o n d u e t o e x i s t e n c e o f a z e o t r o p e s [ 2 7 ] . E v e n t h o u g h t h e c o n c e n t r a t i o n s 
a r e v e r y l o w , i n i n d u s t r i a l s c a l e i t m a y s t i l l m e a n u n a c c e p t a b l y l a r g e q u a n t i t y o f 
p o l l u t a n t i n w a t e r . C h o i c e o f m i n i m a l l y s o l u b l e s o l v e n t i s a n o p t i o n , b u t r a t h e r e x 
p e n s i v e . P u r i f i c a t i o n o f w a s t e w a t e r b y m e a n s o f m e m b r a n e t e c h n i q u e s , s a l t i n g o u t 
o r o t h e r c o m m o n m e t h o d s i s p o s s i b l e , b u t m a k e s t h e w h o l e p r o c e s s m o r e c o m p l e x . 

I f o n e d e c i d e s t h a t w e t b i o m a s s s h o u l d b e a v o i d e d , d r y i n g m u s t b e u s e d . B u t , 
n o m a t t e r h o w e a s y i t s e e m s , d r y i n g o f P H B - c o n t a i n i n g b i o m a s s i s n o t a s t r a i g h t 
f o r w a r d t a s k . D i r e c t d r y i n g s e e m s f e a s i b l e o n l y i n s m a l l - s c a l e a n d a n y p r e t r e a t m e n t 
t h a t w o u l d e n a b l e l a r g e - s c a l e p r o d u c t i o n r e q u i r e s c o m p l e x a p p a r a t u s o r a d d i t i o n a l 
r e a g e n t s . O n e o f t h e m o s t p r o m i s i n g w a y s s e e m s t o b e flocculation u s i n g s m a l l 
a m o u n t s o f a l k a l i s a n d a c i d s [ 1 9 ] . W e d e c i d e d t o f u r t h e r e x p l o r e p o s s i b i l i t i e s o f t h e 
p r o c e d u r e a s d e s c r i b e d i n E x p e r i m e n t a l s e c t i o n . 

C o n t r a r y , r e s t o f t h e p r o c e s s i s q u i t e s t r a i g h t f o r w a r d c o m p a r e d t o m e t h o d s w i t h 
o t h e r o r g a n i c s o l v e n t s . D i s s o l u t i o n o f p o l y m e r i s f a s t , l o w t o m e d i u m t e m p e r a t u r e 
u s u a l l y s u f f i c e a n d d e g r a d a t i o n o f p o l y m e r i s n ' t s e v e r e . H a l o g e n a t e d s o l v e n t s u s u a l l y 
d o n ' t d e c o m p o s e s i g n i f i c a n t l y d u r i n g e x t r a c t i o n a n d c a n b e e a s i l y r e c y c l e d u s i n g 
d i s t i l l a t i o n . S e p a r a t i o n o f c e l l d e b r i s f r o m p o l y m e r e x t r a c t c a n b e a c h i e v e d b y 
s i m p l e filtration. E x t r a c t i o n e f f i c i e n c y c a n b e c l o s e t o q u a n t i t a t i v e a n d y i e l d - l i m i t i n g 
f a c t o r i s u s u a l l y r e m a i n d e r o f s o m e e x t r a c t o n filtration c a k e . W a s h i n g t h e filtration 
c a k e w i t h a d d i t i o n a l s o l v e n t c a n i n c r e a s e t h e y i e l d . F i l t r a t e i s e a s i l y p r o c e s s a b l e 
b y e v a p o r a t i o n o r p r e c i p i t a t i o n . D u r i n g p r e c i p i t a t i o n , P H B i s o b t a i n e d a s e a s y - t o -
s e p a r a t e p r e c i p i t a t e . P u r i t y a n d m o l e c u l a r w e i g h t o f t h u s o b t a i n e d P H B c a n b e v e r y 
h i g h . 

T h e m a i n i s s u e i s t o x i c i t y a n d e n v i r o n m e n t a l i m p a c t o f h a l o g e n a t e d s o l v e n t s . 
A n y l e a k a g e i n t e c h n o l o g y c a n h a v e s e v e r e c o n s e q u e n c e s t o h e a l t h o f w o r k e r s a n d 
c i t i z e n s i n s u r r o u n d i n g a r e a s , e n v i r o n m e n t a n d m a n u f a c t u r e r ' s r e p u t a t i o n . O v e r a l l 
f e a s i b i l i t y o f t h i s r o u t e i n i n d u s t r i a l s c a l e i s t h e r e f o r e q u e s t i o n a b l e . 

1 . 1 . 1 . 2 Alkylene carbonates 

A f t e r c h l o r i n a t e d s o l v e n t s , c y c l i c e s t e r s o f c a r b o n i c a c i d a r e t h e m o s t c o m m o n s o l 
v e n t s f o r P H B e x t r a c t i o n ( f i g . 1 . 5 ) . P r o p y l e n e c a r b o n a t e a n d e t h y l e n e c a r b o n a t e 
a r e o f s p e c i a l i n t e r e s t . L o w e r t o x i c i t y a n d g o o d a v a i l a b i l i t y m a k e t h e m p r a c t i c a l 
e x t r a c t i o n a g e n t s . H o w e v e r , h i g h e r p r i c e a n d c o r r o s i v i t y a t h i g h t e m p e r a t u r e m a y 
l i m i t t h e i r u s e [ 2 8 ] . 
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F i g . 1 .5: A l k y l e n e c a r b o n a t e s 

Biomass pretreatment B i o m a s s i s p r e p a r e d f o r e x t r a c t i o n i n t h e s a m e w a y a s f o r 
t h e e x t r a c t i o n w i t h h a l o g e n a t e d s o l v e n t s ( s ee s e c t i o n 1 . 1 . 1 . 1 ) . I t w a s o b s e r v e d t h a t 
h e a t o r p H s h o c k p r e t r e a t m e n t d o e s n ' t s i g n i f i c a n t l y i m p r o v e e x t r a c t i o n y i e l d b u t 
h a s p o s i t i v e e f f e c t o n p u r i t y [ 2 9 ] . 

Extraction E x t r a c t i o n w i t h a l k y l e n e c a r b o n a t e s r e q u i r e s m u c h h i g h e r t e m p e r a 
t u r e t h a n e x t r a c t i o n w i t h h a l o g e n a t e d s o l v e n t s . F o r e x a m p l e , a k i n e t i c s t u d y [30] 
d e s c r i b e s d i s s o l u t i o n o f P H B i n p r o p y l e n e c a r b o n a t e . T h e s t u d y s h o w s t h a t P H B 
d i s s o l v e s w i t h i n 6 m i n a t 1 2 5 °C a n d o n l y 2 m i n u t e s a t 1 4 5 °C. S t r o n g t e m p e r a 
t u r e d e p e n d e n c y o f s o l u b i l i t y i s a l s o s h o w n . B e l o w 1 1 5 °C, t h e m a t e r i a l i s p r a c t i c a l l y 
i n s o l u b l e . A t 1 1 5 °C, s o l u b i l i t y i s a r o u n d 5 g / 1 . A t 1 4 0 °C, s o l u b i l i t y i s > 3 5 0 g / 1 . U n 
f o r t u n a t e l y , h i g h t e m p e r a t u r e m a y h a v e n e g a t i v e e f f e c t o n m o l e c u l a r w e i g h t b e c a u s e 
P H B u n d e r g o e s t h e r m a l l y i n d u c e d c h a i n s c i s s i o n [ 3 1 ] . T i m e a n d t e m p e r a t u r e m u s t 
b e c a r e f u l l y c h o s e n t o o b t a i n g o o d y i e l d a n d h i g h m o l e c u l a r w e i g h t . B o t h e x t r a c t i o n 
o f w e t a n d d r i e d b i o m a s s c a n b e p e r f o r m e d . P r e f e r r e d e x t r a c t i o n t e m p e r a t u r e i s 1 2 0 
- 1 5 0 °C. R e s u l t i n g s o l u t i o n i s r e p o r t e d t o b e o f r e l a t i v e l y l o w v i s c o s i t y ( c o m p a r e d t o 
c h l o r o f o r m , p y r i d i n e , D M F o r D M S O e x t r a c t ) a n d e a s i l y filtrable e v e n a t h i g h c o n 
c e n t r a t i o n ( > 1 0 % w / w ) . D u r i n g e x t r a c t i o n , h o w e v e r , s i g n i f i c a n t d e p o l y m e r i z a t i o n 
o c c u r , e s p e c i a l l y w i t h e t h y l e n e c a r b o n a t e [ 3 2 ] . 

Extract processing A f t e r e x t r a c t i o n , s o l u t i o n c a n b e filtered t o r e m o v e c e l l d e b r i s . 
U n l i k e i n h a l o g e n a t e d s o l v e n t e x t r a c t i o n , P H B i n a l k y l e n e c a r b o n a t e e x t r a c t s r e a d i l y 
p r e c i p i t a t e s u p o n c o o l i n g . T h e r e f o r e , p r e c i p i t a t i o n d o e s n ' t r e q u i r e a n t i s o l v e n t . A f t e r 
c o o l i n g t o a m b i e n t t e m p e r a t u r e , p r e c i p i t a t e c a n b e s e p a r a t e d a n d d r i e d . F i l t r a t e 
d o n ' t c o n t a i n t h e a n t i s o l v e n t a n d i t s r e g e n e r a t i o n i s t h e r e f o r e e a s i e r o r , i n s o m e 
ca se s , c a n b e u s e d r e p e a t e d l y w i t h o u t p u r i f i c a t i o n [ 3 2 ] . 

Alkylene carbonate methods - conclusion A l k y l e n e c a r b o n a t e s d i s s o l v e e x c e p 
t i o n a l l y h i g h a m o u n t s o f P H B w h i c h m a k e s t h e m v e r y a p p e a l i n g . T h e l e s s s o l v e n t 
m u s t b e u s e d , t h e m o r e e c o n o m i c a l p r o c e s s i n t h e o r y . A n o t h e r a d v a n t a g e i s t h a t 
s t r o n g t e m p e r a t u r e d e p e n d e n c y o f s o l u b i l i t y e n a b l e s q u a n t i t a t i v e p r e c i p i t a t i o n o f 
p o l y m e r b y c o o l i n g . N o a n t i s o l v e n t i s t h e n n e e d e d a n d r e c y c l i n g o f s o l v e n t i s e a s i e r . 
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F i g . 1 .6: E x a m p l e s o f o t h e r s o l v e n t s f o r P H B 

T h e m a i n d r a w b a c k i s n e c e s s i t y o f h i g h t e m p e r a t u r e a n d c o n s e q u e n t d e g r a d a t i o n o f 
p o l y m e r . C o n d i t i o n s m u s t b e c a r e f u l l y c o n t r o l l e d t o a v o i d i t . A l k y l e n e c a r b o n a t e s 
a r e s u s c e p t i b l e t o h y d r o l y t i c d e g r a d a t i o n w h i c h m a y b r i n g a d d i t i o n a l c o s t s t o t h e 
p r o c e s s . B u t f a v o r a b l e t o x i c o l o g i c a l p r o f i l e o f a l k y l e n e c a r b o n a t e s , t o g e t h e r w i t h 
w i d e u s a g e a n d g o o d a v a i l a b i l i t y m a k e s t h e m p r o m i s i n g . 

1 . 1 . 1 . 3 Other solvents 

A t t e m p t s t o u s e o t h e r p o l a r o r g a n i c s w e r e a l s o f o u n d i n e a r l y l i t e r a t u r e [ 3 3 , 1 6 , 
3 4 , 3 5 ] . T h e e a r l y l i t e r a t u r e ( e x c e p t f o r [ 3 3 ] ) o n l y b r i e f l y p r o p o s e s u s e o f o t h e r 
s o l v e n t s a n d d e m o n s t r a t e s t h e i r u s e i n a l a b s c a l e . M o r e d e t a i l e d s t u d i e s c a m e l a t e r 
( s t a r t i n g f r o m 1 9 9 0 s ) , w i t h i n c r e a s i n g p r e s s u r e o n e n v i r o n m e n t a l l y s a f e t e c h n o l o g i e s . 
T h e r e f o r e , m a i n l y s o - c a l l e d " g r e e n " s o l v e n t s h a v e b e e n s t u d i e d . T h e s o l v e n t s d i f f e r 
s i g n i f i c a n t l y i n t h e i r p r o p e r t i e s a n d t h e r e f o r e t h e r e i s d i f f e r e n t p r o c e s s s u i t a b l e f o r 
e a c h o f t h e m . 

Example procedures with other solvents P y r i d i n e m e t h o d s t a r t s w i t h b i o m a s s 
c e n t r i f u g a t i o n t h a t r e d u c e s w a t e r c o n t e n t . P e l l e t i s a d d e d t o a c e t o n e i n r a t i o 1:1 t o 
1 :10 a n d s t i r r e d , t h e a c e t o n e i s t h e n filtered o f f . T h e p u r p o s e o f a c e t o n e s t e p i s t o 
r e m o v e l i p i d s a n d r e s i d u a l w a t e r . D r i e d b i o m a s s i s t h e n m i x e d w i t h p y r i d i n e ( l O x 
- l O O x e x c e s s ) a n d r e f l u x e d f o r 5 - 3 0 m i n . P y r i d i n e i s filtered o f f a n d p o l y m e r i s 
p r e c i p i t a t e d f r o m filtrate u s i n g p e t r o l e u m e t h e r , b e n z e n e o r a l c o h o l [ 3 3 ] . T h e m a i n 
a d v a n t a g e o f t h i s m e t h o d o v e r c h l o r o f o r m - b a s e d m e t h o d s s h o u l d b e h i g h e r y i e l d , 
b u t d u e t o m a n y d i s a d v a n t a g e s , l i k e t o x i c i t y , b a s i c i t y a n d p r o b a b l e s o l v e n t r e c y c l i n g 
d i f f i c u l t i e s , t h e m e t h o d d i d n ' t g e t m u c h a t t e n t i o n . A u t h o r o f t h e p a t e n t h i m s e l f , 
o n l y t w o m o n t h s l a t e r , f o c u s e s a g a i n t o u s e o f h a l o g e n a t e d s o l v e n t s [ 1 5 ] . 

A r e c e n t s t u d y [36] c o m p a r e s d i f f e r e n t s o l v e n t s f o r e x t r a c t i o n o f P H B . T e s t e d 
s o l v e n t s a r e D M S O , D M F , e t h y l e n e c a r b o n a t e , h e x a n e , p r o p a n o l , m e t h a n o l a n d 
a c e t i c a c i d , s t a n d a r d s o l v e n t i s c h l o r o f o r m . C o m p a r e d t o c h l o r o f o r m , o n l y e t h y l e n e 
c a r b o n a t e a t 1 5 0 °C w a s f o u n d t o r e a c h s i m i l a r e f f i c i e n c y i n t e r m s o f y i e l d . T h e 
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s t u d y q u a n t i f i e s t h e l o n g - k n o w n f a c t t h a t o n l y o r g a n i c s o l v e n t s o f m e d i u m p o l a r i t y 
a r e s u i t a b l e . 

A r a p i d m e t h o d t o i s o l a t e P H A f o r s c r e e n i n g s t u d i e s u s e s D M S O a s a s o l v e n t . 
D M S O a t 7 0 °C s u p p o s e d l y d i s s o l v e s e v e r y t h i n g , i n c l u d i n g n o n - p o l y m e r c e l l m a t e 
r i a l , a n d f o r m s a c l e a r s o l u t i o n w i t h b i o m a s s . A f t e r a d d i t i o n o f e t h a n o l , n o n - p o l y m e r 
m a t e r i a l p r e c i p i t a t e s a n d c a n b e r e m o v e d . P H B r e m a i n s i n D M S O / e t h a n o l s o l u t i o n 
a n d c a n b e p r e c i p i t a t e d u s i n g w a t e r . T h e m e t h o d i s i n t e n d e d f o r f a s t g r a v i m e t r i c 
m e a s u r e m e n t o f P H B c o n t e n t i n b i o m a s s s a m p l e , n o t f o r l a r g e s c a l e p r o d u c t i o n [ 3 7 ] . 

D i o l s a n d a c e t a l i z e d t r i o l s , t r i c a r b o x y l i c a c i d e s t e r s , m i x t u r e s o f d i c a b o x y l i c a c i d 
e s t e r s o r b u t y r o l a c t o n e c a n b e u s e d . B i o m a s s i s c e n t r i f u g e d a n d d r i e d o r , p r e f e r a b l y , 
u s e d w a t e r m o i s t . I t i s a d d e d t o e x t r a c t i n g a g e n t , h e a t e d t o 1 0 0 - 1 5 0 °C a n d s t i r r e d 
f o r 5 - 2 0 m i n a t t h i s t e m p e r a t u r e . E x t r a c t i s t h e n s e p a r a t e d f r o m d e b r i s , u s u a l l y 
b y filtration. P o l y m e r - c o n t a i n i n g filtrate i s p r e c i p i t a t e d o r c o o l e d t o o b t a i n s o l i d 
p o l y m e r o r p o l y m e r g e l , r e s p e c t i v e l y . P o l y m e r c a n b e s e p a r a t e d f r o m s o l v e n t b y 
m e a n s o f filtration, v a c u u m filtration, o r , i f o b t a i n e d a s g e l , s q u e e z i n g . C r u d e s o l i d 
i s w a s h e d u s i n g a l c o h o l , a c e t o n e , w a t e r o r m i x t u r e s t h e r e o f a n d d r i e d . R e p o r t e d 
y i e l d s , p u r i t i e s a n d m o l e c u l a r w e i g h t s o f o b t a i n e d p o l y m e r a r e v e r y h i g h , b u t c e r t a i n 
i s s u e s o f t e c h n o l o g y a r e n o t f u l l y d i s c u s s e d . A l t h o u g h r e p o r t e d t h a t s o l v e n t / w a s h i n g 
a g e n t m i x t u r e s c a n b e r e c y c l e d b y d i s t i l l a t i o n a n d r e u s e d i n d e f i n i t e l y , t h e r e i s n o 
e x a m p l e o f s u c c e s s f u l r e c y c l i n g p r o c e d u r e [ 2 8 ] . 

E x t r a c t i o n w i t h g l y c e r o l a c e t a t e s i s p r e f e r a b l y a c c o m p a n i e d w i t h m e c h a n i c a l 
o p e r a t i o n ( p u l v e r i z i n g , m i l l i n g , h i g h - p r e s s u r e h o m o g e n i z a t i o n e t c . ) t o i n c r e a s e e x 
t r a c t i o n e f f i c i e n c y M e c h a n i c a l o p e r a t i o n c a n b e u s e d a s a p r e t r e a t m e n t m e t h o d , 
t o o . A f t e r e x t r a c t i o n , s o l i d c e l l d e b r i s i s s e p a r a t e d ( t y p i c a l l y filtration) a n d p o l y m e r 
i s o b t a i n e d b y d r y i n g t h e e x t r a c t . N o d e t a i l s r e g a r d i n g y i e l d , m o l e c u l a r w e i g h t a n d 
p u r i t y a r e g i v e n [ 3 8 ] . 

O t h e r a l i p h a t i c e s t e r s c a n b e a l s o u s e d , f o r e x a m p l e s i s o a m y l p r o p i o n a t e , p r o p y l 
b u t y r a t e , i s o a m y l v a l e r a t e a n d i s o a m y l i s o a m y l a t e . E x t r a c t i o n t e m p e r a t u r e s a r e 
t h e n a r o u n d 1 0 0 - 1 5 0 °C. E x c e p t i o n a l l y h i g h c o n c e n t r a t i o n s o f e x t r a c t s ( u p t o 2 7 . 8 
% ) a r e r e p o r t e d . P H B e x t r a c t p r o c e s s i n g ( s p e c i f i c a l l y p r e c i p i t a t i o n w i t h w a t e r o r 
v a p o r ) c a n b e c o n d u c t e d i n s u c h m a n n e r t h a t p o w d e r e d P H B i s o b t a i n e d . M o d e r a t e 
l o s s o f m o l e c u l a r w e i g h t i s r e p o r t e d [ 3 9 ] . 

D e t a i l e d s t u d y o f e x t r a c t i o n w i t h n o n - t r a d i t i o n a l e s t e r s o l v e n t s d i e t h y l o x a l a t e 
o r a c e t o x y e t h y l l a c t a t e c o m e s f r o m F C H B U T [ 2 3 ] . D r i e d b i o m a s s i s e x t r a c t e d a t 
h i g h t e m p e r a t u r e ( 1 2 0 - 1 8 0 °C) f o r 5 - 6 0 m i n u t e s a n d filtered. P H B p r e c i p i t a t e s 
f r o m s o l v e n t u p o n c o o l i n g a n d f o r m s g e l . T h e g e l i s s q u e e z e d t o r e m o v e s o l v e n t , 
r e s i d u e i s r e p e a t e d l y w a s h e d w i t h e t h y l a c e t a t e a n d p u r e p o l y m e r i s d r i e d . C h a n g e s 
i n m o l e c u l a r w e i g h t a n d e x t r a c t i o n y i e l d i n t i m e a r e s t u d i e d a t d i f f e r e n t c o n d i t i o n s . 
T h e s t u d y r e v e a l e d t h a t b o t h s o l v e n t s a r e s u i t a b l e f o r e x t r a c t i o n a t t e m p e r a t u r e 1 4 0 
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- 1 6 0 °C. R e a s o n a b l e t i m e o f e x t r a c t i o n i s b e t w e e n 5 t o 3 0 m i n , w h e n m a x i m u m 
y i e l d i s r e a c h e d , a n d m o l e c u l a r w e i g h t d e c l i n e i s n o t y e t s i g n i f i c a n t . Y i e l d , m o l e c u l a r 
w e i g h t a n d p u r i t y a r e e x c e l l e n t . S i z e o f d r y b i o m a s s p a r t i c l e s a l s o m a t t e r , 1-2 m m 
d i a m e t e r b e i n g o p t i m a l f o r e f f i c i e n t e x t r a c t i o n a n d filtration. B o t h s o l v e n t s u n d e r g o 
h y d r o l y t i c d e g r a d a t i o n , w h i c h c a n l e a d t o s i g n i f i c a n t l o s s o f s o l v e n t a f t e r s e v e r a l 
c y c l e s o f d i s t i l l a t i o n , t h a t i s n e c e s s a r y s t e p i n i n d u s t r i a l p r o c e s s . A c e t o x y e t h y l 
l a c t a t e i s m o r e s t a b l e t h e n d i e t h y l o x a l a t e . 

Other solvent methods - conclusion A g g r e s s i v e s o l v e n t s , s u c h a s a c i d s ( a c e t i c 
a c i d ) a n d b a s e s ( p y r i d i n e ) d o n ' t h a v e a n y f u t u r e . D M S O i s s u i t a b l e o n l y f o r l a b 
s c a l e p r o c e d u r e . D i o x a n e s h o u l d b e a v o i d e d d u e t o i t s t o x i c i t y . M o s t p r o m i s i n g 
a r e p o l a r c a r b o x y l i c a c i d e s t e r s , b u t t h e d r a w b a c k s a r e a l i k e a l k y l e n e c a r b o n a t e s -
c o r r o s i v i t y a n d i n s t a b i l i t y o f s o l v e n t a n d p o l y m e r a t t h e c o n d i t i o n s o f e x t r a c t i o n . 
E s t e r s o l v e n t s d i f f e r i n p r i c e , a v a i l a b i l i t y a n d p e r f o r m a n c e i n e x t r a c t i o n . S o f a r , n o n e 
o f t h e s o l v e n t s w a s f o u n d t o b e s u p e r i o r i n a l l m e a s u r e s . C o m p a r e d t o h a l o g e n a t e d 
s o l v e n t s , e s t e r s a r e u s u a l l y m o r e e x p e n s i v e . Y i e l d , p u r i t y a n d m o l e c u l a r w e i g h t c a n 
b e t h e s a m e . R e l a t i v e l y l o w t o x i c i t y o f e s t e r s o l v e n t s i s t h e m a i n b e n e f i t . 

1.1.2 Digestion methods 

T h e g o a l o f d i g e s t i o n m e t h o d s i s t o s o l u b i l i z e n o n - P H B c e l l m a t e r i a l a n d r e m a i n P H B 
g r a n u l e s i n t a c t ( f i g . 1 . 7 ) . T h e r e i s o n e o b v i o u s c h a l l e n g e - c e l l s a r e c o m p l i c a t e d . 
I n c l u d i n g c e l l s o f P H B - p r o d u c i n g m i c r o o r g a n i s m s . T h e r e a r e n o t o n l y P H B g r a n u l e s , 
e v e n t h o u g h t h e i r c o n t e n t i n c e l l c a n b e e n o r m o u s . T h e r e i s s t i l l s o m e n o n - P H B 
c e l l m a t e r i a l a n d i t c o n s i s t s o f l a r g e n u m b e r o f d i f f e r e n t c o m p o u n d s . T h e r e a r e l o w 
m o l e c u l a r w e i g h t c o m p o u n d s , s u c h a s a m i n o a c i d s , l i p i d s o r i n o r g a n i c s a l t s , b u t a l s o 
l a r g e b i o m o l e c u l e s , n a m e l y p r o t e i n s , p o l y s a c c h a r i d e s , a n d n u c l e i c a c i d s . M o r e o v e r , 
m o l e c u l e s i n l i v i n g c r e a t u r e s a r e a s s e m b l e d t o d i f f e r e n t s u p r a m o l e c u l a r s t r u c t u r e s -
b i o m e m b r a n e s , o r g a n e l l e s e t c . t h a t c a n h a v e p r o p e r t i e s t h a t d i f f e r s i g n i f i c a n t l y f r o m 
a c h e m i s t r y o f i s o l a t e d c o m p o u n d s . T h e r e f o r e , t h e t a s k o f s o l u b i l i z i n g e v e r y t h i n g 
b u t P H B m a y s e e m u n a t t a i n a b l e . F o r t u n a t e l y , t h e " e v e r y t h i n g " d o e s n ' t h a v e t o 
b e t a k e n l i t e r a l l y . M a i n t a r g e t o f d i g e s t i o n m e t h o d s i s t o d i s r u p t c e l l w a l l s a n d 
r e l e a s e c e l l c o n t e n t , i n c l u d i n g P H B g r a n u l e s . T h e r e a r e p r o t e i n s a n d p h o s p h o l i p i d s 
a t t a c h e d t o P H B g r a n u l e s [ 4 0 ] , s o t h e n e x t s t e p c a n b e s o l u b i l i z a t i o n o f t h e s e . O t h e r 
c e l l c o n s t i t u e n t s c a n r e m a i n i n t a c t , i f s e p a r a b l e i n t h e i r n a t i v e f o r m . 

T h e n , s o l i d P H B c a n b e s e p a r a t e d b y a n y p r a c t i c a l m e t h o d f o r s o l i d - l i q u i d 
s e p a r a t i o n . P H B g r a n u l e s u s u a l l y h a v e a d i a m e t e r a r o u n d 1 m i c r o n a n d a d e n s i t y o f 
1 . 2 4 g / c m 3 . B e c a u s e o f s m a l l p a r t i c l e s i z e a n d h i g h v i s c o s i t y o f l i q u o r , filtration m a y 
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b e c h a l l e n g i n g . C e n t r i f u g a t i o n i s u s u a l l y p r e f e r r e d . A f t e r s e p a r a t i o n , c r u d e p r o d u c t 
i s u s u a l l y w a s h e d s e v e r a l t i m e s t o r e m o v e r e s i d u a l i m p u r i t i e s a n d d r i e d . 

C o m m o n r e a g e n t s f o r b i o m a s s d i g e s t i o n a r e o x i d a n t s ( m a i n l y h y p o c h l o r i t e ) , a c i d s 
a n d b a s e s , s u r f a c t a n t s , e n z y m e s a n d o t h e r m i c r o o r g a n i s m s . P r o c e d u r e s d e s c r i b e d 
i n a l i t e r a t u r e u s u a l l y c o m b i n e s e v e r a l a g e n t s . M e c h a n i c a l h o m o g e n i z a t i o n i s o f t e n 
c o m b i n e d w i t h c h e m i c a l d i g e s t i o n , t o o . 

1.1.2.1 Digestion with oxidants 

S o d i u m h y p o c h l o r i t e i s a m o n g t h e first a g e n t s u s e d f o r P H B s e p a r a t i o n . W i l l i a m s o n 
u s e d s o d i u m h y p o c h l o r i t e a n d o b s e r v e d t h e d i g e s t i o n u n d e r m i c r o s c o p e f o r t h e first 
t i m e [ 4 1 ] . C e l l s w e r e t r e a t e d w i t h s o d i u m h y p o c h l o r i t e s o l u t i o n a t 3 7 °C. C e l l s 
s t a r t e d t o f a d e , b u t P H B g r a n u l e s r e m a i n e d a p p a r e n t l y i n t a c t . A f t e r a s h o r t w h i l e , 
a l l t h a t c o u l d b e s e e n f r o m t h e c e l l s w e r e P H B p a r t i c l e s , t h a t a l s o s t a r t e d t o a g i 
t a t e v i o l e n t l y d u e t o B r o w n i a n m o t i o n . S t i l l , t h e i r m o t i o n w a s s o m e h o w r e s t r i c t e d 
b y b a r e l y v i s i b l e c e l l w a l l s . L a t e r , c e l l w a l l s w e r e c o m p l e t e l y d i s s o l v e d a n d P H B 
i n c l u s i o n s s t a r t e d t o f r e e l y m o v e i n t h e s o l u t i o n a n d s e e m e d t o r e m a i n s t a b l e i n t h e 
m e d i u m i n d e f i n i t e l y . T h i s p i l o t w o r k n i c e l y s h o w s h o w s t a b l e t h e P H B i s . D e s p i t e 
b e i n g p o l y e s t e r , d u e t o i t s h y d r o p h o b i c i t y a n d c o m p a c t f o r m , i t i s m u c h l e s s s u s c e p 
t i b l e t o d i g e s t i o n b y a q u e o u s r e a g e n t t h a n a l l o t h e r c e l l c o m p o n e n t s . H o w e v e r , o n l y 
a d i r e c t o b s e r v a t i o n i s d e s c r i b e d i n t h e s t u d y . N o i n f o r m a t i o n o n m o l e c u l a r w e i g h t , 
p u r i t y a n d y i e l d i s g i v e n . L a t e r , P H B s a m p l e s f r o m d i f f e r e n t b a c t e r i a o b t a i n e d u s i n g 
d i f f e r e n t m e t h o d s w e r e t e s t e d i n m o r e d e t a i l [ 4 2 ] . T h e s t u d y s h o w s t h a t h y p o c h l o 
r i t e t r e a t m e n t s i g n i f i c a n t l y d e c r e a s e s m o l e c u l a r w e i g h t . P H B o b t a i n e d b y e x t r a c t i o n 
i n s t e a d o f W i l l i a m s o n ' s d i g e s t i o n i s m u c h l e s s d e g r a d e d . I t r e f i n e s W i l l i a m s o n ' s o b 
s e r v a t i o n - P H B g r a n u l e s w i t h s t a n d h y p o c h l o r i t e t r e a t m e n t w i t h o u t a n y c h a n g e i n 
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t h e i r p h y s i c a l a p p e a r a n c e , b u t m o l e c u l a r w e i g h t i s a f f e c t e d . 
L a t e r , c o n d i t i o n s o f h y p o c h l o r i t e d i g e s t i o n w e r e f u r t h e r e x p l o r e d . T e m p e r a t u r e , 

t i m e , c o n c e n t r a t i o n o f b i o m a s s a n d h y p o c h l o r i t e , p r e t r e a t m e n t a n d o t h e r f a c t o r s 
w e r e i n v e s t i g a t e d . T h e o u t c o m e i s a m e t h o d t h a t u s e s m u c h l e s s h y p o c h l o r i t e t h e n 
p r e v i o u s [41] a n d c o n s e q u e n t l y , r e s u l t i n g p o l y m e r i s f a r l e s s d e g r a d e d . B e s t r e s u l t s 
a r e o b t a i n e d w h e n t h e b i o m a s s i s p r e t r e a t e d w i t h 0 . 1 2 5 % S D S ( p H = 1 0 ) a n d t h e n 
r e a c t e d w i t h 5 . 2 5 % N a C I O a t p H = 1 0 f o r v e r y s h o r t t i m e ( 1 m i n + 1 5 m i n c e n -
t r i f u g a t i o n ) , m o l e c u l a r w e i g h t c a n b e u p t o 9 6 % o f o r i g i n a l v a l u e a n d p u r i t y c a n 
b e u p t o 9 8 %. H o w e v e r , r e p o r t e d r e c o v e r y i s o n l y 7 4 %. V e r y d i l u t e d b i o m a s s i s 
u s e d - o n l y 1 % c o n c e n t r a t i o n . H i g h e r c o n c e n t r a t i o n s r e p o r t e d l y l e d t o l o w e r p u r i t y 
o f p r o d u c t [ 4 3 , 4 4 ] . T h e p r o c e d u r e s i g n i f i c a n t l y i m p r o v e s f e a s i b i l i t y o f h y p o c h l o r i t e 
m e t h o d , b u t d u e t o h u g e e x c e s s o f w a t e r , n e c e s s i t y o f c a r e f u l o p t i m i z a t i o n a n d l o w 
r e c o v e r y , s t i l l s e e m s i m p r a c t i c a l . 

A n o t h e r p r o m i s i n g o x i d a n t i s h y d r o g e n p e r o x i d e , p r e f e r a b l y i n c o m b i n a t i o n w i t h 
c h e l a t i n g a g e n t . T h e c h e l a t i n g a g e n t b i n d s p o l y v a l e n t m e t a l i o n s a n d r e p o r t e d l y 
i n c r e a s e s e f f i c i e n c y o f o x i d a n t . B i o m a s s i s p r e t r e a t e d b y s h o c k h e a t i n g a t 1 5 0 °C f o r 
8 0 s. T h e n c h e l a t i n g a g e n t a n d o x i d a n t a r e a d d e d . T h e c o n c e n t r a t i o n o f b i o m a s s i s 
q u i t e h i g h ( 1 0 0 - 2 0 0 g / 1 ) a n d a r a t i o o f n o n - P H B c e l l m a t e r i a l t o h y d r o g e n p e r o x i d e 
i s r o u g h l y 1 :1 ( w / w ) [ 4 5 ] . I n f o r m a t i o n a b o u t y i e l d a n d m o l e c u l a r w e i g h t a r e n o t 
g i v e n . P u r i t y i s r e p o r t e d , b u t t h e a n a l y t i c a l m e t h o d i s q u i t e p e l i c u l a r - n i t r o g e n i s 
m e a s u r e d i n a p r o d u c t , p r o t e i n c o n t e n t i s e s t i m a t e d f r o m t h e % o f n i t r o g e n a n d i t i s 
a s s u m e d t h a t e v e r y t h i n g e l s e i s P H B . C a l c u l a t e d p u r i t i e s a r e v e r y h i g h ( 9 8 - 1 0 0 % ) , 
b u t t h e m e t h o d o b v i o u s l y s t a n d s o n t o o m a n y flawed a s s u m p t i o n s . O t h e r w i s e , t h e 
p r o c e s s s e e m s a p p e a l i n g b e c a u s e i t u s e s r e a s o n a b l y h i g h c o n c e n t r a t i o n o f b i o m a s s , 
a c c e p t a b l e a m o u n t o f r e l a t i v e l y n o n t o x i c o x i d a n t a n d r e q u i r e s q u i t e m i l d c o n d i t i o n s . 

1.1.2.2 Digestion with surfactants 

S u r f a c t a n t s a r e k n o w n t o d i s r u p t b i o m e m b r a n e s , s o l u b i l i z e l i p i d s a n d d e n a t u r e p r o 
t e i n s , w h i c h m a k e s t h e m i d e a l a g e n t s f o r b i o m a s s d i g e s t i o n . M o s t p o p u l a r a r e a n i o n i c 
s u r f a c t a n t s l i k e s o d i u m a l k y l s u l f a t e s , s o d i u m a l k y l e t h e r s u l f a t e s a n d l i n e a r a l k y l 
b e n z e n e s u l f o n a t e s d u e t o t h e i r l o w c o s t a n d h i g h e f f i c i e n c y . S o d i u m d o d e c y l s u l f a t e 
( S D S ) i s o f s p e c i a l i n t e r e s t . 

P r o c e d u r e w i t h S D S a s t h e o n l y r e a g e n t c a n b e u s e d f o r a n a l y t i c a l p u r p o s e s . 
B i o m a s s i s m i x e d w i t h S D S s o l u t i o n i n a t e s t t u b e a n d s o n i c a t e d . A f t e r t h a t , 
s a m p l e i s c e n t r i f u g e d a n d w a s h e d w i t h w a t e r a n d e t h a n o l . A f t e r d r y i n g , p u r e P H B i s 
o b t a i n e d . T h e p r o c e d u r e r e q u i r e s o n l y o n e t e s t t u b e a n d e n a b l e s s i m p l e , g r a v i m e t r i c 
d e t e r m i n a t i o n o f P H B . I t c o r r e l a t e s w e l l w i t h s t a n d a r d m e t h o d , w h i c h i s w h o l e - c e l l 
m e t h a n o l y s i s a n d s u b s e q u e n t d e t e r m i n a t i o n o f m e t h y l 3 - h y d r o x y b u t y r a t e b y G C . 
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M o l e c u l a r w e i g h t i s n o t s i g n i f i c a n t l y a f f e c t e d b y S D S [ 4 6 ] . 
I f f a s t e r m e t h o d s u i t a b l e f o r l a r g e - s c a l e o p e r a t i o n i s n e e d e d , a c t i o n o f a n i o n i c 

s u r f a c t a n t c a n b e c o m b i n e d w i t h a l k a l i n e p H . M i l d t e m p e r a t u r e ( 1 0 - 5 0 °C) a n d 
s h o r t t i m e ( l e s s t h a n h o u r ) t h e n s u f f i c e t o d i g e s t t h e b i o m a s s . C o n c e n t r a t i o n o f 
t h e b i o m a s s c a n b e h i g h . P o l y m e r c a n b e s e p a r a t e d b y f i l t r a t i o n , p r e f e r a b l y a f t e r 
a d d i t i o n o f c o a g u l a n t . Y i e l d i s a r o u n d 8 5 %, p u r i t y e x c e e d s 9 8 % a n d m o l e c u l a r 
w e i g h t i s a b o v e 4 0 0 0 0 0 D a [ 4 7 ] . A n o t h e r s t u d y f u r t h e r i m p r o v e s t h e S D S m e t h o d . 
C o n c e n t r a t e d b i o m a s s s u s p e n s i o n s ( 5 0 t o 3 0 0 g o f d r y c e l l s / 1 ) i s t r e a t e d w i t h S D S 
a t 3 0 °C f o r 1 h . A f t e r t h e r e a c t i o n , m i x t u r e i s h e a t e d t o 1 2 1 °C f o r 1 5 m i n u t e s a n d 
i s c e n t r i f u g e d . S o l i d P H B i s w a s h e d w i t h w a t e r a n d d r i e d . D i f f e r e n t d o s e s o f S D S 
w e r e u s e d t o e v a l u a t e o p t i m a l a m o u n t . I t w a s , f i n a l l y , f o u n d o u t t h a t 1 g o f S D S 
d i g e s t s 0 . 7 2 g n o n - P H B c e l l m a t e r i a l , r e g a r d l e s s o t h e r f a c t o r s [ 4 8 ] . E x c e l l e n t p u r i t y 
y i e l d a n d m o l e c u l a r w e i g h t c a n b e r e a c h e d b y t h i s m e t h o d . H i g h c o n c e n t r a t i o n o f 
b i o m a s s i s a n o t h e r b e n e f i t . B u t i t c l e a r l y d e m o n s t r a t e s t h a t S D S m u s t b e u s e d 
i n e x c e s s o v e r n o n - P H B c e l l m a t e r i a l . U s e o f S D S i s p r o b l e m a t i c d u e t o i t s c o s t 
( c o m p a r e d t o i n o r g a n i c s ) a n d t r o u b l e s i n w a s t e w a t e r d i s p o s a l . 

DIGESTION WITH SOAP 

I d o n ' t l i k e t h e n e w N o w a y ! | f s n a t u r a l , b i o -
s o a p . It i t c h e s . I t h i n k d e g r a d a b l e , s u s t a i n a b l e 
it 's d e s t r o y i n g m y _ a n d v e g a n . C a n ' t be i r r i t a n t , 
ce l l w a l l ! 

AFTER CENTRIFUGAL SEPARATION 

P H B 

S o a p a n d 
ce l l d e b r i s 

F i g . 1.8: I s o l a t i o n o f P H B b y s o a p - b a s e d d i g e s t i o n [11] 

T h e s e i s s u e s , a p p a r e n t l y , c a n b e s o l v e d i f o t h e r a n i o n i c s u r f a c t a n t - o r d i n a r y 
s o a p . G e n i u s o f t h e m e t h o d i s t h a t s o a p i n w a s t e w a t e r c a n b e e a s i l y p r e c i p i t a t e d 
b y a d d i t i o n o f a c i d a n d s e p a r a t e d , t o g e t h e r w i t h o t h e r o r g a n i c c o m p o u n d s , i n a 
f o r m o f l a r g e f l o c k s . W a s t e w a t e r w i t h m u c h l o w e r o r g a n i c c a r b o n c o n t e n t r e s u l t s 
f r o m t h e p r o c e s s , w h i c h m a k e s t h e p r o c e s s m o r e e c o n o m i c a l a n d e n v i r o n m e n t a l l y 
f r i e n d l y t h a n s i m i l a r p r o c e d u r e s w i t h S D S [ 4 9 ] . O t h e r a u t h o r s [50] p r e s e n t e d s l i g h t l y 
d i f f e r e n t c o n c e p t , w i t h s o a p a s " s w i t c h a b l e a n i o n i c s u r f a c t a n t " a n d c l a i m t h a t a f t e r 
d i g e s t i o n a n d s e p a r a t i o n f r o m t h e P H B , s o a p c a n b e p r e c i p i t a t e d f r o m w a s t e w a t e r 
b y a c i d i f i c a t i o n a n d u s e d a g a i n ( t h e y d o n o t p r e s u p p o s e t h e p r e c i p i t a t i o n o f o t h e r 
s u b s t a n c e s ) . A s c a n b e s e e n , t h e r e a r e o n l y f e w m e n t i o n s o f t h i s i n t e r e s t i n g a n d 
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p o t e n t i a l l y e c o n o m i c m e t h o d , t h e y l a c k i n f o r m a t i o n a b o u t t h e e s s e n t i a l s t e p s o f 
t h e p r o c e s s ( o r t h e y a r e l o s t i n t h e c o n f u s i n g t r a n s l a t i o n f r o m J a p a n e s e ) , a n d i n 
s o m e r e s p e c t s t h e y c o n t r a d i c t e a c h o t h e r . F o r t h i s r e a s o n , s o a p d i g e s t i o n w a s g i v e n 
a t t e n t i o n i n m y t h e s i s . 

1.1.2.3 Digestion with acids and bases 

A c i d s a n d b a s e s a c t a s c a t a l y s t s f o r h y d r o l y s i s o f d i f f e r e n t b i o m o l e c u l e s a n d t h e r e f o r e 
a r e c a p a b l e o f s o l u b i l i z i n g b i o m a s s . C o m m o n a c i d s a n d b a s e s s e e m t o b e i d e a l 
r e a g e n t s f o r d i g e s t i o n , b e c a u s e t h e y a r e c h e a p , r e a d i l y a v a i l a b l e a n d t h e i r r e a c t i o n 
w i t h o r g a n i c c o m p o u n d s d o n ' t p r o d u c e h a z a r d o u s b y p r o d u c t s . A f t e r d i g e s t i o n , t h e y 
c a n b e s i m p l y n e u t r a l i z e d . O n t h e o t h e r h a n d , P H B i s k n o w n t o h y d r o l y z e i n e x t r e m e 
p H , t o o . S o m e d e c r e a s e o f m o l e c u l a r w e i g h t a l w a y s a p p e a r s i f b i o m a s s i s t r e a t e d 
w i t h a c i d o r a l k a l i f o r a l o n g t i m e . 

A c i d s a n d b a s e s d i f f e r i n p e r f o r m a n c e a n d t h e r e i s n o c o n s e n s u s o n t h e b e s t 
r e a g e n t a m o n g t h i s c l a s s . F o r e x a m p l e , o n e s t u d y t r i e s t o c o m p a r e d i f f e r e n t d i g e s 
t i o n r e a g e n t s w i t h c h l o r o f o r m e x t r a c t i o n . 5 % b i o m a s s w a s t r e a t e d w i t h d i f f e r e n t 
c h e m i c a l s f o r 1 h o u r a t 3 0 o r 3 7 °C. T h e c h e m i c a l s t e s t e d f o r t h e d i g e s t i o n w e r e 0 . 1 
N a c i d s ( H C 1 a n d H 2 S 0 4 ) , 0 . 1 N a l k a l i s ( N a O H , K O H , a n d N H 4 O H ) , a n d 5 % s u r 
f a c t a n t s ( d i o c t y l s u l f o s u c c i n a t e s o d i u m s a l t [ A O T ] , h e x a d e c y l t r i m e t h y l a m m o n i u m 
b r o m i d e [ C T A B ] , s o d i u m d o d e c y l s u l f a t e [ S D S ] , p o l y o x y e t h y l e n e - p - t e r t - o c t y l p h e n o l 
[ T r i t o n X - 1 0 0 ] , a n d p o l y o x y e t h y l e n e ( 2 0 ) s o r b i t a n m o n o l a u r a t e [ T w e e n 2 0 ] ) . W i t h 
t h i s r e a c t i o n c o n d i t i o n s , p u r i t y a b o v e 9 5 % c a n b e r e a c h e d o n l y w i t h S D S . S i m i l a r 
r e s u l t s h a v e h y d r o x i d e s ( K O H , N a O H : 9 2 % ) , o t h e r c h e m i c a l s a t t h e g i v e n c o n d i 
t i o n s a r e i n s u f f i c i e n t ( p u r i t y < 9 0 % ) . H y d r o x i d e s a r e e x p l o r e d f u r t h e r , t h e e f f e c t o f 
c o n c e n t r a t i o n o n y i e l d , p u r i t y a n d m o l e c u l a r w e i g h t i s d e s c r i b e d . D i g e s t i o n o f 5 % 
b i o m a s s w i t h 0 . 2 N N a O H a t 3 0 °C f o r 1 h , w h i c h w i l l r e s u l t i n t h e p u r i t y o f 9 8 . 5 
% a n d r e c o v e r y y i e l d o f 9 1 . 3 % i s c o n c l u d e d t o b e i d e a l f o r l a r g e - s c a l e o p e r a t i o n . 
M o l e c u l a r w e i g h t w a s f o u n d o u t t o b e o n l y 1 6 % l o w e r t h a n t h e o r i g i n a l m o l e c u l a r 
w e i g h t . T h e s t u d y a l s o s h o w s t h a t o v e r a l l c o s t o f l a r g e - s c a l e p r o c e s s w i t h s o d i u m 
h y d r o x i d e w o u l d b e l o w e r t h a n s o d i u m h y p o c h l o r i t e d i g e s t i o n [ 5 1 ] . I t l o o k s l i k e a 
c l e a r w i n f o r h y d r o x i d e , b u t a n o t h e r s t u d y g i v e s c o n t r a d i c t o r y r e s u l t s . I t c o m p a r e s 
s u l f u r i c a c i d m e t h o d w i t h a l k a l i n e d i g e s t i o n , h y p o c h l o r i t e d i g e s t i o n a n d c o m b i n e d 
N a C l O / C H C l s t e c h n i q u e . H e r e , r e a g e n t s a r e t e s t e d a t d i f f e r e n t c o n d i t i o n s , n o t o n l y 
o n e fixed c o n c e n t r a t i o n , t e m p e r a t u r e a n d t i m e . S u l f u r i c a c i d a t s l i g h t l y h i g h e r c o n 
c e n t r a t i o n a n d t e m p e r a t u r e n o t o n l y g i v e s p u r e p o l y m e r b u t i s a l s o s u p e r i o r i n b o t h 
e c o n o m i c a n d e n v i r o n m e n t a l a s p e c t s . C a l c u l a t i o n s f o r i n d u s t r i a l s c a l e p r o d u c t i o n 
a r e a l s o g i v e n . I t i s s h o w n t h a t s u g g e s t e d r o u t e w o u l d p r o d u c e p o l y m e r f o r 1 . 1 1 
E u r / k g a n d c a r b o n f o o t p r i n t w o u l d b e 6 k g C 0 2 / k g o f p o l y m e r [ 5 2 ] . M e t h o d w i t h 
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s u l f u r i c a c i d i s i n d e t a i l d e s c r i b e d i n a n o t h e r w o r k [ 5 3 ] . I t r e v e a l s t h a t c o n c e n t r a t i o n 
o f t h e a c i d s h o u l d b e b e t w e e n 0 . 0 0 5 - 0 . 2 5 m o l / 1 a n d b i o m a s s s l u r r y s h o u l d c o n t a i n 
a r o u n d 7 % o f s o l i d s . B i o m a s s i s h e a t e d w i t h t h e a c i d f o r u p t o 4 h o u r s a t 8 0 -
1 5 0 °C. T h e m i x t u r e i s t h e n a l k a l i z e d t o p H 7 - 1 1 a n d p o l y m e r i s s e p a r a t e d a n d 
w a s h e d . M o l e c u l a r w e i g h t , y i e l d a n d p u r i t y d e p e n d o n c o n c e n t r a t i o n o f t h e a c i d , 
t e m p e r a t u r e a n d t i m e . T h e a u t h o r s i n t r o d u c e " s e v e r e f a c t o r " ( S F ) t h a t i m p a c t s 
q u a l i t y o f t h e p r o d u c t ( E q . 1 . 1 ) . 

T—100 

SF = log(te^^)-pH ( 1 . 1 ) 

W h e r e t i s t i m e i n m i n u t e s a n d T i s t e m p e r a t u r e i n °C. n i s a p p r o x i m a t e d b y 
n o r m a l i t y o f t h e a c i d ( E q . 1 . 2 ) . 

T — 1 0 0 

SF = l o g ( t e ^ ) + log(nacid) ( 1 . 2 ) 

W h e r e t i s t i m e i n m i n u t e s , T i s t e m p e r a t u r e i n °C a n d n i s n o r m a l i t y o f t h e a c i d 
i n m o l / 1 o f H + e q u i v a l e n t s . A c c o r d i n g t o t h e a u t h o r s , t h e s e v e r e f a c t o r s h o u l d 
b e b e t w e e n 0 . 8 a n d 1.2 t o o b t a i n g o o d c o m p r o m i s e b e t w e e n p u r i t y a n d m o l e c u l a r 
w e i g h t . T h e n , r e s u l t s c a n b e a s g o o d a s > 9 5 % y i e l d , > 9 7 % p u r i t y a n d m o l e c u l a r 
w e i g h t > 5 0 0 0 0 0 D a ( i f t h e o r i g i n a l b i o m a s s h a s M w > 1 0 0 0 0 0 0 D a ) . F u r t h e r , i t 
i s r e p o r t e d t h a t t h u s o b t a i n e d P H B i s h i g h l y c r y s t a l l i n e a n d w i t h s t a n d s b l e a c h i n g 
w i t h p e r o x i d e o r h y p o c h l o r i t e w i t h o u t s i g n i f i c a n t l o s s o f m o l e c u l a r w e i g h t . T h e 
s u l f u r i c a c i d m e t h o d s e e m s t o b e w e l l e x p l o r e d a n d g i v e s e x c e l l e n t r e s u l t s . W e 
c o n c l u d e d t h a t c e r t a i n d i s a d v a n t a g e i s a p r e s e n c e o f s u l f a t e s i n w a s t e w a t e r - l i m i t s 
f o r s u l f a t e d i s p o s a l a r e q u i t e l o w . A d v a n t a g e o u s w o u l d b e u s e o f h y d r o c h l o r i c a c i d 
t h a t p r o d u c e s c h l o r i d e s i n s t e a d . R e s u l t s a r e s h o w n i n E x p e r i m e n t a l s e c t i o n . 

1.1.2.4 Biotechnological methods of digestion 

U s e o f m o r e s o p h i s t i c a t e d b i o t e c h n o l o g i c a l t o o l s l i k e e n z y m e s o r m i c r o o r g a n i s m s i s 
a n o t h e r w a y h o w t o s e p a r a t e P H B . T h e a d v a n t a g e i s e x t r e m e s p e c i f i c i t y a n d m i l d 
c o n d i t i o n s . T h e r e f o r e , m o l e c u l a r w e i g h t o f r e s u l t i n g P H B i s u s u a l l y e x c e l l e n t . O n 
t h e o t h e r h a n d , p r i c e o r r e a c t i o n t i m e c a n b e l i m i t i n g . P u r i t y m a y b e l o w e r b e c a u s e 
t h e h i g h l y s p e c i f i c a g e n t s a r e n o t c a p a b l e o f r e m o v i n g a l l c o n s t i t u e n t s o f t h e c e l l 
d e b r i s . O f t e n , c o m b i n a t i o n w i t h o t h e r m e t h o d s i s u s e d t o i n c r e a s e q u a l i t y o f t h e 
p r o d u c t . 

E n z y m e s - l y s o z y m e a n d d e o x y r i b o n u c l e a s e , c o m b i n e d w i t h s o n i c o s c i l l a t i o n c a n 
b e u s e d t o s e p a r a t e P H B g r a n u l e s . M i l d c o n d i t i o n s ( 3 0 °C, p H 7 - 8 , s m a l l a m o u n t s 
o f e n z y m e s ) p r o v e d t o b e e n o u g h , b u t n o i n f o r m a t i o n o n y i e l d a n d p u r i t y o f t h e 
m a t e r i a l i s g i v e n [ 5 4 ] . D e s c r i b e d p u r i f i c a t i o n i s u n s u i t a b l e f o r l a r g e s c a l e o p e r a t i o n -
i t u s e s c e n t r i f u g a t i o n i n g l y c e r o l a n d d i a l y s i s a s a l a s t s t e p . O t h e r w o r k t r i e s t o d e 
v e l o p e n z y m a t i c p r o c e s s t r a n s f e r a b l e t o i n d u s t r i a l s c a l e . I t c o m b i n e s u s e o f e n z y m e s , 

3 1 



S P R I N G 2 0 2 0 

F i g . 1 .9 : U s e o f p h a g e s f o r b i o m a s s d i g e s t i o n 

s u r f a c t a n t s ( n a m e l y S D S ) a n d h y d r o g e n p e r o x i d e a s b l e a c h i n g a g e n t [ 5 5 ] . Q u a l i t y o f 
r e s u l t i n g P H B i s g o o d , b u t t h e p r o c e s s i s q u i t e c o m p l i c a t e d . I t u s e s a l a r g e a m o u n t 
o f S D S ( 1 0 % a m o u n t o f d r y c e l l m a s s ) w h i c h w o u l d d r a m a t i c a l l y i n c r e a s e c o s t o f 
w a s t e w a t e r t r e a t m e n t . 

D i f f e r e n t a p p r o a c h i s u s e o f p h a g e c u l t u r e a s a d i g e s t i o n a g e n t ( f i g . 1 . 9 ) . P h a g e s 
a r e i n t r o d u c e d t o b i o m a s s a f t e r c u l t i v a t i o n a n d l e f t t o i n f e c t t h e c e l l s . C e l l s s t a r t 
t o d i s i n t e g r a t e , p r o d u c e m o r e v i r u s a n d l i b e r a t e P H B . A t t h e e n d , P H B i s s e p a 
r a t e d b y c e n t r i f u g a t i o n [ 5 6 ] . P r e d a t o r y b a c t e r i a c a n a l s o a c t a s a d i g e s t i o n a g e n t . 
Bdellovibrio bacteriovorus w a s u s e d f o r t h i s p u r p o s e , a n d w a s f o u n d e f f e c t i v e i n 
k i l l i n g a n d d i s i n t e g r a t i n g P H A - p r o d u c i n g b a c t e r i e . H o w e v e r , i t s w i l d i s a b l e t o d e 
g r a d e t h e p o l y m e r b y h y d r o l y s i s w i t h e x t r a c e l l u l a r - l i k e m c l - P H A d e p o l y m e r a s e . B u t 
t h i s o b s t a c l e c a n b e e a s i l y o v e r c o m e b y d i s r u p t i n g p h a Z e d g e n e b y c o m m o n g e n e t i c a l 
e n g i n e e r i n g m e t h o d s ( f i g . 1 . 1 0 ) . [57] 

T h e i d e a o f b i o l o g i c a l w a r i n f e r m e n t e r i s i n d e e d v e r y a t t r a c t i v e . A s t h e " r e a g e n t " 
r e p l i c a t e s i t s e l f , o n l y s m a l l a m o u n t i s n e e d e d a t t h e b e g i n n i n g . M o s t o f t h e " r e a g e n t " , 
i n f a c t , i s p r o d u c e d i n s i t u f r o m n o n - P H B c e l l m a t e r i a l b y c e l l s t h e m s e l v e s . T h e 
l i q u i d w a s t e f r o m t h e p r o c e s s , i f s t e r i l i z e d , i s s a f e a n d c a n b e d i s p o s e d t o o r d i n a r y 
w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t . O n t h e o t h e r h a n d , r e s e a r c h o n t h i s t o p i c i s a t t h e 
b e g i n n i n g a n d c u r r e n t r e s u l t s a r e n o t o p t i m a l . P u r i t y o f t h e o b t a i n e d P H B i s l o w , 
t h e p r o c e s s i s t i m e c o n s u m i n g a n d y i e l d i s q u i t e l o w , t o o . A u t h o r s e x p l a i n t h a t s o m e 
P H B i s c o n s u m e d b y c e l l s d u r i n g t h e i r fight w i t h t h e d i s e a s e a n d a n o t h e r p o r t i o n 
r e m a i n s e n t a n g l e d i n n o t - f u l l y d i s i n t e g r a t e d c e l l d e b r i s . 

E v e n h i g h e r o r g a n i s m s c a n b e u s e d t o i s o l a t e P H A f r o m b i o m a s s . T h i s f a c t w a s 
d i s c o v e r e d b y s e r e n d i p i t y w h e n a t e a m o f r e s e a r c h e r s f o u n d r a t s i n s t o r a g e r o o m 
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w i t h d r i e d b i o m a s s . T h e r e s e a r c h e r s p r o b a b l y s t a r t e d t h o r o u g h s a n i t a t i o n w o r k 
a n d n o t i c e d t h a t t h e r a t e x c r e m e n t s w e r e a l m o s t w h i t e a n d r e m a r k a b l y r e s e m b l i n g 
a p o w d e r e d P H B ( f i g . 1 . 1 1 ) . T h i s l e d t h e m t o f u r t h e r e x p e r i m e n t s u n d e r m o r e 
c o n t r o l l e d c o n d i t i o n s , w h i c h s h o w e d a s u r p r i s i n g l y h i g h p u r i t y o f t h e o b t a i n e d P H B . 
[58] S i m i l a r e x p e r i m e n t s w e r e a l s o p e r f o r m e d w i t h m e a l w o r m s . [59] 

A n o t h e r s t r a t e g y i s a g e n e t i c a l e n g i n e e r i n g a p p r o a c h . G e n o m e o f b a c t e r i a c a n 
b e m a n i p u l a t e d t o c o n t a i n a n a u t o l y s i s s y s t e m t h a t t u r n s o n w h e n c e r t a i n o u t e r 
c o n d i t i o n c h a n g e . I n o t h e r w o r d s , c e l l s c a n b e p r o g r a m m e d t o c o m m i t s u i c i d e a f t e r 
p h y s i c a l o r c h e m i c a l c o m m a n d . T h e e n v i r o n m e n t a l c h a n g e c a n b e e x h a u s t i o n o f 
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n u t r i e n t ( g l u c o s e ) [60] o r p r e s e n c e o f l y s i s i n d u c e r ( 3 - m e t h y l b e n z o a t e ) [ 6 1 ] . A l l 
t h e s e a p p r o a c h e s p r o m i s e v e r y e c o n o m i c a l P H B s e p a r a t i o n b u t a r e s t i l l i n a p r o o f 
o f c o n c e p t s t a g e . 

1.1.2.5 Digestion methods - conclusion 

D i g e s t i o n m e t h o d s , o v e r a l l , a r e m u c h l e s s h a z a r d o u s t h a n e x t r a c t i o n m e t h o d s . E s p e 
c i a l l y p r o c e s s e s w i t h a l k a l i s , a c i d s , m i c r o o r g a n i s m s , e n z y m e s a n d s u r f a c t a n t s a r e n o t 
h i g h l y t o x i c o r e x p l o s i v e i n a n y s t a g e . S o l u b i l i z a t i o n w i t h t h e s e a g e n t s d o n ' t p r o d u c e 
h a z a r d o u s b y p r o d u c t s . M e t h o d s w i t h o x i d a n t s r e q u i r e s l i g h t l y m o r e p r e c a u t i o n , b u t 
s t i l l a r e f a r s a f e r t h a n a n y o f t h e s o l v e n t - b a s e d m e t h o d s . 

T h e p h y s i c a l f o r m o f p o l y m e r i s v e r y d i f f e r e n t f r o m t h e e x t r a c t e d P H B - i n s t e a d 
o f r o u g h p r e c i p i t a t e , i t i s a fine p o w d e r . I t m a y b e a b i g b e n e f i t , e s p e c i a l l y i f t h e 
t a r g e t u s e r e q u i r e s p o w d e r y f o r m ( m a i n l y c o s m e t i c s ) . B u t m a y b e d i s a d v a n t a g e i n 
o t h e r c a se s , w h e r e d u s t s a r e u n p o p u l a r ( c o m p o u n d i n g e t c . ) . Y i e l d i s u s u a l l y g o o d 
t o e x c e l l e n t , t y p i c a l l y h i g h e r t h a n i n e x t r a c t i o n . A f t e r s o l v e n t e x t r a c t i o n , filtration 
i s u s u a l l y u s e d t o s e p a r a t e s o l i d c e l l d e b r i s a n d s o m e e x t r a c t a l w a y s r e m a i n s o n 
t h e filtration c a k e . D u e t o h i g h v i s c o s i t y , t h e a m o u n t o f r e t a i n e d e x t r a c t m a y b e 
s i g n i f i c a n t . R e s e a r c h e r m u s t a l w a y s d o t h e S o p h i e ' s c h o i c e - t o w a s h t h e e x t r a c t 
w i t h a d d i t i o n a l s o l v e n t o r t o l e a v e s o m e p r o d u c t b e h i n d i n t h e c a k e . C o n t r a r y , a f t e r 
d i g e s t i o n , i t i s e a s y t o s e p a r a t e P H B q u a n t i t a t i v e l y b y filtration o r c e n t r i f u g a t i o n . 

O n t h e o t h e r h a n d , c o m p r o m i s e m u s t b e t y p i c a l l y m a d e b e t w e e n p u r i t y a n d 
m o l e c u l a r w e i g h t . H a r s h m e t h o d s o f d i g e s t i o n g i v e v e r y p u r e p r o d u c t , b u t m o l e c u l a r 
w e i g h t d e c r e a s e s a v i c e v e r s a . T h i s i s v a l i d m a i n l y f o r m e t h o d s b a s e d o n a c i d s , a l k a l i s 
a n d o x i d a n t s . S u r f a c t a n t s a n d e n z y m e s a r e m u c h m i l d e r a n d p o s s i b l y v e r y e f f i c i e n t 
a t t h e s a m e t i m e , b u t t h e i r p r i c e i s d i s c o u r a g i n g . W e c a n c o n c l u d e t h a t d i g e s t i o n 
m e t h o d s a r e s u i t a b l e , i f r e s u l t i n g p o l y m e r d o e s n ' t h a v e t o b e o f e x t r e m e p u r i t y 
a n d / o r m o l e c u l a r w e i g h t c a n b e l o w e r . T e c h n i c a l p l a s t i c s o r c o s m e t i c s a r e p o s s i b l e 
e x a m p l e s , w h i l e m e d i c i n e s e e m s n o t t o b e . 

I n s t e a d o f s o l i d w a s t e t h a t r e s u l t s f r o m e x t r a c t i o n , a q u e o u s s o l u t i o n i s o b t a i n e d 
a f t e r d i g e s t i o n . T h e s o l u t i o n c o n t a i n s v a r i e t y o f o r g a n i c a n d i n o r g a n i c c o m p o u n d s i n 
q u i t e d i l u t e d f o r m . D i r e c t d i s p o s a l c a n b e c o s t l y a n d d u e t o c o m p l e x c o m p o s i t i o n , 
o t h e r u s e s d o n o t s e e m f e a s i b l e . E v a p o r a t i o n o f w a t e r a n d d i s p o s a l o r i n c i n e r a t i o n 
o f s o l i d w a s t e m a y b e a d v a n t a g e o u s b u t i s e n e r g y - c o n s u m i n g . A p p e a l i n g , b u t s t i l l 
h y p o t h e t i c a l o p t i o n i s t o u s e t h e l i q u i d w a s t e a s a s o u r c e o f n u t r i e n t s f o r n e x t 
f e r m e n t a t i o n . T h e i d e a w i l l b e e x p e r i m e n t a l l y t e s t e d i n t h e f u t u r e . 
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1.1.3 Mechanical disruption methods 

T h e s e m e t h o d s h a v e s i m i l a r p h i l o s o p h y a s d i g e s t i o n m e t h o d s b u t d e n y ( o r a t l e a s t 
m i n i m i z e ) u s e o f c h e m i c a l a g e n t s f o r c e l l d i s r u p t i o n a n d e m p l o y m e c h a n i c a l e n e r g y 
i n s t e a d . M i l l i n g , s o n i c a t i o n , h i g h p r e s s u r e h o m o g e n i z a t i o n , h i g h s h e a r m i x i n g a n d 
o t h e r c o m m o n m e t h o d s f o r c e l l d i s r u p t i o n c a n b e u s e d . M e c h a n i c a l d i s r u p t i o n i s 
o f t e n u s e d a s a p a r t o f c h e m i c a l p r o c e s s , a s d e s c r i b e d i n t h e c h a p t e r s a b o v e . H o w e v e r , 
s o m e e x a m p l e s w h e r e m e c h a n i c a l d i s r u p t i o n p l a y s a k e y r o l e a l s o e x i s t . 

1 . 1 . 3 . 1 Example mechanical disruption methods 

O n e w o r k d e a l s w i t h P H A p r o d u c t i o n f r o m d i f f e r e n t p l a n t s , b u t i n s o m e e x a m p l e s , 
u s e o f b a c t e r i a l b i o m a s s i s m e n t i o n e d , t o o . B i o m a s s i s u l t r a s o n i c a t e d t o o b t a i n a 
m a s s c o n t a i n i n g P H B g r a n u l e s o f s i z e < 1 m i c r o m e t e r . S u s p e n s i o n i s f r e e z e - d r i e d a n d 
p u l v e r i z e d u s i n g f l u i d e n e r g y m i l l . A i r c l a s s i f i c a t i o n y i e l d s fine f r a c t i o n c o n t a i n i n g 
P H B . T o r e a c h b e t t e r p u r i t y , fine f r a c t i o n i s t h e n e x t r a c t e d w i t h c h l o r o f o r m a n d 
p r e c i p i t a t e d t o m e t h a n o l . P r e c i p i t a t e h a s p u r i t y h i g h e r t h a n 9 5 % a n d y i e l d i s m o r e 
t h a n 8 5 % [ 6 2 ] . E f f i c i e n c y o f o n l y t h e m e c h a n i c a l p r o c e s s , u n f o r t u n a t e l y , i s n o t g i v e n 
b u t p r o b a b l y i s i n s u f f i c i e n t f o r o r d i n a r y u s e o f t h e p o l y m e r . I n s t e a d o f d r y i n g a n d 
a i r c l a s s i f i c a t i o n , s u s p e n s i o n c a n b e i n j e c t e d t o h y d r o c y c l o n e . T h e e f f l u e n t c o m i n g 
o u t o f t o p s e c t i o n c o n t a i n s P H B . T h e e f f l u e n t i s s p r a y - d r i e d t o o b t a i n P H B t h a t h a s 
p u r i t y h i g h e r t h a n 9 5 % a n d y i e l d i s a b o u t 9 0 % [ 6 3 ] . 

I n a n o t h e r p a t e n t [ 6 4 ] , c o n t i n u o u s j e t s e p a r a t o r i s u s e d . A c c o r d i n g t o t h e a u t h o r s , 
c e n t r i f u g e s f a i l e d f o r t h e s e p a r a t i o n , b u t j e t s e p a r a t o r g i v e s g o o d r e s u l t s . A f t e r h i g h 
p r e s s u r e h o m o g e n i z a t i o n , s u s p e n s i o n i s p u r i f i e d b y t h e j e t s e p a r a t o r a n d d i l u t e d 
w i t h d i s t i l l e d w a t e r . D i l u t e d s u s p e n s i o n i s s e p a r a t e d a g a i n , a n d P H B - c o n t a i n i n g 
s t r e a m i s s p r a y d r i e d . 9 8 % p u r i t y c a n b e r e a c h e d b y t h i s m e t h o d . P r o c e s s c a n b e 
f u r t h e r i m p r o v e d b y a l k a l i a n d a c i d w a s h a n d p o s s i b l y b l e a c h i n g w i t h h y p o c h l o r i t e 
o r h y d r o g e n p e r o x i d e i n l a s t s t a g e . P u r i t y i n c r e a s e s f r o m 9 5 . 5 % t o 9 9 . 9 %. A n o t h e r 
a d v a n t a g e i s t h a t p u r i f i e d p o l y m e r r e p o r t e d l y w i t h s t a n d s h i g h t e m p e r a t u r e s b e t t e r 
[ 6 5 ] . 

M e c h a n i c a l d i s i n t e g r a t i o n c a n b e c o m b i n e d w i t h t w o p h a s e a q u e o u s s e p a r a t i o n . 
A f t e r c u l t i v a t i o n , c e l l s c a n b e u l t r a s o n i c a t e d a n d m i x e d w i t h t h e r m o r e s p o n s i v e p o l y 
m e r s o l u t i o n . E x a m p l e o f t h e p o l y m e r i s P E G - b l o c k - P P G . T h e s o l u t i o n i s t h e n 
h e a t e d t o 6 5 °C a n d p h a s e s s e p a r a t e . I m p u r i t i e s c o n c e n t r a t e i n a t o p a q u e o u s 
p h a s e , w h i l e P H B a n d t h e r m o r e s p o n s i v e p o l y m e r a r e i n b o t t o m p h a s e . B o t t o m 
p h a s e i s c e n t r i f u g e d , a n d p e l l e t i s w a s h e d t o o b t a i n P H B . S u p e r n a t a n t c o n t a i n i n g 
t h e r m o r e s p o n s i v e p o l y m e r c a n b e u s e d r e p e a t e d l y [ 6 6 ] . P u r i t y a n d y i e l d a r e n o t 
a n y i m p r e s s i v e a n d c o m p a r a t i v e e x a m p l e i s m i s s i n g ; t h e r e f o r e , i t i s n o t c l e a r i f t h e 
p r o c e d u r e i s m o r e e f f i c i e n t t h a n m e r e d i s i n t e g r a t i o n a n d c e n t r i f u g a t i o n . 
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1.1.3.2 Mechanical disruption - conclusion 

P u r e l y m e c h a n i c a l p r o c e s s e s h a v e t w o m a i n d i s a d v a n t a g e s - n e c e s s i t y o f l a r g e i n 
v e s t m e n t s t o h o m o g e n i z e r s a n d s e p a r a t o r s a n d l o w p u r i t y o f t h e p r o d u c t . T h e m a i n 
a d v a n t a g e i s n o n e e d o f o t h e r c h e m i c a l s a n d t h a t b i o m a s s d e b r i s i s t h e o n l y w a s t e . 
A p p a r e n t l y , p r o s d o n ' t o v e r c o m e c o n s b e c a u s e t h e a u t h o r s o f p u r e l y m e c h a n i c a l 
m e t h o d s u s u a l l y i m p r o v e t h e m b y e x t r a c t i o n o r d i g e s t i o n s t e p i n t h e i r f o l l o w i n g 
p u b l i c a t i o n s . P u r i t y t h e n i n c r e a s e s , b u t t h e p r i c e i s i n c r e a s e d c o m p l e x i t y o f o v e r a l l 
p r o c e s s . C o n s i d e r i n g a l l t h e a s p e c t s , m e c h a n i c a l m e t h o d s d o n ' t s e e m t o b e p r a c t i 
c a l l y u s e f u l f o r o u r p u r p o s e s . 

1.2 PHB derivatives 

M a i n g o a l o f P H B t e c h n o l o g y i s t o o b t a i n p u r e P H B t h a t w o u l d b e u s e d a s a 
p l a s t i c . B u t P H B c a n b e a l s o f u r t h e r t r e a t e d ( c h e m i c a l l y o r p h y s i c a l l y ) t o o b t a i n 
i t s d e r i v a t i v e s . F o r p u r p o s e s o f t h i s w o r k , t h e d e r i v a t i v e s w i l l b e g r o u p e d t o t h r e e 
c a t e g o r i e s : 

• m o n o m e r i c d e r i v a t i v e s ( c r o t o n i c a c i d , 3 - h y d r o x y b u t y r i c a c i d , e s t e r s o f t h e a c i d s 
e t c . ) 

• o l i g o m e r s 
• p o l y m e r i c s p e c i a l t i e s ( P H B m i c r o - a n d n a n o p a r t i c l e s , b i o f i l l e r s e t c . ) 

S o m e d e r i v a t i v e s a r e o f h i g h v a l u e , f o r e x a m p l e m i c r o p a r t i c l e s f o r c o s m e t i c s o r 
n a n o p a r t i c l e s f o r m e d i c a l a p p l i c a t i o n s . T h e r e f o r e , t h e i r t e c h n o l o g y m a y s t a r t w i t h 
h i g h q u a l i t y v i r g i n P H B . O t h e r d e r i v a t i v e s a r e o f l o w e r v a l u e t h a n v i r g i n P H B o r 
c a n b e e a s i l y m a n u f a c t u r e d f r o m d i f f e r e n t s t a r t i n g m a t e r i a l . F o r e x a m p l e , c r o t o n i c 
a c i d c a n b e p r o d u c e d f r o m c h e a p p e t r o c h e m i c a l s [67] a n d ( R ) - 3 - h y d r o x y b u t y r i c a c i d 
c a n b e p r e p a r e d b y c a t a l y t i c r e d u c t i o n o f a c e t o a c e t a t e o r f e r m e n t a t i o n [ 6 8 ] . I n t h a t 
c a s e , i t i s m e a n i n g l e s s t o u s e v i r g i n P H B a s a r e s o u r c e . B u t t h e y c a n b e d e s i r e d 
p r o d u c t o f s o - c a l l e d c h e m i c a l r e c y c l i n g o f P H B . 

1.2.1 Monomeric derivatives 

M o n o m e r i c d e r i v a t i v e s a r e o b t a i n e d b y d e p o l y m e r i z a t i o n o f P H B . C o m m o n l y u s e d 
w a y s o f d e p o l y m e r i z a t i o n a r e h y d r o l y s i s , a l c o h o l y s i s , e l i m i n a t i o n o r r e d u c t i o n , y e l d -
i n g ( R ) - 3 - h y d r o x y b u t y r i c a c i d , i t s e s t e r s , c r o t o n i c a c i d o r ( R ) - l , 3 - b u t a n e d i o l a s p r o d 
u c t s . I n f o l l o w i n g s e c t i o n , t h e s e c h e m i c a l s w i l l b e b r i e f l y d i s c u s s e d . 
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O H 0 

O H 

F i g . 1 . 1 2 : ( R ) - 3 - h y d r o x y b u t y r i c a c i d 

1.2.1.1 (R)-3-hydroxybutyric acid 

Properties and uses ( R ) - 3 - h y d r o x y b u t y r i c a c i d ( C 4 H 8 0 3 , M = 1 0 4 . 1 0 6 , C A S 6 2 5 -
7 2 - 9 ) h a s a m e l t i n g p o i n t 4 4 - 4 6 °C [ 6 9 ] , b o i l i n g p o i n t i s 8 5 - 8 7 °C a t 0 . 0 8 T o r r [ 7 0 ] . 
I t ' s a c h i r a l c o m p o u n d w i t h r o t a r y o p t i c a l p o w e r -24.7°(c=5g/100ml, w a t e r ) . I t ' s 
n a t u r a l l y o c c u r r i n g m e t a b o l i t e a n d c a n b e f o u n d i n a n i m a l a n d h u m a n b o d i e s [ 7 1 ] . I t 
i s a s e x p h e r o m o n e o f s p i d e r L i n y p h i a t r i a n g u l a r i s [72] ( f i g . 1 . 1 3 ) . I t i s a u s e f u l b u i l d 
i n g b l o c k i n o r g a n i c s y n t h e s i s [70] a n d c a n b e u s e d a s p l a s t i c i z e r p r e c u r s o r [ 7 3 ] , b u t 
m o s t u s e s a r e r e l a t e d t o i t s b i o a c t i v i t y . O n e s t u d y s h o w s t h a t i t i m p r o v e s l o c o m o 
t i o n a n d r e l i e v e s h y p e r s e n s i t i v i t y i n m i c e a f t e r s p i n a l c o r d i n j u r y [ 7 4 ] . I t c a n i n d u c e 
k e t o s i s a n d r e l a t e d e f f e c t s o n h e a l t h , f o r e x a m p l e f a s t e r c a t a b o l i s m o f f a t s , l o w e r 
c h o l e s t e r o l l e v e l s , i m p r o v e d b r a i n f u n c t i o n [ 7 1 , 7 5 ] o r b e t t e r c o n t r o l o v e r s e i z u r e s i n 
p a t i e n t s w i t h p h a r m a c o - r e s i s t a n t e p i l e p s y [ 7 6 ] . I t w a s s u g g e s t e d a s a t r e a t m e n t f o r 
n o n - a l c o h o l i c f a t t y l i v e r d i s e a s e , n o n - a l c o h o l i c s t e a t o h e p a t i t i s , a l c o h o l i c s t e a t o h e p -
a t i t i s o r n o n - a l c o h o l i c f a t t y l i v e r [ 7 7 ] . I t c a n b e u s e d a s n u t r i t i o n a l s u p p l e m e n t s t o 
i n c r e a s e p h y s i c a l p e r f o r m a n c e a n d a s t h e r a p e u t i c s t o a m e l i o r a t e s y m p t o m s o f m e d i 
c a l c o n d i t i o n s , p a r t i c u l a r l y n e u r o l o g i c a l c o n d i t i o n s , s u c h a s A l z h e i m e r ' s a n d s i m i l a r 

Preparation D i r e c t h y d r o l y s i s o f t h e p o l y m e r i s u n s u i t a b l e b e c a u s e h a r s h c o n d i 
t i o n s a r e r e q u i r e d . L o n g t i m e s a n d h i g h t e m p e r a t u r e s r e s u l t i n f o r m a t i o n o f c r o t o n i c 
a c i d ( f i g . 1 . 1 4 ) t h a t i s h a r d t o r e m o v e [ 7 9 , 7 0 ] . 

E n z y m a t i c a l m e t h o d s a r e p o s s i b l e [ 8 0 ] , b u t a v a i l a b i l i t y a n d p r i c e o f t h e e n z y m e s 
l i m i t t h e i r u s e . M o s t c o m m o n m e t h o d i s a l c o h o l y s i s o f P H B a n d s u b s e q u e n t h y d r o l y -

[ 7 8 ] . 

F i g . 1 . 1 3 : L i n y p h i a t r i a n g u l a r i s 
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F i g . 1 . 1 4 : H y d r o l y s i s o f P H B 

s i s o f t h e e s t e r ( f i g . 1 . 1 5 ) . Y i e l d s a r e t y p i c a l l y h i g h , a n d r a c e m i z a t i o n d o e s n ' t o c c u r 
[ 8 1 , 8 2 , 8 3 , 8 4 ] . D u e t o a v a i l a b i l i t y o f r e a g e n t s a n d e a s y s e p a r a t i o n , t h e m e t h o d 
s e e m s i d e a l . 

O H 0 O H O 

F i g . 1 . 1 5 : H y d r o l y s i s o f ( R ) - 3 - h y d r o x y b u t y r i c a c i d e s t e r 

1.2.1.2 Esters of (R)-3-hydroxybutyric acid 

O H 0 

F i g . 1 . 1 6 : ( R ) - 3 - h y d r o x y b u t y r i c a c i d e s t e r 

Properties and uses M e t h y l e s t e r ( C A S 3 9 7 6 - 6 9 - 0 ) a n d e t h y l e s t e r ( C A S 2 4 9 1 5 - 9 5 -
5 ) a r e t h e m o s t c o m m o n . E t h y l e s t e r finds i t s u s e a s a s o l v e n t a n d f o o d flavoring. 
M e t h y l e s t e r a n d ( - ) - m e n t h y l e s t e r a r e a l s o flavorings [ 8 5 ] . M e t h y l e s t e r i s c o n s i d e r e d 
p r o m i s i n g b i o f u e l w i t h e x p e c t e d p r i c e a r o u n d 1.2 U S D / k g [ 8 6 ] . B u t y l e s t e r i s m a r 
k e t e d a s a h i g h - p e r f o r m a n c e s o l v e n t f o r h o u s e h o l d c l e a n e r s [ 8 7 ] . F a t t y a l c o h o l e s t e r s 
c a n b e i n t e r m e d i a t e s f o r s p e c i a l t y s u r f a c t a n t s [ 8 8 ] . E s t e r s o f ( R ) - 3 - h y d r o x y b u t y r i c 
a c i d a r e r e a d i l y m e t a b o l i z e d t o f r e e a c i d a n d t h e r e f o r e c a n b e u s e d a s i t s p r e c u r s o r s i n 
d i e t a r y s u p p l e m e n t s . C o m m o n e s t e r s a n d f r e e a c i d a r e r e p o r t e d t o h a v e u n p l e a s a n t 
t a s t e t h a t c a n d i s c o u r a g e u s e r s f r o m t r e a t m e n t . S o m e u n u s u a l e s t e r s ( f o r e x a m p l e 
b u t a n d i o l m o n o e s t e r ) w e r e f o u n d t o b e m o r e s e n s o r i a l l y a c c e p t a b l e [ 8 9 ] . 

Preparation A s m e n t i o n e d p r e v i o u s l y , t h e e s t e r s c a n b e p r e p a r e d b y a l c o h o l y s i s o f 
P H B [ 8 1 , 8 2 , 8 3 , 8 4 , 7 0 , 6 9 ] . M o r e o v e r , w a s t e P H B c a n b e u s e d a s s t a r t i n g m a t e r i a l 
[90] a n d a l c o h o l y s i s i s t h e r e f o r e p r o m i s i n g w a y o f c h e m i c a l r e c y c l i n g o f P H B ( f i g . 
1 . 1 7 ) . 
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O H 0 

F i g . 1 . 1 7 : A l c o h o l y s i s o f P H B 

O t h e r , P H B - u n r e l a t e d m e t h o d s i n c l u d e f o r e x a m p l e r e d u c t i o n o f a c e t o a c e t a t e 
e s t e r s [91] o r a l c o h o l y s i s o f l a c t o n [73] ( f i g . 1 . 1 8 ) . R a c e m i c o r o p t i c a l l y p u r e e s t e r s 
c a n b e o b t a i n e d , d e p e n d i n g o n c a t a l y s t a n d p r e c u r s o r , r e s p e c t i v e l y . 

\ /P 0 H 0 

\ % + R - O H — X A 0 * 

0 0 O H 0 

F i g . 1 . 1 8 : E x a m p l e m e t h o d s f o r a l k y l 3 - h y d r o x y b u t y r a t e p r e p a r a t i o n 

1.2.1.3 Crotonic acid 

0 

F i g . 1 . 1 9 : C r o t o n i c a c i d 

Properties and uses C r o t o n i c a c i d ( C A S 1 0 7 - 9 3 - 7 ) i s w h i t e c r y s t a l l i n e s o l i d w i t h 
t y p i c a l o d o r . M e l t i n g p o i n t i s 7 2 °C, b o i l i n g p o i n t i s 1 8 9 °C. I t i s s l i g h t l y s o l u b l e 
i n w a t e r a n d s o l u b l e i n p o l a r o r g a n i c s o l v e n t s ( a l c o h o l s , k e t o n e s , e t h y l a c e t a t e ) . I t 
h a s w i d e s p r e a d u s e i n c h e m i c a l t e c h n o l o g y . F r e e a c i d i s u s e d i n m o t o r f u e l s , f o r 
m e t a l e t c h i n g , e l e c t r o c h e m i c a l m e t a l d e p o s i t i o n o r P V C h e a t s t a b i l i z a t i o n . B u t i t s 
m a i n u s e i s i n t h e s y n t h e s i s o f c o p o l y m e r s w i t h a v a r i e t y o f c o m o n o m e r s . E s p e c i a l l y 
i m p o r t a n t a r e c o p o l y m e r s w i t h v i n y l a c e t a t e . C o p o l y m e r s o f c r o t o n i c a c i d h a v e a 
b r o a d r a n g e o f a p p l i c a t i o n s , f o r e x a m p l e i n p a i n t s a n d c o a t i n g s , a d h e s i v e s , p a p e r a n d 
t e x t i l e c o a t i n g s , flocculants, b i n d e r s , a g r o c h e m i c a l s a n d d r i l l i n g a d d i t i v e s . E s t e r s o f 
c r o t o n i c a c i d s e r v e a s a n t i m i c r o b i a l a g e n t s i n d e o d o r a n t s . F a t t y a l c o h o l e s t e r s o f 
c r o t o n i c a c i d a r e u s e d i n l e a t h e r i n d u s t r y . I t i s a p r e c u r s o r f o r s e v e r a l a g r o c h e m i c a l s 
a n d p h a r m a c e u t i c a l s , f o r e x a m p l e c r o t a m i t o n i s a n t i - i t c h i n g d r u g [ 6 7 ] . 
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Preparation I n d u s t r i a l l y , c r o t o n i c a c i d i s p r o d u c e d b y i s o m e r i z a t i o n o f v i n y l a c 
e t a t e o r , p r e f e r a b l y , b y o x i d a t i o n o f b u t - 2 - e n a l [67] ( f i g . 1 . 2 0 ) . 

O 0 

O 

F i g . 1 . 2 0 : M e t h o d s f o r i n d u s t r i a l p r o d u c t i o n o f c r o t o n i c a c i d 

O n a l a b o r a t o r y s c a l e i t c a n b e p r e p a r e d f r o m 2 - h y d r o x y b u t a n o i c a c i d , b y p h o 
t o c h e m i c a l o x i d a t i o n o f c r o t o n a l d e h y d e , c o n d e n s a t i o n o f a c e t a l d e h y d e a n d m a l o n i c 
a c i d , t h e r m a l d e g r a d a t i o n o f P H B a n d m a n y o t h e r m e t h o d s [67] ( f i g . 1 . 2 1 ) . 

O H 0 0 

O H O h 

h v 0 

O H 
0 0 0 

+ X X 
O H O O H ^ ' O H 

H o f - ^ o ] H -
n 

F i g . 1 . 2 1 : E x a m p l e m e t h o d s f o r p r e p a r a t i o n o f c r o t o n i c a c i d 

1.2.1.4 (R)-l,3-butanediol 

O H O H 

F i g . 1 . 2 2 : ( R ) - l , 3 - b u t a n e d i o l 

Properties and uses I t i s a c o l o r l e s s v i s c o u s l i q u i d w i t h b o i l i n g p o i n t 9 8 - 1 0 2 °C 
( a t 1 1 T o r r ) [ 7 0 ] . I t h a s a s p e c i f i c r o t a t i o n ( e t h a n o l ) o f -18.8° [ 9 2 ] . I t i s a k e t o -
g e n i c c o m p o u n d a n d h a s s i m i l a r p h y s i o l o g i c a l e f f e c t s a s 3 - h y d r o x y b u t y r i c a c i d a n d 
i t s e s t e r s . T h e r e f o r e , i t c a n b e u s e d a s p h a r m a c e u t i c a l o r d i e t a r y s u p p l e m e n t f o r 
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s i m i l a r d i a g n o s e s [ 9 3 , 9 4 ] . F o r o t h e r t h a n m e d i c a l a p p l i c a t i o n s , c h e a p e r r a c e m i c 
1 , 3 - b u t a n e d i o l i s u s u a l l y u s e d . E x a m p l e u s e s a r e s y n t h e s i s o f p o l y e s t e r r e s i n s [92] o r 
a s h u m e c t a n t i n c o s m e t i c s . I t r e t a r d s l o s s o f a r o m a s a n d p r e s e r v e s c o s m e t i c s a g a i n s t 
s p o i l a g e b y m i c r o o r g a n i s m s . I t i s o f t e n u s e d i n h a i r s p r a y s a n d s e t t i n g l o t i o n s . [ 9 5 ] . 

Preparation I t i s u s u a l l y p r e p a r e d b y r e d u c t i o n o f n a t u r a l l y d e r i v e d c h i r a l p r e c u r 
s o r ( f i g . 1 . 2 3 ) . S t a r t i n g m a t e r i a l c a n b e ( R ) - 3 - h y d r o x y b u t y r i c a c i d [96] o r i t s e s t e r s 
[ 9 7 ] . 

0 H 9, O H O H 

A - ' ~ X J 

F i g . 1 . 2 3 : R e d u c t i o n o f c h i r a l e s t e r 

P r o c e d u r e s s t a r t i n g w i t h P H B w e r e a l s o d e s c r i b e d , u s u a l l y t h e r e d u c t i o n a g e n t 
i s L A H [ 9 8 , 7 0 ] ( f i g . 1 . 2 4 ) . 

O H O H 
X J 

F i g . 1 . 2 4 : P H B r e d u c t i o n 

1.2.1.5 Other monomeric derivatives 

3 - ( R ) - h y d r o x y b u t y r a t e s k e l e t o n i s a v e r s a t i l e b u i l d i n g b l o c k f o r o r g a n i c s y n t h e s i s , 
d u e t o e n a n t i o m e r i c p u r i t y f o r r e a s o n a b l e p r i c e [ 9 9 , 1 0 0 ] . O t h e r d e r i v a t i v e s c a n 
b e p r e p a r e d b y d i f f e r e n t r e a c t i o n s o f t h e a b o v e . D e r i v a t i z a t i o n o n C I ( c a r b o x y l i c 
g r o u p ) c a n l e a d t o a m i d e s , t h i o l s , h a l o g e n i d e s o r u n u s u a l e s t e r s . H y d r o x y l o n C 3 c a n 
b e s u b s t i t u t e d o r h y d r o x y g r o u p c a n b e a l k y l a t e d o r a c y l a t e d . M u l t i s t e p r e a c t i o n s 
c a n l e a d t o b e t a - l a c t a m a n t i b i o t i c s p r e c u r s o r s [ 1 0 1 , 1 0 2 ] . 

1.2.2 Oligomers 

Properties and uses V e r y s h o r t o l i g o m e r s ( d i m e r , t r i m e r ) h a v e a n t i o x i d a n t a c t i v 
i t y a n d a r e s u g g e s t e d a s t r e a t m e n t o r p r e v e n t i o n o f o x i d a t i v e s t r e s s r e l a t e d d i s e a s e s 
[ 1 0 3 ] . I n b i o m e d i c a l r e s e a r c h , o l i g o - ( R ) - 3 - h y d r o x y b u t y r a t e s a r e u s e d f o r p r e p a r a t i o n 
o f b i o c o m p a t i b l e p o l y u r e t h a n e s [ 1 0 4 ] o r b l o c k c o p o l y m e r f o r d r u g d e l i v e r y [ 1 0 5 , 1 0 6 ] . 
D i f f e r e n t c o m p o u n d s , l i k e a n t i o x i d a n t s , p e s t i c i d e s o r p h a r m a c e u t i c a l s c a n b e b o u n d 
t o o l i g o m e r . R e s u l t i n g c o n j u g a t e i s t h e n a b l e t o c o n t r o l l a b l y r e l e a s e t h e a c t i v e c o m 
p o u n d [ 1 0 7 , 1 0 8 , 1 0 9 , 1 1 0 , 1 1 1 ] . O l i g o m e r s a l s o find t h e i r p l a c e i n m a t e r i a l r e s e a r c h . 
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F i g . 1 .26 : C o u p l i n g a n d d e p r o t e c t i o n o f t h e b u i l d i n g b l o c s 

T h e y c a n b e c o p o l y m e r i z e d w i t h P E G o r p o l y u r e t h a n e . C o p o l y m e r s c a n b e u s e f u l i n 
m a n y m a t e r i a l a p p l i c a t i o n s f o r w h i c h P H B o n i t s o w n i s t o o b r i t t l e o r s t i f f [ 1 1 2 , 1 1 3 ] . 

Preparation M o s t c o m m o n w a y o f o l i g o m e r p r e p a r a t i o n i s " b o t t o m - u p " m e t h o d , 
f o r e x a m p l e p o l y m e r i z a t i o n o f b e t a - b u t y r o l a c t o n [ 1 1 4 , 1 1 5 , 1 1 6 , 1 0 5 , 1 1 7 ] o r c o n d e n 
s a t i o n o f p r o t e c t e d b u i l d i n g b l o c k s ( f i g . 1 . 2 5 ) d e v e l o p e d b y S e e b a c h ' s t e a m [ 1 1 8 , 1 1 9 ] . 
S e e b a c h ' s t e c h n i q u e i s m u l t i s t e p a n d l a b o r i o u s b u t e n a b l e s p r e p a r a t i o n o f m o n o d i s -
p e r s e o l i g o m e r s w i t h t o t a l c o n t r o l o v e r c h a i n l e n g t h ( f i g . 1 . 2 6 ) . I f n e e d e d , ( S ) -
3 - h y d r o x y b u t y r i c u n i t s c a n b e i n c o r p o r a t e d , a g a i n w i t h p e r f e c t c o n t r o l o v e r t h e i r 
p o s i t i o n i n o l i g o m e r i c c h a i n . S e e b a c h ' s o l i g o m e r s w e r e u s e d f o r f u n d a m e n t a l r e s e a r c h 
o f P H B c r y s t a l l i z a t i o n a n d i t s m e t a b o l i s m . T h e s e m e t h o d s , h o w e v e r , a r e o u t o f o u r 
s c o p e b e c a u s e t h e y d o n ' t u s e P H B a s s t a r t i n g m a t e r i a l . 

P r e p a r a t i o n " t o p - d o w n " , f r o m P H B , i s p o s s i b l e b y p a r t i a l d e p o l y m e r i z a t i o n . 
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n m 

F i g . 1 . 2 7 : T o p - d o w n s y n t h e s i s o f o l i g o m e r s 

: 0 : 0 • 

n m 

F i g . 1 . 2 8 : S y n t h e s e s o f t e l e c h e l i c - O H t e r m i n a t e d o l i g o m e r s 

C o n d i t i o n s o f d e p o l y m e r i z a t i o n d e p e n d o n t h e r e q u i r e d e n d g r o u p s o f t h e o l i g o m e r . 
N o n f u n c t i o n a l i z e d o l i g o m e r s , w i t h " n a t u r a l " e n d g r o u p s - O H a n d - C O O H c a n b e 
p r e p a r e d b y p a r t i a l h y d r o l y s i s i n g l a c i a l a c e t i c a c i d [ 1 2 0 ] ( f i g . 1 . 2 7 ) . 

I f t h e t e r m i n a t i o n s h o u l d b e d o u b l e b o n d a n d c a r b o x y l i c g r o u p , s i m p l e t h e r m a l 
d e g r a d a t i o n i s a n o p t i o n [ 3 1 ] . I f t w o o r m o r e - O H g r o u p s a r e r e q u i r e d , t h e p o l y m e r 
c a n b e p a r t i a l l y a l c o h o l y z e d u s i n g p o l y o l [ 1 2 1 , 1 0 3 , 1 2 2 , 1 1 3 ] . T h e p r o d u c t c a n b e 
u s e d f o r e x a m p l e f o r p r e p a r a t i o n o f K o l o m a z n i k ' s c o p o l y m e r [ 1 1 3 ] . A n o t h e r s t r a t e g y 
f o r g e t t i n g - O H t e r m i n a t e d t e l e c h e l i c p o l y m e r i s p a r t i a l r e d u c t i o n o f P H B w i t h , f o r 
e x a m p l e , L 1 B H 4 [ 1 1 1 ] ( f i g . 1 . 2 8 ) . 

O t h e r f u n c t i o n a l g r o u p s c a n b e i n t r o d u c e d b y r e a c t i o n o f t h u s o b t a i n e d h y d r o x -
y l s , d o u b l e b o n d s a n d c a r b o x y l s . F o r e x a m p l e , t o o b t a i n e p o x y - t e r m i n a t e d o l i g o m e r , 
d o u b l e b o n d c a n b e o x i d i z e d w i t h p e r o x y a c i d o r c a r b o x y g r o u p c a n b e r e a c t e d w i t h 
e p i b r o m h y d r i n [ 1 2 3 ] . 

1.2.3 Polymeric specialties 

1.2.3.1 Functional fillers 

P H B i n c o n c e n t r a t i o n 1 - 1 0 % c a n b e u s e d a s a filler f o r p o l y u r e t h a n e t o i m p r o v e 
i t s m e c h a n i c a l p r o p e r t i e s [ 1 2 4 ] . P o w d e r e d P H B m a y s e r v e a s n u c l e a t i o n a g e n t i n 
d i f f e r e n t p l a s t i c s . 

1.2.3.2 Cosmetic additives 

P o l y m e r a d d i t i v e s a r e p r e s e n t i n m a n y c o s m e t i c p r o d u c t s . C u r r e n t l y u s e d p o l y m e r 
a d d i t i v e s a r e u s u a l l y m a d e o f n o n d e g r a d a b l e p o l y m e r s a n d a r e c r i t i c i z e d f o r t h e i r 
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n e g a t i v e e f f e c t o n t h e e n v i r o n m e n t ( " m i c r o p l a s t i c p r o b l e m " ) [ 1 2 5 , 1 2 6 , 1 2 7 ] . T h e 
a d d i t i v e s c a n b e v i s i b l e p a r t i c l e s , b u t m o r e o f t e n , a r e p r e s e n t i n a f o r m o f f i n e 
p o w d e r s , s y n t h e t i c w a x e s o r h e a v y o i l s . S o m e a u t h o r s c o n s i d e r s o l u b l e s y n t h e t i c 
p o l y m e r s m i c r o p l a s t i c s , t o o . P o l y m e r s i n c o s m e t i c s s e r v e , f o r e x a m p l e , a s a b r a s i v e s 
i n s c r u b s , t h i c k e n e r s i n g e l f o r m u l a t i o n s , m a t t i n g i n g r e d i e n t s i n d e c o r a t i v e c a r e , 
f i l l e r s i n s o l i d c o s m e t i c s ( l i p s t i c k s , e y e s h a d o w s . . . ) a n d s t a b i l i z e r s i n e m u l s i o n s . 
P o r o u s p a r t i c l e s c a n b e u s e d a s c a r r i e r s f o r a c t i v e c o m p o u n d s [ 1 2 8 ] . A p p a r e n t l y , 
m i c r o p l a s t i c s a r e w i d e l y u s e d a n d t h e r a n g e o f p r o d u c t s w i t h m i c r o p l a s t i c i n g r e d i e n t s 
i s b i g g e r t h a n o n e w o u l d e x p e c t . 

D e t e r m i n i n g w h i c h o f t h e s y n t h e t i c p o l y m e r s m e e t s t h e d e f i n i t i o n o f m i c r o p l a s t i c s 
a n d w h i c h d o e s n o t i s n o t a n e a s y t a s k . T h e d e f i n i t i o n i s r e l a t i v e l y c l e a r , b u t i t i s 
d i f f i c u l t t o c l e a r l y d e t e r m i n e w h e t h e r t h e g i v e n i n g r e d i e n t i s a m i c r o p l a s t i c . O n l y 
I N C I n a m e s a r e p u b l i c l y a v a i l a b l e , b u t t h e y d o n o t s a y a n y t h i n g a b o u t t h e p h y s i c a l 
f o r m . E . g . u n d e r I N C I " p o l y e t h y l e n e " t h e r e m a y b e a l o w m o l e c u l a r w e i g h t w a x 
s e r v i n g a s a t h i c k e n e r ( i . e . n o t a m i c r o p l a s t i c ) b u t a l s o a b r a s i v e m i c r o p a r t i c l e s 
( t y p i c a l m i c r o p l a s t i c s ) . D e s p i t e t h e s e a m b i g u i t i e s , E C H A h a s p u b l i s h e d t w o l i s t s o f 
s y n t h e t i c p o l y m e r s w h i c h c o u l d b e c o n s i d e r e d m i c r o p l a s t i c s [ 1 2 9 ] . T h e first, s h o r t e r 
l i s t c o n t a i n s t h e p o l y m e r s w h i c h a r e c o n s i d e r e d t o b e t h e m o s t p r o b l e m a t i c . I f a 
m i l d e r v e r s i o n o f t h e e n v i s a g e d r e s t r i c t i o n w e r e p a s s e d , o n l y t h e s e p o l y m e r s w o u l d 
p r o b a b l y b e r e s t r i c t e d ( " l o w s c e n a r i o " ) . T h e l a r g e r l i s t c o n t a i n s 5 2 0 p o l y m e r s , t h a t 
w o u l d b e b a n n e d i n t h e e v e n t o f a t o u g h r e s t r i c t i o n ( " h i g h s c e n a r i o " ) . G i v e n t h a t a 
b a n o n t h e s e 5 2 0 s y n t h e t i c p o l y m e r s w o u l d l e a d t o t h e e n d o f t h e E u r o p e a n c o s m e t i c s 
i n d u s t r y , o n l y t h e s h o r t e r l i s t m i g h t b e c o n s i d e r e d a u t h o r i t a t i v e . 

P H B - b a s e d a l t e r n a t i v e s a r e u n d e r d e v e l o p m e n t . F o r e x a m p l e , c o l o r e d P H B m i 
c r o p a r t i c l e s f o r u s e i n d e c o r a t i v e c a r e a r e p a t e n t e d [ 1 3 0 ] . S c r u b p a r t i c l e s b a s e d o n 
P H B w e r e d e v e l o p e d o n F C H B U T [131 ] a n d a r e c u r r e n t l y m a r k e t e d . O u r n e x t r e 
s e a r c h w i l l b e f o c u s e d o n d e v e l o p i n g fine P H B p o w d e r s a s a n o t h e r g r a d e f o r d i f f e r e n t 
u s e s . 
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2 Aims 
T h e m a i n a i m o f t h i s w o r k w a s t o i m p r o v e m e t h o d s f o r P H B s e p a r a t i o n f r o m b a c t e 
r i a l b i o m a s s . W o r k w a s f o c u s e d o n m e t h o d s o f e x t r a c t i o n a n d d i g e s t i o n t h a t , b a s e d 
o n l i t e r a t u r e r e v i e w a n d c o n s u l t i n g w i t h o u r i n d u s t r i a l p a r t n e r s , w e r e c o n c l u d e d t o 
b e t h e m o s t p r o m i s i n g s t r a t e g i e s . 

R e g a r d i n g e x t r a c t i o n , m a i n l y b i o m a s s p r e t r e a t m e n t m e t h o d s w e r e e x p e r i m e n 
t a l l y s t u d i e d . A s d e s c r i b e d i n T h e o r e t i c a l s e c t i o n , d r i e d b i o m a s s w a s p r e f e r a b l e 
s t a r t i n g m a t e r i a l f o r P H B e x t r a c t i o n , b u t s u i t a b l e p r e t r e a t m e n t s h o u l d b e d o n e t o 
e n a b l e e a s y d r y i n g . A l k a l i / a c i d - i n d u c e d f l o c c u l a t i o n w a s s t u d i e d a s a p r o m i s i n g , 
e c o n o m i c a l a n d e a s y m e t h o d . 

D i g e s t i o n m e t h o d s b a s e d o n n o n t o x i c , r e a d i l y a v a i l a b l e r e a g e n t s w e r e e x p l o r e d . I t 
i s k n o w n t h a t p u r i t y a n d m o l e c u l a r w e i g h t o f P H B f r o m a c i d - c a t a l y z e d d i g e s t i o n 
c o r r e l a t e w i t h s o - c a l l e d s e v e r e f a c t o r a n d t h a t i t c a n b e c a l c u l a t e d a c c o r d i n g t o 
e q u a t i o n 1 . 2 . V a l i d i t y o f t h e s e v e r e f a c t o r - b a s e d m o d e l w a s e v a l u a t e d . S o a p -
b a s e d d i g e s t i o n w a s s t u d i e d a s a m e t h o d t h a t u s e s v e r y e c o n o m i c a l s u r f a c t a n t , w h i c h 
i s s o a p d e r i v e d f r o m w a s t e c o o k i n g o i l , a n d g i v e s P H B w i t h h i g h m o l e c u l a r w e i g h t . 
B o t h m e t h o d s w e r e o p t i m i z e d f o r l a r g e - s c a l e e x p e r i m e n t s a n d f u t u r e i n d u s t r i a l u s e . 

A n o t h e r g o a l w a s t o i n v e s t i g a t e t h e p o t e n t i a l u s e s o f P H B . B a s e d o n a l i t e r a t u r e 
s e a r c h a n d n e g o t i a t i o n s w i t h t h e i n d u s t r i a l p a r t n e r , t h e u s e o f P H B i n c o s m e t i c s 
a n d 3 D p r i n t i n g m a t e r i a l s w a s e v a l u a t e d a s p r o m i s i n g . In silico a n a l y s i s o f t h e 
c o m p o s i t i o n o f c o s m e t i c p r o d u c t s a v a i l a b l e o n t h e C z e c h m a r k e t w a s p e r f o r m e d , 
f o c u s i n g o n t h e p r e s e n c e o f p o l y m e r s t h a t c o u l d b e r e p l a c d w i t h P H B . F o r t h e 
p u r p o s e o f a s s e s s i n g P H B a s a 3 D p r i n t i n g m a t e r i a l , t h e t h e r m a l s t a b i l i t y a n d i t s 
d e p e n d e n c e o n t h e i s o l a t i o n m e t h o d u s e d w e r e s t u d i e d . 
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3 Materials and Methods 

3.1 Materials 
B a c t e r i a l b i o m a s s o f Cupriavidus necator H 1 6 w a s d o n a t e d b y N a f i g a t e C o r p . a . s . 
( C z e c h R e p u b l i c ) . A c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r , t h e b i o m a s s w a s o b t a i n e d b y f e r 
m e n t a t i o n o f w a s t e c o o k i n g o i l a n d t h e n c o n c e n t r a t e d b y c e n t r i f u g a t i o n t o a b o u t 5 0 
% c e l l d r y w e i g h t ( C D W ) . T h e b i o m a s s w a s t h e n f r o z e n a n d s t o r e d a n d t r a n s p o r t e d 
a t - 2 0 ° C . T h e P H B c o n t e n t i n t h e C D W w a s a b o u t 7 0 %, d e p e n d i n g o n t h e b a t c h . 
S p e c i f i c d a t a o n d r y m a t t e r a n d P H B c o n t e n t i n t h e b a t c h e s u s e d w e r e a l s o p r o v i d e d 
b y t h e m a n u f a c t u r e r . W a s t e c o o k i n g o i l w a s a l s o o b t a i n e d f r o m N a f i g a t e . A c c o r d i n g 
t o t h e m a n u f a c t u r e r , s a p o n i f i c a t i o n v a l u e o f t h e o i l w a s 1 8 6 m g K O H / g a n d a c i d 
v a l u e w a s 5 m g K O H / g a n d t h e o i l c o n t a i n e d m a i n l y o l e i c , l i n o l e i c , p a l m i t i c a n d 
s t e a r i c a c i d t r i a c y l g l y c e r o l e s , d i a c y l g l y c e r o l e s , f r e e f a t t y a c i d s a n d o x i d i s e d f o r m s o f 
t h e a b o v e . I o d o m e t r i c a n a l y s i s a c c o r d i n g t o A O A C m e t h o d s [ 1 3 2 , 1 3 3 ] s h o w e d i o 
d i n e v a l u e 9 6 g / 1 0 0 g a n d p e r o x i d e v a l u e 2 0 m e q / k g . C o m m e r c i a l P H B s a m p l e w a s 
p r o v i d e d b y B i o m e r ( G e r m a n y ) . E t O H , a n d M e O H w e r e o b t a i n e d f r o m L a c h - n e r 
L L C ( C z e c h R e p u b l i c ) . P r o t e a s e f r o m Bacillus licheniformis ( 2 . 4 U / g ) , c i t r i c a c i d , 
s u c c i n i c a c i d , s t e a r i c a c i d , m a l e i c a n h y d r i d e , a n d s u c c i n i c a n h y d r i d e w e r e o b t a i n e d 
f r o m S i g m a - A l d r i c h ( G e r m a n y ) . N a C I O s o l u t i o n ( 4 . 7 % , t e c h n i c a l ) w a s p r o v i d e d 
b y B o c h e m i e a . s . ( C z e c h R e p u b l i c ) . A l l o t h e r c h e m i c a l s w e r e s u p p l i e d b y P e n t a 
C h e m i c a l s U n l i m i t e d ( C z e c h R e p u b l i c ) . 

3.2 Extraction methods 

3.2.1 Biomass pretreatment before extraction 

3.2.1.1 Attempted flocculation with acid 

F r o z e n b i o m a s s c o n t a i n i n g 5 0 % d r y m a t t e r o u t o f w h i c h 7 5 % i s P H B w a s u s e d . 
A f t e r r e a c h i n g r o o m t e m p e r a t u r e , t h e b i o m a s s w a s d i l u t e d t o 8 % C D W w i t h d i s t i l l e d 
w a t e r . B i o m a s s s u s p e n s i o n w a s a c i d i f i e d t o p H 6 - 2 w i t h d i f f e r e n t a c i d s ( H C 1 , 
H 2 S 0 4 , H 3 P O 4 , C H 3 C O O H ) . N o flocculation w a s o b s e r v e d n o r a t r o o m t e m p e r a t u r e 
n e i t h e r u p o n h e a t i n g . S u b s e q u e n t n e u t r a l i z a t i o n o f t h e a c i d i c s u s p e n s i o n w i t h a l k a l i 
( N a O H ) d i d n ' t l e a d t o t h e flocculation e i t h e r . 

3.2.1.2 Attempted flocculation with alkali 

F r o z e n b i o m a s s w a s l e f t t o r e a c h r o o m t e m p e r a t u r e a n d d i l u t e d t o 8 % C D W . T h e 
s u s p e n s i o n w a s t r e a t e d w i t h d i f f e r e n t b a s e s ( N H 3 , N a O H , K O H , t r i e t h y l a m i n e ) . 
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R a p i d i n c r e a s e o f v i s c o s i t y w a s o b s e r v e d , b u t w i t h o u t f l o c c u l a t i o n . M i x t u r e s w e r e 
h e a t e d u p t o 9 5 °C, w h i c h d i d n ' t l e a d t o f l o c c u l a t i o n e i t h e r . 

3.2.1.3 Flocculation with alkali/acid, general procedure 

B i o m a s s s u s p e n s i o n w a s a l k a l i z e d ( t e s t e d b a s e s w e r e N a O H , N H 3 , t r i e t h y l a m i n , 
C a ( O H ) 2 ) t o t h e r e q u i r e d p H ( 7 - 1 2 ) a s d e s c r i b e d a b o v e . T h e v i s c o u s g e l - l i k e 
m i x t u r e w a s h e a t e d t o t h e r e q u i r e d t e m p e r a t u r e ( 2 5 - 9 0 °C, 0 - 3 0 m i n ) . T h e n t h e 
m i x t u r e w a s a c i d i f i e d ( t e s t e d a c i d s w e r e s u l f u r i c a c i d , p h o s p h o r i c a c i d , l a c t i c a c i d , 
a c e t i c a c i d a n d a c e t a n h y d r i d e ) t o r e q u i r e d p H ( 1 - 6 ) . A t c e r t a i n p H , c o a g u l a t i o n a n d 
f o r m a t i o n o f s t i f f floes w a s o b s e r v e d . T h e floes w e r e l e f t t o s t a n d i n a c i d i c s o l u t i o n 
f o r 0 . 5 h d u r i n g w h i c h f u r t h e r s t i f f e n i n g a n d s h r i n k i n g c o u l d b e s e e n . F l o e s w e r e 
t h e n s e p a r a t e d f r o m t h e l i q u i d a n d d r i e d a t 1 0 0 °C u n t i l t h e w e i g h t w a s c o n s t a n t . 

D i f f e r e n t b i o m a s s b a t c h e s w e r e u s e d : E _ 1 8 0 6 2 0 N a f i g a t e , E _ 1 8 0 6 2 0 , E _ 1 7 0 9 1 9 
a n d w a s h e d b i o m a s s ( c e n t r i f u g e d a f t e r f e r m e n t a t i o n , m i x e d w i t h d i s t i l l e d w a t e r a n d 
c e n t r i f u g e d a g a i n b e f o r e f r e e z i n g ) . T e s t i n g w i t h f r e s h ( u n f r o z e n ) b i o m a s s w a s a l s o 
i n c l u d e d . I n f l u e n c e o f b i o m a s s s u s p e n s i o n s a l i n i t y w a s a l s o e v a l u a t e d , b y e x p e r i 
m e n t i n g w i t h 8 % w a s h e d b i o m a s s s u s p e n s i o n s c o n t a i n i n g 1 - 3 % N a C l . F u r t h e r , 
c o n c e n t r a t i o n o f b i o m a s s w a s e x p l o r e d , w i t h s a m p l e s c o n t a i n i n g 4 - 2 4 % d r y m a s s . 
S e p a r a t i o n o f floes w a s b y v a c u u m filtration o v e r s t a n d a r d filter p a p e r , filtration 
o v e r s i e v e ( 0 . 5 m m ) , w i t h o r w i t h o u t p r e s s i n g o f t h e floes. 

3.2.1.4 Flocculation with NaOH/FhSO^ large-scale procedure 

T h e e x p e r i m e n t w a s c o n d u c t e d a t t h e I n s t i t u t e o f M i c r o b i o l o g y . 3 7 5 1 o f b i o m a s s 
E _ 1 8 1 1 0 7 # 1 0 7 ( c o n t a i n e d 8 , 9 4 % d r y m a s s ) w a s p r o c e s s e d d i r e c t l y a f t e r f e r m e n t a 
t i o n . B i o m a s s w a s s t i r r e d ( 3 0 H z ) i n 4 0 0 1 b a t c h r e a c t o r w i t h s i n g l e e x t e r n a l j a c k e t . 
p H w a s i n c r e a s e d t o 9 b y a d d i t i o n o f 3 0 % N a O H a n d t h e m i x t u r e w a s h e a t e d t o 6 0 
°C. H e a t i n g t o o k 2 h a n d m e a n w h i l e , p H d r o p p e d t o 7 . 2 a n d v i s c o s i t y d e c r e a s e d . A f 
t e r w a r d s , a s a m p l e w a s w i t h d r a w n a n d flocculated i n l a b o r a t o r y . D i r e c t flocculation 
l e a d t o s o f t floes a n d t u r b i d l i q u o r , b u t i f p H o f t h e s a m p l e w a s f u r t h e r i n c r e a s e d , 
h a r d floes a n d c l e a r l i q u o r w e r e o b t a i n e d . T h e r e f o r e , a n o t h e r N a O H w a s a d d e d t o 
r e a c t o r t o i n c r e a s e v i s c o s i t y o f t h e m i x t u r e . T h e n t h e a c i d w a s a d d e d w h i l e m o n i 
t o r i n g p H a n d c o o l i n g t h e r e a c t o r . S a m p l e o f t h u s o b t a i n e d floes w a s filtered, d r i e d 
a n d e x t r a c t e d u s i n g d i e t h y l o x a l a t e a s d e s c r i b e d b e l o w . 

3.2.1.5 Flocculation with l\laOH/H3P04, large-scale procedure 

T h e e x p e r i m e n t w a s c o n d u c t e d a t t h e I n s t i t u t e o f M i c r o b i o l o g y . 1 0 0 0 1 o f b i o m a s s 
E _ 1 8 1 2 0 4 ( c o n t a i n e d 7 . 6 % d r y m a s s , o u t o f w h i c h 5 3 % i s P H B ) w a s s t i r r e d i n 
1 5 0 0 1 f e d - b a t c h f e r m e n t e r ( d u p l i c a t e d p r e s s u r e v e s s e l w i t h 4 b a f f l e s , a g i t a t e d w i t h 
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3 R u s h t o n t u r b i n e s a n d 1 H y d r o f o i l o n a s h a f t , w i t h a u t o m a t i c p H , t e m p e r a t u r e 
a n d p r e s s u r e c o n t r o l . O t h e r w i s e , p r o c e d u r e w a s a s t h e N a O H / H 2 S 0 4 e x p e r i m e n t 
d e s c r i b e d a b o v e . A f t e r f l o c c u l a t i o n , m i x t u r e o f f l o e s a n d l i q u o r w a s l e f t t o s e d i m e n t . 
L i q u o r ( c o n t a i n i n g 4 . 8 1 3 g / l P ( p h o t o m e t r i c a l l y ) a n d 0 . 3 7 9 % N a ( I C P ) ) w a s d i s 
c a r d e d , f l o c s - r i c h p h a s e s ( 3 6 0 1) w e r e c o l l e c t e d , c o n c e n t r a t e d u s i n g d r u m c e n t r i f u g e 
a n d d r i e d u s i n g v a c u u m d r i e r y i l d i n g 5 1 . 5 k g o f d r i e d f l o e s . M o i s t u r e c o n t e n t w a s 2 
%. S a m p l e o f t h e m a t e r i a l w a s u s e d f o r e x t r a c t i o n w i t h d i e t h y l o x a l a t e a s d e s c r i b e d 
b e l o w , y i e l d i n g 9 . 2 5 g o f w h i t e p r o d u c t . 

3.2.1.6 Extraction with diethyl oxalate 

T o e v a l u a t e i f t h u s o b t a i n e d f l o e s a r e s u i t a b l e f o r e x t r a c t i o n , p o l y m e r w a s e x t r a c t e d 
b y J a s e k ' s m e t h o d w i t h d i e t h y l o x a l a t e [ 2 3 ] . B r i e f l y , 2 5 g o f t h e d r i e d b i o m a s s w a s 
h e a t e d w i t h d i e t h y l o x a l a t e ( 2 5 0 g ) a t 1 3 0 - 1 4 0 °C f o r 1 5 m i n . E x t r a c t w a s v a c u u m 
filtered w h i l e h o t a n d t h e n l e f t t o c o o l t o r o o m t e m p e r a t u r e u p o n p r e c i p i t a t i o n o f 
t h e p o l y m e r . T h e p r e c i p i t a t e w a s filtered a n d g e n t l y s q u e e z e d t o r e m o v e m o s t o f t h e 
m o t h e r l i q u o r . T h e n i t w a s w a s h e d t w i c e w i t h e t h y l a c e t a t e a n d d r i e d t o c o n s t a n t 
w e i g h t . 

3.2.1.7 Extraction with chloroform 

F o r c o m p a r a t i v e e x p e r i m e n t s , s t a n d a r d m e t h o d - c h l o r o f o r m e x t r a c t i o n d e s c r i b e d 
e a r l i e r i n t h e l i t e r a t u r e [12] w a s u s e d . B r i e f l y , b i o m a s s w a s d r i e d t o c o n s t a n t w e i g h t 
a t 1 0 5 °C a n d c o a r s e l y g r i n d e d . 5 g o f d r i e d b i o m a s s w a s s t i r r e d w i t h 9 5 g o f 
c h l o r o f o r m u n d e r r e f l u x . T h e m i x t u r e w a s filtered a n d t h e filtrate w a s p r e c i p i t a t e d 
b y s l o w a d d i t i o n t o 4 0 0 m l o f c o l d m e t h a n o l . T h e n t h e p r o d u c t w a s d r i e d a t 7 0 °C 
f o r 0 . 5 h . 

3.3 Digestion methods 

3.3.1 Alkaline digestion 

3.3.1.1 Attempted alkaline digestion of untreated biomass 

F r o z e n b i o m a s s w a s l e f t t o r e a c h r o o m t e m p e r a t u r e a n d i n c u b a t e d w i t h N a O H ( t e m 
p e r a t u r e s 2 5 - 9 0 °C, p H 8 - 1 2 , t i m e 5 m i n - 5 h ) . A f t e r a d d i t i o n o f a l k a l i , v i s c o u s 
g e l w a s o b t a i n e d . H o m o g e n i z a t i o n b y h i g h s h e a r m i x e r w a s u s e d t o d e c r e a s e v i s c o s 
i t y . A t t e m p t s w e r e m a d e t o s e p a r a t e t h e p r o d u c t b y c e n t r i f u g a t i o n , h o w e v e r , d u e 
t o t h e h i g h v i s c o s i t y o f t h e m i x t u r e w e r e n o t s u c c e s s f u l . 

4 9 



3.3.1.2 Alkaline digestion of dried biomass 

P r e v i o u s l y p u b l i s h e d p r o c e d u r e [52] w a s a d a p t e d . B i o m a s s w a s d r i e d a t 1 0 5 °C t o 
c o n s t a n t w e i g h t a n d g r i n d e d . 9 . 3 6 g N a O H w a s d i s s o l v e d i n 4 5 9 m l w a t e r a n d m i x e d 
w i t h 1 2 g o f t h e d r y b i o m a s s . T h e m i x t u r e w a s s t i r r e d a t 3 7 °C f o r 4 h a n d t h e n 
c e n t r i f u g e d ( 1 0 O O O g / l O m i n ) . W h i t e p e l l e t w a s s e p a r a t e d f r o m b r o w n s u p e r n a t a n t 
a n d t h e p e l l e t w a s w a s h e d b y d i l u t i n g w i t h w a t e r t o 4 6 0 m l a n d c e n t r i f u g a t i o n . T h e 
w a s h i n g w a s r e p e a t e d o n c e m o r e w i t h w a t e r a n d t h e n w i t h e t h a n o l . T h e n t h e p e l l e t 
w a s d r i e d a t 6 0 °C f o r 5 h . 

3.3.1.3 Heat pretreatment and gelling 

F r o z e n b i o m a s s w a s l e f t t o m e l t a t r o o m t e m p e r a t u r e a n d d i l u t e d w i t h w a t e r t o 2 5 % 
C D W . t h e m i x t u r e w a s s t i r r e d a n d h e a t e d i n a p r e s s u r e v e s s e l a t g i v e n t e m p e r a t u r e 
a n d t i m e . T h e n i t w a s l e f t t o c o o l t o r o o m t e m p e r a t u r e a n d t e s t e d f o r g e l l i n g u p o n 
a l k a l i z a t i o n b y a d d i n g 2 0 % N a O H t o p H 9 . 

3.3.1.4 Alkaline digestion of heat-pretreated biomass 

B i o m a s s ( 5 g ) w a s l e f t t o r e a c h r o o m t e m p e r a t u r e a n d d i l u t e d w i t h w a t e r ( 5 m l ) t o 
2 5 % C D W . T h e n i t w a s h e a t e d f o r 1 h a t 1 0 0 °C. B i o m a s s w a s m i x e d w i t h N a O H 
s o l u t i o n ( 1 0 m l ) a n d s t i r r e d . A f t e r g i v e n t i m e a t r e q u i r e d t e m p e r a t u r e , s a m p l e w a s 
c e n t r i f u g e d ( 1 0 0 0 0 g / 1 0 m i n ) . P e l l e t w a s w a s h e d b y d i l u t i n g t o 2 0 m l w i t h w a t e r 
a n d c e n t r i f u g a t i o n . W a s h i n g w i t h w a t e r w a s r e p e a t e d t w i c e . T h e n t h e p e l l e t w a s 
d r i e d t o c o n s t a n t w e i g h t a t 1 0 5 °C. 

3.3.2 Acid digestion 

3.3.2.1 Acid digestion - general procedure 

F r o z e n b i o m a s s w a s l e f t t o r e a c h r o o m t e m p e r a t u r e a n d d i l u t e d w i t h w a t e r . A c i d 
( H 2 S 0 4 , H C 1 , H N O 3 , H C O O H o r H 3 P O 4 ) w a s a d d e d a n d t h e m i x t u r e w a s s t i r r e d 
a t g i v e n t e m p e r a t u r e f o r g i v e n t i m e . T h e n 2 0 % N a O H w a s a d d e d u n t i l t h e p H w a s 
9 , t h e m i x t u r e w a s d i l u t e d a n d c e n t r i f u g e d a t 7 0 0 0 g f o r 8 m i n . S u p e r n a t a n t w a s 
d i s c a r d e d a n d p e l l e t w a s d i l u t e d w i t h w a t e r t o t h e o r i g i n a l v o l u m e a n d c e n t r i f u g e d . 
T h e w a s h i n g w i t h w a t e r w a s r e p e a t e d t w i c e m o r e . T h e n t h e p r o d u c t w a s d r i e d a t 
1 0 5 °C t o c o n s t a n t w e i g h t . 

3.3.2.2 Digestion with HCI, optimized procedure 

7 6 0 g o f f r o z e n b i o m a s s ( w i t h 5 0 % d r y m a s s , o u t o f w h i c h 6 0 - 7 0 % i s P H B ) w a s l e f t 
t o r e a c h r o o m t e m p e r a t u r e a n d m i x e d w i t h 2 4 0 m l o f w a t e r . 3 6 % H C I w a s a d d e d t o 
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( 4 0 m l , 4 7 g , 1 6 . 9 g H C 1 , 4 5 0 m m o l ) a n d m i x t u r e w a s h e a t e d a n d v i g o r o u s l y s t i r r e d . 
A f t e r r e a c h i n g 9 0 °C, t h e m i x t u r e w a s s t i r r e d f o r 3 h a t 9 0 - 9 5 °C. P a l e b r o w n 
s u s p e n s i o n t u r n e d d a r k e r , v i s c o s i t y f i r s t s l i g h t l y i n c r e a s e d a n d t h e n d e c r e a s e d . A f t e r 
3 h , m i x t u r e w a s d i l u t e d w i t h 2 5 0 0 g o f w a t e r a n d a l k a l i z e d t o p H 9 b y a d d i n g 2 0 % 
N a O H . C o n s u m p t i o n o f N a O H d e p e n d e d o n a b a t c h o f b i o m a s s a n d r a n g e d f r o m 
1 5 2 t o 1 6 2 g ( 7 6 0 t o 8 1 0 m m o l ) . M i x t u r e w a s c e n t r i f u g e d ( 7 5 0 0 g / 6 m i n ) a n d d a r k 
b r o w n s u p e r n a t a n t d i s c a r d e d . P a l e p e l l e t ( c o n t a i n i n g m o s t l y P H B ) w e i g h t e d a r o u n d 
4 3 0 g ( t y p i c a l v a l u e ; d e p e n d s o n b i o m a s s b a t c h ) a n d c o n t a i n e d 5 7 % d r y m a t t e r . 
3 0 0 0 g o f w a t e r w a s m i x e d w i t h p e l l e t u n t i l h o m o g e n e o u s . P a l e y e l l o w m i x t u r e w a s 
c e n t r i f u g e d ( 7 5 0 0 g / 6 m i n ) , y e l l o w s u p e r n a t a n t d i s c a r d e d a n d w h i t e p e l l e t ( a r o u n d 
3 8 0 g , d r y m a t t e r 6 3 % ) w a s m i x e d w i t h a n o t h e r 3 0 0 0 g o f w a t e r a n d c e n t r i f u g e d 
i n t h e s a m e m a n n e r . S u p e r n a t a n t w a s r o u g h l y n e u t r a l ( p H a r o u n d 7 . 5 ) a n d l i t t l e 
y e l l o w i s h . P e l l e t ( 3 7 0 g , 6 5 % o f d r y m a t t e r ) w a s m i x e d w i t h a c e t o n e ( 2 5 0 0 g ) i f 
b r i g h t w h i t e c o l o r o f p r o d u c t w a s r e q u i r e d . C e n t r i f u g a t i o n ( 4 0 0 0 g / 4 m i n ) l e d t o 
p a l e y e l l o w s u p e r n a t a n t a n d w h i l e p e l l e t ( 4 0 0 g , 6 0 % d r y m a t t e r ) . P e l l e t w a s d r i e d 
f o r 1 2 h a t 1 0 5 °C. 

3.3.2.3 Digestion with HCI, large-scale procedure 

T h e t e s t w a s c o n d u c t e d a t R e s e a r c h I n s t i t u t e o f C h e m i c a l T e c h n o l o g y . 6 5 k g o f w a t e r 
w a s h e a t e d t o 9 5 °C i n 2 5 0 1 b a t c h e n a m e l e d r e a c t o r . 8 2 . 5 k g o f f r o z e n b i o m a s s ( b a t c h 
1 8 1 0 0 3 , 1 8 1 0 1 0 , 1 8 1 0 1 8 ; r e p r e s e n t a t i v e s a m p l e h a d 5 2 % d r y m a t t e r o u t o f w h i c h 
5 9 . 8 % w a s P H B ) w a s a d d e d a n d m i x t u r e w a s s t i r r e d f o r 2 5 m i n t o h o m o g e n i z e . 
T h e n h y d r o c h l o r i c a c i d ( 5 . 3 k g ) w a s a d d e d a n d c h a r g e r w a s w a s h e d w i t h 2 4 k g o f 
w a t e r . T e m p e r a t u r e d r o p p e d t o 5 3 . 4 °C. M i x t u r e w a s h e a t e d v i a e x t e r n a l j a c k e t 
( t = 1 3 0 °C) a n d s t i r r e d ( 8 0 r p m ) u n t i l t h e t e m p e r a t u r e r e a c h e d 9 0 °C ( 2 h 2 5 m i n ) . 
T h e n t h e t e m p e r a t u r e w a s m a i n t a i n e d a t 9 0 - 9 5 °C f o r 2 . 5 h o u r s . A s a m p l e ( 1 4 0 
m l ) w a s w i t h d r a w n a n d w o r k e d u p a s d e s c r i b e d a b o v e . W h i t e p r o d u c t w a s o b t a i n e d , 
i n d i c a t i n g t h a t d i g e s t i o n w a s s u c c e s s f u l . M i x t u r e i n t h e r e a c t o r w a s d i l u t e d w i t h 
w a t e r ( 1 8 3 1) a n d a l k a l i z e d t o p H 3 - 4 , w h i c h r e q u i r e d 4 k g o f 2 0 % N a O H . T h e 
s l i g h t l y a c i d i c s o l u t i o n w a s s t o r e d a t 4 °C a n d u s e d f o r c e n t r i f u g a t i o n t e s t s . S a m p l e 
o f t h e m i x t u r e ( 1 0 0 g , 1 / 3 6 5 0 o f t h e t o t a l v o l u m e ) w a s w o r k e d u p i n a l a b o r a t o r y . 
p H w a s s e t t o 9 a n d s a m p l e w a s c e n t r i f u g e d a n d w a s h e d w i t h w a t e r a s d e s c r i b e d i n 
s e c t i o n 3 . 3 . 2 . 1 . D r y p r o d u c t w e i g h t e d 6 . 8 1 3 1 g . 
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3.3.3 Soap-based digestion 

3.3.3.1 Soap preparation 

S m a l l - s c a l e s o a p p r e p a r a t i o n w a s d e s c r i b e d e l s e w h e r e [ 1 1 ] . F o r m a k i n g l a r g e r a m o u n t s , 
m o d i f i e d p r o c e d u r e w a s u s e d : 3 1 8 g ( 7 . 9 5 m o l , l e q . ) o f N a O H w a s d i s s o l v e d i n 9 1 2 
g o f w a t e r . 2 4 0 0 g o f w a s t e c o o k i n g o i l ( 7 . 9 5 m o l o f s a p o n i f i a b l e g r o u p s , b a s e d o n 
s a p o n i f i c a t i o n v a l u e ) w a s t h o r o u g h l y m i x e d w i t h t h e h y d r o x i d e s o l u t i o n i n a 5 1 

b e a k e r u s i n g a h a n d m i x e r . T h e b e a k e r w a s c o v e r e d w i t h a p e t r i d i s h a n d p l a c e d 
t o a n o v e n h e a t e d t o 8 0 °C. A f t e r 0 . 5 h , t h e m i x t u r e w a s h o m o g e n i z e d a g a i n . T o 
q u a n t i f y r e s i d u e s o f f r e e h y d r o x i d e , s a m p l e ( c a 5 g ) w a s w i t h d r a w n , d i s s o l v e d i n 5 0 
m l o f h o t w a t e r a n d t i t r a t e d w i t h 0 . 5 M H C 1 o n p h e n o l p h t h a l e i n . t u r n i n g f r o m d a r k 
p i n k t o p a l e p i n k w a s c o n s i d e r e d e n d p o i n t . C o n v e r s i o n w a s c a l c u l a t e d a s t h e d i f f e r 
e n c e b e t w e e n t h e c o n c e n t r a t i o n o f f r e e h y d r o x i d e a t t h e b e g i n n i n g ( i e 2 . 1 9 m m o l / g ) 
a n d t h e a c t u a l c o n c e n t r a t i o n , d i v i d e d b y t h e t o t a l c o n c e n t r a t i o n o f a l k a l i s ( i e s o a p 
a n d f r e e h y d r o x i d e , 2 . 1 9 m m o l / g ) . T h e r e a c t i o n i n 8 0 °C o v e n w i t h h o m o g e n i z a t i o n 
e a c h 0 . 5 h c o n t i n u e d u n t i l t h e c o n v e r s i o n w a s a b o v e 9 5 %. T y p i c a l l y , t h i s t o o k 1 -
1.5 h . T h e n t h e m i x t u r e w a s p o u r e d o n a t r a y w i t h a b a k i n g p a p e r a n d l e f t t o c o o l 
o v e r n i g h t . R e s u l t i n g s o l i d w a s c u t i n t o c a 5 0 g p i e c e s a n d s t o r e d i n s e a l e d p l a s t i c 
b a g s . 

3.3.3.2 Soap-based digestion, general procedure 

F r o z e n b i o m a s s w a s m i x e d w i t h w a t e r 1 :1 t o o b t a i n t h e s u s p e n s i o n c o n t a i n i n g 2 5 % 
C D W . T h e m i x t u r e w a s h e a t e d t o 9 5 °C f o r 0 . 5 h a n d c o o l e d t o 8 0 °C. S o a p w a s 
a d d e d a n d i f n e e d e d , t h e p H w a s s e t t o 9 - 9 . 5 b y a d d i t i o n o f s m a l l a m o u n t o f 2 0 % 
N a O H s o l u t i o n . T h e m i x t u r e w a s s t i r r e d f o r 1 h a t 8 0 °C a n d t h e n c o o l e d t o 5 5 °C. 
I f r e q u i r e d , p r o t e a s e w a s a d d e d ( 0 . 0 1 m l / g C D W ) . T h e m i x t u r e w a s s t i r r e d a t 5 5 °C 
f o r 1 h a n d t h e p H w a s a d j u s t e d t o 9 - 9 . 5 i f n e e d e d . T h e m i x t u r e w a s h e a t e d t o 9 5 
°C a n d c e n t r i f u g e d ( 1 0 0 0 0 g / 1 0 m i n / 6 0 °C). T h e s u p e r n a t a n t w a s s e p a r a t e d , s a m e 
v o l u m e o f b o i l i n g w a t e r w a s a d d e d t o p e l l e t a n d r e s u l t i n g m i x t u r e w a s c e n t r i f u g e d 
( 1 0 0 0 0 g / 1 0 m i n / 6 0 °C). W a s h i n g w i t h h o t w a t e r w a s r e p e a t e d t w i c e m o r e . T h e 
s u p e r n a t a n t s w e r e s t o r e d f o r f u r t h e r w o r k u p ( s ee S e c t i o n 3 . 3 . 3 . 4 ) . T h e p r o d u c t w a s 
d r i e d a t 1 0 5 °C t o c o n s t a n t w e i g h t . [11] 

3.3.3.3 Soap-based digestion, optimized procedure 

F r o z e n b i o m a s s ( 1 0 0 0 g ) w a s m i x e d w i t h 1 0 0 0 g o f w a t e r i n 2 . 5 1 j a c k e t e d g l a s s 
r e a c t o r . T h e m i x t u r e w a s h e a t e d t o 9 5 - 1 0 0 °C f o r 0 . 5 h . H e a t i n g w a s s t o p p e d a n d 
s o a p ( 5 0 g , 0 . 1 g / g C D W ) w a s a d d e d . T h e p H w a s a d j u s t e d t o 8 b y t h e a d d i t i o n o f 
1 0 m l o f 2 0 % N a O H . A f t e r 1 h , t h e t e m p e r a t u r e d r o p p e d t o 9 0 °C. T h e m i x t u r e w a s 
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c e n t r i f u g e d ( 1 0 O O O g / 1 0 m i n / 6 0 °C) a n d t h e p e l l e t s w e r e r e t u r n e d t o t h e r e a c t o r . 
T h e v o l u m e w a s m a d e u p t o 2 1 w i t h w a t e r a n d p r o t e a s e ( 5 m l , 0 . 0 1 m l / g C D W ) a n d 
a n o t h e r p o r t i o n o f s o a p ( 5 0 g , 0 . 1 g / g C D W ) w e r e a d d e d . T h e m i x t u r e w a s s t i r r e d 
1 h a t 5 5 - 6 0 °C a n d t h e p H w a s m a i n t a i n e d a b o v e 8 b y a d d i t i o n s o f 2 0 % N a O H 
( a n o t h e r 2 6 m l ) . T h e m i x t u r e w a s h e a t e d t o 9 0 °C a n d c e n t r i f u g e d ( 1 0 0 0 0 g / 1 0 
m i n / 6 0 °C). T h e p e l l e t w a s w a s h e d w i t h 1 1 o f b o i l i n g w a t e r t h r e e t i m e s . A q u e o u s 
s u p e r n a t a n t s ( 5 1 t o t a l ) w e r e s t o r e d a t 4 °C f o r f u r t h e r w o r k u p ( s ee S e c t i o n 3 . 3 . 3 . 4 ) . 
P e l l e t w a s w a s h e d w i t h a c e t o n e ( 1 1 ) a n d v a c u u m d r i e d a t 4 0 °C t o c o n s t a n t w e i g h t 
( c a 4 h ) . 

3.3.3.4 Precipitation 

T h e s u p e r n a t a n t s f r o m P H B d i g e s t i o n w e r e a c i d i f i e d t o p H 3 u s i n g 2 . 5 M H C 1 . T h e 
m i x t u r e w a s c e n t r i f u g e d a n d t h e p r e c i p i t a t e ( s t a b l e , s e m i s o l i d o i l y e m u l s i o n ) w a s 
s e p a r a t e d f r o m t r a n s p a r e n t y e l l o w l i q u i d . D r y w e i g h t o f p r e c i p i t a t e w a s m e a s u r e d 
g r a v i m e t r i c a l l y . T h e p r e c i p i t a t e w a s s t o r e d a t 4 °C. [11] 

3.3.3.5 Cultivation 

C u l t i v a t i o n e x p e r i m e n t s w e r e p e r f o r m e d b y I n g . I v a Nováčkova. C. necator H 1 6 
( C C M 3 7 2 6 ) w a s i n o c u l a t e d i n N B m e d i u m ( 2 5 g / 1 ) a t 3 0 °C a n d 1 8 0 r p m f o r 2 4 
h o u r s . S u b s e q u e n t c u l t i v a t i o n s w e r e p e r f o r m e d i n m i n e r a l s a l t s m e d i u m c o n s i s t i n g o f 
1 g / 1 ( N H 4 ) 2 S 0 4 , 1 .02 g / 1 K H 2 P 0 4 , 1 1 . 1 g / 1 N a 2 H P 0 4 • 1 2 H 2 0 , 0 . 2 g / 1 M g S 0 4 • 7 
H 2 0 a n d 1 m L / 1 m i n e r a l e l e m e n t s s o l u t i o n M E S ( 9 . 7 g / 1 F e C l 3 , 7 . 8 g / 1 C a C l 2 • 
2 H 2 0 , 0 . 1 5 6 g / 1 C u S 0 4 • 5 H 2 0 , 0 . 1 1 9 g / 1 C o C l 2 • 6 H 2 0 , 0 . 1 1 8 g / 1 N i C l 2 i n 0 . 1 M 
H C 1 ) . W a s t e c o o k i n g o i l ( 2 0 g / 1 ) , t h e p r e c i p i t a t e ( 2 0 g / 1 ) o r t h e i r m i x t u r e ( 1 0 + 1 0 
g / 1 ) w a s u s e d a s c a r b o n s o u r c e . T h e i n o c u l a t i o n r a t i o w a s 1 0 %. E a c h c u l t i v a t i o n 
w a s p e r f o r m e d i n t w o p a r a l l e l flasks a t 3 0 °C a n d 1 8 0 r p m f o r 7 2 h o u r s . T h e c o n t e n t 
o f h a r v e s t e d b i o m a s s w a s a n a l y z e d g r a v i m e t r i c a l l y . T h e d a t a w e r e o b t a i n e d f r o m t w o 
p a r a l l e l c u l t i v a t i o n s , w h e n t w o v a l u e s f o r e a c h E r l e n m e y e r flask w e r e d e t e r m i n e d , 
i . e . a v e r a g e s w e r e t a k e n f r o m f o u r i n d i v i d u a l v a l u e s . [11] 

3.4 Thermal stability 

3.4.1 Acid wash 

P r e p a r a t i o n o f a c i d - w a s h e d s a m p l e s f o l l o w e d t h e d i g e s t i o n m e t h o d s d e s c r i b e d a b o v e 
( s e c t i o n s 3 . 3 . 1 . 2 , 3 . 3 . 2 . 2 , 3 . 3 . 3 . 3 ) , b u t t h e l a s t w a s h w i t h w a t e r w a s m o d i f i e d - t h e 
a q u e o u s s u s p e n s i o n w a s a c i d i f i e d t o p H = 3 3 . 5 w i t h 3 % H 2 S 0 4 b e f o r e c e n t r i f u -
g a t i o n . [11] 
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3.4.2 Incorporation of additives 

1 g o f d r y P H B , p r e p a r e d b y t h e a b o v e m e t h o d s ( s e c t i o n s 3 . 3 . 1 . 2 , 3 . 3 . 2 . 2 , 3 . 3 . 3 . 3 ) . 
w a s g r i n d e d w i t h m o r t a r a n d p e s t l e w i t h a g i v e n a d d i t i v e , u n t i l a fine h o m o g e n e o u s 
p o w d e r w a s f o r m e d . [11] 

3.4.3 Thermal degradation under isothermal conditions 

E a c h s a m p l e ( c a 1 g ) w a s h e a t e d 5 m i n a t 1 9 0 °C i n a l a b o r a t o r y h o t p r e s s Q n u b u 
R o s i n P r e s s . T h e d e g r e e o f t h e r m a l d e g r a d a t i o n w a s t h e n e v a l u a t e d b y G P C . [11] 

3.4.4 Compounding and 3D printing 

A p r o t o t y p e p l a s t i c o b j e c t w a s p r e p a r e d a c c o r d i n g t o t h e p r o c e d u r e d e s c r i b e d p r e 
v i o u s l y . [ 134 ] P H B w a s c o m p o u n d e d w i t h P L A ( 2 5 % ) , t r i b u t y l c i t r a t e ( 1 5 % ) a n d 
s u c c i n i c a n h y d r i d e ( 2 % ) . T h e o b j e c t w a s p r i n t e d f r o m t h u s p r e p a r e d filament o n 
P R U S A i 3 M K 2 3 D p r i n t e r . 

3.5 Analysis 

A n a l y t i c a l m e t h o d s a r e d e s c r i b e d i n d e t a i l i n t h e r e l e v a n t a r t i c l e s . [ 1 1 , 1 2 , 1 3 5 ] 
H e r e , m e t h o d s a r e b r i e f l y r e p e a t e d f o r t h e s a k e o f c l a r i t y . 

3.5.1 GC-FID 

T h e a n a l y s e s w e r e p e r f o r m e d b y I n g . I v a N o v a c k o v a . A p p r o x i m a t e l y 1 0 m g o f d r i e d 
s a m p l e w a s m i x e d w i t h 1 m l o f c h l o r o f o r m a n d 0 . 8 m l o f i n t e r n a l s t a n d a r d c o n s i s i t i n g 
o f 5 m g / m l o f b e n z o i c a c i d i n 1 5 % s u l f u r i c a c i d i n m e t h a n o l i n c r i m p i n g v i a l . D u r i n g 
t r a n s e s t e r i f i c a t i o n t h e v i a l s w e r e h e a t e d i n a t h e r m o b l o c k f o r 3 h a t 9 4 °C. T h e n 
t h e s a m p l e s w e r e c o o l e d d o w n , p o u r e d i n t o v i a l s w i t h 0 . 5 m l o f 0 . 0 5 M N a O H a n d 
s h a k e d . A f t e r t h e p h a s e s e p a r a t i o n , 5 0 p i o f l o w e r o r g a n i c p h a s e c o n t a i n i n g v o l a t i l e 
m e t h y l e s t e r s o f a l k a n o i c a c i d s w e r e d i l u t e d w i t h 9 0 0 p i o f c h l o r o f o r m a n d a n a l y z e d 
v i a G C - F I D ( T h e r m o S c i e n t i f i c , T r a c e 1 3 0 0 ; c o l u m n : D B - W A X 3 0 m b y 0 . 2 5 m m ) . 
C o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e P H B s t a n d a r d w a s u s e d f o r c a l i b r a t i o n . E v e r y a n a l y s i s w a s 
p e r f o r m e d i n t r i p l i c a t e . 

3.5.2 GPC 

5 m g o f s a m p l e w a s d i s s o l v e d i n 1 m l o f c h l o r o f o r m a n d m e a s u r e d u s i n g A g i l e n t 
H P L C s e r i e s 1 1 0 0 c h r o m a t o g r a p h w i t h P L g e l m i x e d - c 5 p m , 7 . 5 x 3 0 0 m m c o l u m n , 
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t e m p e r a t u r e 3 0 °C. C h l o r o f o r m w a s u s e d a s m o b i l e p h a s e . 1 2 p o l y s t y r e n e s t a n d a r d s 
( 0 . 2 - 2 0 0 0 k D a ) w e r e u s e d f o r c a l i b r a t i o n . 

3.5.3 FTIR 

I n f r a r e d s p e c t r a w e r e o b t a i n e d u s i n g B r u k e r T e n s o r 2 7 s p e c t r o m e t e r i n A T R m o d e . 

3.5.4 Laser diffraction 

T h e a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d b y Z u l f i y a Černochova o f t h e I n s t i t u t e o f M a c r o m o l e c -
u l a r C h e m i s t r y o f t h e C z e c h A c a d e m y o f S c i e n c e . T h e p a r t i c l e s i z e d i s t r i b u t i o n 
( w e i g h t e d b y v o l u m e f r a c t i o n ) w a s d e t e r m i n e d b y M i e s c a t t e r i n g ( M a s t e r s i z e r 3 0 0 0 
i n s t r u m e n t , M a l v e r n I n s t r u m e n t s L t d . , U n i t e d K i n g d o m ) . 

3.5.5 DSC 

E x p e r i m e n t s w e r e p e r f o r m e d b y I n g . V e r o n i k a M e l c o v a . A r o u n d 1 0 m g o f s a m p l e 
w a s h e r m e t i c a l l y s e a l e d i n t o a l u m i n u m p a n s . F o u r h e a t i n g c y c l e s w e r e m e a s u r e d 
u s i n g D S C 2 5 0 0 f r o m T A I n s t r u m e n t s . I n e a c h c y c l e , s a m p l e s w e r e h e a t e d t o 1 9 0 
°C ( 1 0 °C/min) a n n e a l e d f o r 5 m i n a t 1 9 0 °C a n d c o o l e d t o 0 °C ( 1 0 °C/min). 
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4 Results and discussion 

4.1 Extraction methods 

4.1.1 Biomass pretreatment 

A s d e n n e d b y o u r i n d u s t r i a l p a r t n e r , f i r s t o b s t a c l e i n a n y i n d u s t r i a l s o l v e n t e x t r a c 
t i o n o f P H B w a s c o n c e n t r a t i o n a n d d r y i n g o f b i o m a s s . C o n c e n t r a t i o n o f f e r m e n t a t i o n 
m e d i u m b y c e n t r i f u g a t i o n w a s p o s s i b l e , h o w e v e r , t h e s t e p w a s r a t h e r t i m e - c o n s u m i n g 
a n d e n e r g y - d e m a n d i n g . F e a s i b i l i t y o f d r y i n g o f t h e c o n c e n t r a t e d b i o m a s s o n i n d u s 
t r i a l s c a l e w a s q u e s t i o n a b l e . T h e r e w e r e p r o b l e m s w i t h s t i c k i n g d r y i n g b i o m a s s t o 
p a r t s o f t h e d r y e r s . I n a d d i t i o n , d r y i n g w a s s l o w d u e t o t h e f o r m a t i o n o f a n i m 
p e r m e a b l e l a y e r o n t h e s u r f a c e . T h i s c r e a t e d a r e q u i r e m e n t t o c o n v e r t t h e b i o m a s s 
i n t o a b e t t e r s e p a r a b l e a n d d r y a b l e f o r m . B a s e d o n t h e l i t e r a t u r e s e a r c h a n d t h e 
r e q u i r e m e n t s o f t h e i n d u s t r i a l p a r t n e r , e x p e r i m e n t s w i t h c e l l f l o c c u l a t i o n u s i n g p H 
a d j u s t m e n t s w e r e d o n e . 

F i r s t , e x p e r i m e n t s w e r e p e r f o r m e d b y s i m p l y a d j u s t i n g t h e p H t o a n a c i d i c a n d 
b a s i c r e g i o n u s i n g v a r i o u s r e a g e n t s . I t w a s f o u n d t h a t a c i d i f i c a t i o n t o p H 2 - 6 a t 
r o o m t e m p e r a t u r e w i t h a n y o f t h e t e s t e d a c i d s d i d n o t l e a d t o a n y a p p r e c i a b l e 
c h a n g e i n m i x t u r e c o n s i s t e n c y . O n t h e c o n t r a r y , a l k a l i z a t i o n l e d t o a d r a m a t i c 
c h a n g e i n v i s c o s i t y , w h e n t h e l i q u i d s u s p e n s i o n b e c a m e a s e m i s o l i d g e l ( f i g . 4 . 1 . I t 
w a s r e l a t i v e l y s t a b l e - n e i t h e r t h e i n c r e a s e i n t e m p e r a t u r e n o r t h e l o n g e r r e a c t i o n 
t i m e l e d t o t h e d e s i r e d c o n v e r s i o n o f t h e g e l i n t o flakes. B u t i f t h e a l k a l i n e m a s s w a s 
t h e n n e u t r a l i z e d w i t h a c i d u p o n s t i r r i n g , f o r m a t i o n o f flocks s u r r o u n d e d w i t h c l e a r 
s o l u t i o n w a s o b s e r v e d . T h e r e v e r s e d p r o c e d u r e ( a c i d first, b a s e s e c o n d ) d i d n ' t l e a d 
t o a n y flocculation. T h e r e f o r e , o n l y t h e a l k a l i / a c i d p r o c e d u r e w a s f u r t h e r d e v e l o p e d . 

F i g . 4 . 1 : G e l l i n g o f b a c t e r i a l b i o m a s s u p o n a l k a l i z a t i o n 
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4.1.1.1 Flocculation with alkali/acid combination 

C o n d i t i o n s n e c e s s a r y f o r s u c c e s s f u l f l o c c u l a t i o n w e r e f u r t h e r e x p l o r e d . S e r i e s o f 
e x p e r i m e n t s w e r e c o n d u c t e d t o e v a l u a t e i n f l u e n c e o f d i f f e r e n t f a c t o r s . I n a l l e x p e r i 
m e n t s , b a s i c p r o c e d u r e c o n s i s t e d o f a l k a l i z a t i o n , i n c u b a t i o n o f t h e a l k a l i n e m i x t u r e , 
a c i d i f i c a t i o n , s t a n d i n g i n a c i d i c s o l u t i o n i n o r d e r t o s t i f f e n a n d c o n c e n t r a t e t h e flocks, 
s e p a r a t i o n a n d d r y i n g . P r o c e d u r e s w e r e o p t i m i z e d f o r g e t t i n g s t i f f flocks c o n t a i n i n g 
m i n i m a l a m o u n t o f w a t e r . S u r r o u n d i n g s o l u t i o n s h o u l d b e c l e a r ( s h o u l d n ' t c o n t a i n 
u n r e a c t e d b i o m a s s ) . I t w a s f o u n d o u t t h a t a l l v a r i a b l e s - b i o m a s s , b a s e , a c i d , t i m e s 
a n d t e m p e r a t u r e s - i n f l u e n c e o p t i m a l i t y o f t h e flocculation. 

T h e r e a r e s l i g h t d i f f e r e n c e s b e t w e e n b a t c h e s o f b i o m a s s . C l a r i t y a n d c o l o r o f 
l i q u o r a n d a l s o d e n s i t y a n d v o l u m e o f flocks d i f f e r b e t w e e n b a t c h e s ( f i g . 4 . 2 ) . 

F i g . 4 . 2 : F l o c c u l a t i o n o f d i f f e r e n t b i o m a s s b a t c h e s 

S a l i n i t y i s p r o b a b l e e x p l a n a t i o n . T h e s t a r t i n g f r o z e n b i o m a s s c o n t a i n s n o t o n l y 
c e l l s , b u t a l s o r e s i d u e s o f c u l t u r e m e d i u m t h a t c o n t a i n s m i n e r a l s . B e s t r e s u l t s w e r e 
r e a c h e d w i t h w a s h e d b i o m a s s t h a t , d u e t o w a s h w i t h d i s t i l l e d w a t e r , c o n t a i n s l e s s 
s a l t s t h a n o t h e r s a m p l e s . T o c o n f i r m t h e h y p o t h e s i s , d i f f e r e n t a m o u n t s o f N a C l 
w e r e a d d e d t o w a s h e d b i o m a s s s u s p e n s i o n . T h e s e s a m p l e s w e r e t h e n p r o c e s s e d i n 
t h e s a m e m a n n e r . A s c a n b e s e e n i n figure 4 . 3 , w i t h o u t N a C l , d e n s e , s t i f f flocks 
w e r e o b t a i n e d , a n d l i q u o r w a s o n l y s l i g h t l y o p a l e s c e n t , w h i l e s a m p l e w i t h 3 % o f 
N a C l flocculated t o a f o r m o f s o f t , m o i s t g e l . 

C o n c e n t r a t i o n o f t h e b i o m a s s d o e s n ' t i n f l u e n c e t h e r e s u l t t o o s i g n i f i c a n t l y . T h e 
h i g h e r t h e c o n c e n t r a t i o n o f b i o m a s s , t h e h i g h e r v i s c o s i t y o f a l k a l i n e m i x t u r e . T o 
e n s u r e e f f i c i e n t a g i t a t i o n , c o n c e n t r a t i o n t h e r e f o r e s h o u l d b e u p t o 2 4 % . I n a l l 
p r o c e e d i n g s t e p s , b e h a v i o r o f 4 % s a m p l e i s t h e s a m e a s 2 4 % s a m p l e ( f i g . 4 . 4 ) . 
T h e r e i s o n l y l i t t l e d i f f e r e n c e i n a m o i s t u r e c o n t e n t i n t h e flocks, flocks p r e p a r e d 
f r o m 4 % , 8 % , 1 6 % a n d 2 4 % b i o m a s s s u s p e n s i o n c o n t a i n e d 7 5 %, 7 3 %, 7 1 % a n d 6 6 
% m o i s t u r e , r e s p e c t i v e l y . 

B a s e a n d c o n d i t i o n s o f a l k a l i z a t i o n w e r e v e r y i m p o r t a n t . A f t e r a l k a l i z a t i o n a n d 
h e a t i n g , v i s c o u s g e l w a s f o r m e d . I t w a s f o u n d o u t t h a t v i s c o s i t y o f t h e g e l i n f l u e n c e s 
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F i g . 4 . 3 : F l o c c u l a t e d b i o m a s s a f t e r f i l t r a t i o n ( P e t r i d i s h ) a n d i t s l i q u o r ( b e a k e r 
a b o v e ) . L e f t m o s t s a m p l e c o n t a i n s n o a d d e d s a l t , o t h e r s h a d 1 % , 2 % a n d 3 % o f 
a d d e d N a C l , r e s p e c t i v e l y . 



F i g . 4 . 5 : S p h e r i c a l flocks o b t a i n e d b y d r o p p i n g a l k a l i n e b i o m a s s g e l t o a c i d s o l u t i o n 

c l a r i t y o f t h e r e s u l t i n g l i q u o r , r e g a r d l e s s o t h e r c o n d i t i o n s . I n o t h e r w o r d s , i f t h e 
v i s c o u s g e l i s f o r m e d , l i q u o r w i l l b e c l e a r a f t e r flocculation. V i s c o s i t y i s a f f e c t e d b y 
i d e n t i t y o f b a s e , t e m p e r a t u r e a n d p H . N a O H w a s f o u n d t o b e t h e m o s t p r a c t i c a l 
r e a g e n t . N H 3 a n d T E A a r e a l s o e f f i c i e n t , b u t d u e t o t h e i r v o l a t i l i t y a n d i r r i t a n c y 
o f v a p o r s a r e h a r d e r t o h a n d l e . C a ( O H ) 2 d o e s n ' t c a u s e t h e d e s i r e d r e a c t i o n . T h e 
h i g h e r t h e p H a n d t e m p e r a t u r e , t h e h i g h e r v i s c o s i t y . B u t t o o s e v e r e c o n d i t i o n s 
s h o u l d b e a v o i d e d t o m a i n t a i n h i g h m o l e c u l a r w e i g h t o f p o l y m e r . 

A c i d i f i c a t i o n c a n b e d o n e w i t h a n y a c i d , a l l t e s t e d a c i d s p r o v e d t o r e a c t i n t h e 
s a m e m a n n e r . T e m p e r a t u r e w a s a l s o f o u n d i n s i g n i f i c a n t . O n l y t h e p H m a t t e r s . 
T h e l o w e r t h e p H a f t e r a c i d i f i c a t i o n , t h e h a r d e r a n d d r i e r flocks a r e . B u t i d e n t i t y 
o f t h e b a s e u s e d f o r p r e v i o u s s t e p a l s o p l a y s a r o l e - i n e x p e r i m e n t s w i t h N a O H , 
a c i d i f i c a t i o n t o p H = 5 r e s u l t e d i n flocks w i t h 6 0 % m o i s t u r e . I f N H 3 w a s u s e d a s a 
b a s e , p H h a d t o b e d e c r e a s e d t o 3 t o g e t t h e s a m e r e s u l t . 

A c i d i f i c a t i o n c a n b e d o n e r e v e r s e l y , t o o . T h e g e l c a n b e d o s e d t o s o l u t i o n o f a c i d , 
w h i c h m a y b e a d v a n t a g e o u s i f u n i f o r m p a r t i c l e s a r e n e e d e d . B y d r o p p i n g t h e g e l t o 
a c i d i c s o l u t i o n , u n i f o r m s p h e r e s w e r e o b t a i n e d ( f i g . 4 . 5 ) . 

A t t h e e n d , flocks h a d t o b e r e m o v e d f r o m t h e l i q u o r . T h e m o s t p r a c t i c a l m e t h o d 
w a s filtration w i t h g e n t l e p r e s s i n g o f flocks t o r e m o v e m a x i m a l a m o u n t o f w a t e r . 
L i q u o r i s a l w a y s r a t h e r v i s c o u s a n d l i t t l e c l o u d y , filtration o v e r t o o fine filter i s 
t h e r e f o r e s l o w . U s e o f fine filter w a s u n n e c e s s a r y b e c a u s e flocks a f t e r s u c c e s s f u l 
e x p e r i m e n t a r e q u i t e b i g . 0 . 5 m m s i e v e w a s f o u n d o u t t o b e o p t i m a l filter i n o u r 
e x p e r i m e n t s . A n o t h e r o p t i o n w a s c e n t r i f u g a t i o n b u t h a d t o b e g e n t l e , flocks d o n ' t 
w i t h s t a n d t o o h i g h a c c e l e r a t i o n a n d v e r y f a s t c e n t r i f u g a t i o n l e a d s t o t h e i r b r e a k a g e . 

D r y i n g w a s m u c h e a s i e r t h a n t h a t o f r a w b i o m a s s . flocks w e r e l e s s a d h e r e n t t o 
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a n y o f t e s t e d s u r f a c e s ( g l a s s , p o r c e l a i n , s t e e l ) a n d w e r e p o r o u s . I f d r i e d i n o n e l a y e r , 
t h e y d i d n ' t s t i c k t o g e t h e r a n d r e m a i n e d a s p a r t i c l e s o f s u i t a b l e s i z e f o r e x t r a c t i o n 
( d i a m e t e r 1 - 5 m m ) . I f m o i s t u r e o f f l o c k s w a s l e s s t h a n 6 0 %, c o n s t a n t w e i g h t w a s 
r e a c h e d w i t h i n o n e h o u r a t 1 0 0 °C. F o r c o m p a r i s o n , w i t h u n t r e a t e d b i o m a s s ( 5 0 % 
C D W , o t h e r w i s e s a m e c o n d i t i o n s ) t h e c o n s t a n t w e i g h t w a s r e a c h e d a f t e r 6 h . 

4.1.1.2 Further laboratory experiments 

F u r t h e r e x p e r i m e n t s w e r e c o n d u c t e d t o f i n d s u i t a b l e c o n d i t i o n s f o r l a r g e s c a l e p r o 
d u c t i o n . E f f i c i e n t , r o b u s t , e c o n o m i c a l , n o n t o x i c a n d e n e r g y s a v i n g p r o c e d u r e w a s 
t h e m a i n g o a l . T h e r e f o r e , f u r t h e r e x p e r i m e n t s w e r e f o c u s e d o n c o m m o n c h e m i c a l s 
( N a O H , N H 3 , H 2 S 0 4 , H 3 P O 4 ) i n s m a l l e r a m o u n t s . T e m p e r a t u r e c h a n g e s w e r e a l s o 
r e d u c e d . T e s t i n g w i t h f r e s h ( u n f r o z e n ) b i o m a s s w a s a l s o i n c l u d e d . T w o p r o c e d u r e s 
w e r e , a f t e r w a r d s , d e v e l o p e d f o r l a r g e - s c a l e t e s t i n g . E c o n o m i c a l a n d " z e r o w a s t e " . 
T h e e c o n o m i c a l p r o c e d u r e c o n s i s t s o f a l k a l i z a t i o n w i t h N a O H t o p H 9 , h e a t i n g t o 
6 0 °C a n d a c i d i f i c a t i o n w i t h H 2 S 0 4 o r H 3 P O 4 t o p H 5 . Z e r o w a s t e p r o c e d u r e u s e s 
N H 3 a n d p h o s p h o r i c a c i d . T h e i r u s e r e s u l t s i n l i q u o r e n r i c h e d w i t h n i t r o g e n a n d 
p h o s p h o r u s , t h a t c a n b e t h e o r e t i c a l l y u s e d a s m e d i u m f o r n e x t b i o m a s s f e r m e n t a 
t i o n a n d d o e s n ' t h a v e t o b e d i s c a r d e d . I t w a s f o u n d o u t t h a t s l i g h t l y m o r e s e v e r e 
c o n d i t i o n s w e r e n e e d e d . S e r i e s o f e x p e r i m e n t s s h o w e d t h a t h i g h e r t e m p e r a t u r e a n d 
l a t e r m o r e a c i d i c c o n d i t i o n s o f p r e c i p i t a t i o n a r e e s s e n t i a l f o r s u c c e s s f u l flocculation. 
I f t h e t e m p e r a t u r e w a s l e s s t h a n 9 0 °C, g e l l i n g i n a l k a l i n e s t a g e w a s n ' t s u f f i c i e n t a n d 
a f t e r a c i d i f i c a t i o n , s o f t flocks a n d c l o u d y l i q u o r w e r e o b t a i n e d . A t 9 0 °C, l i q u o r w a s 
c l e a r a f t e r a c i d i f i c a t i o n , b u t p H a t l e a s t 3 w a s n e e d e d t o o b t a i n firm flocks ( f i g u r e 
4 . 6 ) . 

F i g . 4 . 6 : F l o c c u l a t i o n w i t h N H 3 a n d H 3 P O 4 . E x p e r i m e n t s a t 9 0 °C i n f r o n t , a t 6 0 
°C i n b e h i n d . F r o m l e f t : a l k a l i z a t i o n t o p H 1 1 , a c i d i f i c a t i o n t o p H 5; a l k a l i z a t i o n t o 
p H 1 1 , a c i d i f i c a t i o n t o p H 3 ; a l k a l i z a t i o n t o p H 9 , a c i d i f i c a t i o n t o p H 5; a l k a l i z a t i o n 
t o p H 9 , a c i d i f i c a t i o n t o p H 3 
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t e m p e r a t u r e i n r e a c t o r 
7 0 

6 0 
„—, 
u 5 0 
tu 

4 0 
4 - * 
re 
tu 3 0 
C L 
E 2 0 
0 1 

2 0 

1 0 

C 
5 0 1 0 0 1 5 0 

t i m e ( m i n ) 

2 0 0 2 5 0 

F i g . 4 . 7 : T e m p e r a t u r e d u r i n g t h e N a O H / H 2 S 0 4 l a r g e - s c a l e e x p e r i m e n t . R e a c t o r 
w a s h e a t e d a f t e r a l k a l i z a t i o n a n d c o o l e d d u r i n g a c i d i f i c a t i o n ( f r o m 1 2 0 t h m i n u t e ) . 

T o e v a l u a t e i f t h u s o b t a i n e d f l o c k s a r e s u i t a b l e f o r e x t r a c t i o n , p o l y m e r w a s e x 
t r a c t e d b y J a s e k ' s m e t h o d w i t h d i e t h y l o x a l a t e 3 . 2 . 1 . 6 . I t w a s f o u n d o u t t h a t y i e l d 
a n d p u r i t y w e r e s a m e a s i f d i r e c t l y d r i e d b i o m a s s o f t h e s a m e b a t c h w a s u s e d . 
M o l e c u l a r w e i g h t w a s o n l y 1 0 % l o w e r . 

4.1.1.3 Flocculation with NaOH/hhSO^ large-scale procedure 

T h e e x p e r i m e n t w a s p e r f o r m e d i n 4 0 0 1 r e a c t o r a s d e s c r i b e d i n s e c t i o n 3 . 2 . 1 . 4 . O b 
s e r v e d v a l u e s a r e s h o w n i n f i g u r e s 4 . 7 a n d 4 . 8 . 

T h e e x p e r i m e n t s h o w s t h a t f l o c c u l a t i o n c a n b e d o n e i n s i m p l e b a t c h r e a c t o r . 
C o n s u m p t i o n o f r e a g e n t s w a s s l i g h t l y h i g h e r t h a n e x p e c t e d f r o m l a b - s c a l e t e s t s . 
M a i n r e a s o n i s p r o l o n g e d t i m e o f h e a t i n g ( c a u s e d b y d i m e n s i o n s o f t h e r e a c t o r ) a n d 
s u b s e q u e n t d r o p o f p H a f t e r a l k a l i z a t i o n . I t h a d t o b e c o m p e n s a t e d b y a d d i t i o n o f 
m o r e N a O H a n d t h e r e f o r e , c o n s u m p t i o n o f t h e a c i d w a s a l s o h i g h e r t h a n l a b o r a t o r y 
t e s t s u g g e s t e d . D u e t o p r o l o n g e d s t i r r i n g a t r a t h e r h i g h s p e e d , t h e f l o c k s w e r e 
s l i g h t l y s m a l l e r t h a n r e q u i r e d . T h e r e f o r e , f u r t h e r w o r k u p o f t h e w h o l e v o l u m e w a s 
n o t p e r f o r m e d . S a m p l e o f t h u s o b t a i n e d f l o c k s w a s f i l t e r e d , d r i e d a n d e x t r a c t e d 
u s i n g d i e t h y l o x a l a t e a s d e s c r i b e d p r e v i o u s l y 3 . 2 . 1 . 6 t o c o n f i r m g o o d e x t r a c t a b i l i t y 
o f t h e p o l y m e r . 

4.1.1.4 Flocculation with NaOH/H 3P0 4, large-scale procedure 

T h e e x p e r i m e n t w a s p e r f o r m e d i n 1 5 0 0 1 f e r m e n t e r ( f i g . 4 . 9 ) a s d e s c r i b e d i n 3 . 2 . 1 . 5 . 
O t h e r w i s e , p r o c e d u r e w a s a s t h e NaOH/Ü2S04 e x p e r i m e n t . L e s s i n t e n s e s t i r r i n g 
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r e a g e n t s a d d e d v s . p H 

F i g . 4 . 8 : p H i n r e a c t o r d u r i n g e x p e r i m e n t . A f t e r a d d i t i o n o f h y d r o x i d e , p H i n c r e a s e s 
t o 9 , b u t l a t e r d r o p s t o a l m o s t n e u t r a l . W i t h i n 4 0 m i n u t e s , 4 . 2 5 1 o f a c i d w a s a d d e d 
a n d p H d r o p p e d t o 4 . 1 . D u r i n g n e x t 4 0 m i n u t e s , p H s l i g h t l y i n c r e a s e s , u n t i l a n o t h e r 
d o s e o f a c i d w a s a d d e d . 

F i g . 4 . 9 : F e r m e n t e r 

w a s u s e d i n t h e p r e c i p i t a t i o n p h a s e , w h i c h r e s u l t e d i n l a r g e r , m o r e s u i t a b l e f l o c k s . 
D a t a a r e s h o w n i n figures 4 . 1 0 a n d 4 . 1 1 . 

T h e r e w a s n o d e d i c a t e d d e v i c e f o r s e p a r a t i o n o f t h e f l o c k s i n t h e f a c i l i t y , a n d 
t r a n s p o r t a t i o n o f t h e w h o l e v o l u m e w a s n o t f e a s i b l e . T h e r e f o r e , t h e flocks w e r e p r e -
s e p a r a t e d b y s e d i m e n t a t i o n t h a t r e s u l t e d i n floc-rich p h a s e a n d floc-poor l i q u o r , t h a t 
w a s d i s c a r d e d . F l o c - r i c h p h a s e w a s t r a n s p o r t e d , c o n c e n t r a t e d u s i n g d r u m c e n t r i f u g e 
a n d flocks w e r e d r i e d u s i n g a v a c u u m d r i e r ( f i g . 4 . 1 3 ) . O v e r a l l y i e l d o f t h e d r i e d 
flocks w a s 6 8 %, w h e r e a s t h e m a t e r i a l l o s s m a y b e a t t r i b u t e d t o t h e s u b - o p t i m a l w a y 
o f s e p a r a t i o n . E x t r a c t i o n w i t h d i e t h y l o x a l a t e s h o w e d t h a t a h i g h q u a l i t y p o l y m e r 
c o u l d b e o b t a i n e d f r o m t h e flocks. Y i e l d w a s 7 1 %, t h e e x t r a c t i o n p r o d u c t w a s 
w h i t e , m e l t e d a t 1 7 5 °C a n d f o r m e d w h i t e p l a s t i c u p o n m e l t i n g ( f i g . 4 . 1 4 ) . 
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F i g . 4 . 1 0 : T e m p e r a t u r e a n d s t i r r i n g d u r i n g N a O H / H 3 P 0 4 e x p e r i m e n t . R e a c t o r w a s 
h e a t e d a f t e r a l k a l i z a t i o n a n d c o o l e d a f t e r a d d i t i o n o f a c i d . T o a v o i d b r e a k a g e o f 
f l o c k s , s t i r r i n g s p e e d w a s r e d u c e d a f t e r a c i d i f i c a t i o n . 

9 : 3 6 : 0 0 1 0 : 0 4 : 4 8 1 0 : 3 3 : 3 6 1 1 : 0 2 : 2 4 1 1 3 1 : 1 2 1 2 : 0 0 : 0 0 
t i m e 

F i g . 4 . 1 1 : V o l u m e o f r e a g e n t s a n d p H i n t h e N a O H / H 3 P 0 4 e x p e r i m e n t 

F i g . 4 . 1 2 : C o n s i s t e n c y o f b i o m a s s d u r i n g e x p e r i m e n t . 9 : 5 2 - r a w b i o m a s s , 1 0 : 3 7 -
a l k a l i n e g e l , 1 1 : 2 8 - f l o c c u l a t e d 
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F i g . 4 . 1 3 : D r u m c e n t r i f u g e a n d d r u m v a c u u m d r i e r f o r f l o c k s s e p a r a t i o n a n d d r y i n g 

F i g . 4 . 1 4 : P H B o b t a i n e d b y e x t r a c t i o n o f d r i e d f l o c k s f r o m N a O H / H 3 P 0 4 e x p e r i 
m e n t 
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4.2 Digestion methods 

4.2.1 Alkaline digestion 

4.2.1.1 Attempted alkaline digestion of untreated biomass 

A l t h o u g h a l k a l i n e d i g e s t i o n o f b i o m a s s i s o f t e n m e n t i o n e d i n t h e l i t e r a t u r e , i n o u r 
c o n d i t i o n s i t s e e m e d v e r y p r o b l e m a t i c a t first. M a i n l y b e c a u s e t h e p u b l i s h e d p r o c e 
d u r e s u s u a l l y u s e d r i e d o r l y o p h i l i z e d b i o m a s s , w h i l e t h e p r i o r i t y f o r u s w a s t o w o r k 
w i t h f r e s h , u n t r e a t e d b i o m a s s , a s i t i s o b t a i n e d a f t e r f e r m e n t a t i o n a n d c e n t r i f u g a -
t i o n . H o w e v e r , a s m e n t i o n e d a b o v e ( s e c t i o n 4 . 1 . 1 ) , t h e a l k a l i z a t i o n o f t h i s b i o m a s s 
l e a d s t o a t h i c k , g e l - l i k e m i x t u r e , w h i c h i s t h e n d i f f i c u l t t o s t i r a n d p r o c e s s . A 
n u m b e r o f e x p e r i m e n t s w e r e p e r f o r m e d w i t h p r o g r e s s i v e l y m o r e a g g r e s s i v e r e a c t i o n 
c o n d i t i o n s , b u t n o n e l e d t o t h e d e c o m p o s i t i o n o f t h e g e l i n t o a l i q u i d m i x t u r e f r o m 
w h i c h P H B c o u l d b e o b t a i n e d . S o m e t h i n n i n g w a s o b s e r v e d w h e n t h e m i x t u r e w a s 
h o m o g e n i z e d , b u t e v e n t h a t w a s n o t s u f f i c i e n t . 

4.2.1.2 Alkaline digestion of dried biomass 

T o t e s t w h e t h e r o u r b i o m a s s b e h a v e s d i f f e r e n t l y i f d r i e d first, a n e x p e r i m e n t w i t h 
d r i e d b i o m a s s w a s p e r f o r m e d ( 3 . 3 . 1 . 2 ) . I n t h i s e x p e r i m e n t , n o g e l l i n g o f t h e m i x t u r e 
w a s o b s e r v e d , w o r k u p w a s r a t h e r e a s y a n d g o o d - q u a l i t y p r o d u c t w a s o b t a i n e d . T h e 
p r o d u c t w a s a w h i t e p o w d e r , w i t h a n a l y t i c a l p u r i t y o f 9 8 %. S l i g h t d e c r e a s e i n m o l a r 
m a s s w a s o b s e r v e d - M w w a s 2 6 3 k g / m o l , c o m p a r e d t o 4 2 3 k g / m o l b e f o r e i s o l a t i o n . 
T h e m a i n d r a w b a c k o f t h e p r o c e d u r e w a s t h e n e c e s s i t y t o d r y a n d finely g r i n d t h e 
b i o m a s s , h i g h d i l u t i o n o f t h e r e a c t i o n m i x t u r e , l o n g r e a c t i o n t i m e a n d r a t h e r l o w 
y i e l d , w h i c h w a s 7 6 %. 

4.2.1.3 Heat pretreatment and gelling 

T h i s e x p e r i m e n t s h o w e d t h a t d r y i n g t h e b i o m a s s e l i m i n a t e d t h e p r o b l e m o f g e l l i n g 
i n t h e m i x t u r e . A l t h o u g h t h e r e w a s n o r o o m f o r a t h o r o u g h s t u d y o f t h e t h i c k e n i n g 
m e c h a n i s m i n t h i s w o r k , i t c a n b e a s s u m e d t h a t i t m a y b e d u e t o t h e r e l e a s e o f 
b a c t e r i a l m a c r o m o l e c u l e s i n a n a l k a l i n e e n v i r o n m e n t , a n d t h a t t h e s e m a c r o m o l e c u l e s 
d e g r a d e u p o n h e a t i n g . T h e r e f o r e , a n u m b e r o f e x p e r i m e n t s w a s p e r f o r m e d w i t h 
h e a t i n g t h e b i o m a s s a t d i f f e r e n t t e m p e r a t u r e s f o r d i f f e r e n t t i m e s . I t w a s e v a l u a t e d 
w h e t h e r t h e b i o m a s s t h u s t r e a t e d w o u l d b e g e l - l i k e a f t e r a l k a l i z a t i o n o r n o t . T h e 
r e s u l t s a r e s u m m a r i z e d i n fig. 4 . 1 5 . I t c a n b e s e e n t h a t t e m p e r a t u r e p l a y s a k e y 
r o l e . H e a t i n g t o 9 0 °C h a d t o b e r a t h e r l o n g t o b e e f f e c t i v e , w h i l e h e a t i n g t o 1 0 0 
°C o r m o r e w o r k e d a l m o s t i m m e d i a t e l y . 1 h h e a t i n g a t 9 5 °C s e e m s t o b e a s a f e 
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F i g . 4 . 1 5 : C o n s i s t e n c y o f 2 5 % b i o m a s s s u s p e n s i o n a f t e r : 1 . h e a t i n g f o r g i v e n t i m e 
a t g i v e n t e m p e r a t u r e , 2 . a l k a l i z a t i o n w i t h N a O H t o p H 9 . 

c o m p r o m i s e i n i n d u s t r i a l s e t t i n g s , w h e r e b o i l i n g o r p r e s s u r e - h e a t i n g o f t h e m i x t u r e 
i s n o t s u i t a b l e . 

4.2.1.4 Alkaline digestion of heat-pretreated biomass 

N e x t e x p e r i m e n t s o n a l k a l i n e d i g e s t i o n w e r e d o n e o n h e a t - p r e t r e a t e d b i o m a s s . G e t 
t i n g w h i t e p r o d u c t w i t h s u f f i c i e n t p u r i t y i n n e a r l y q u a n t i t a t i v e y i e l d w a s t h e m a i n 
g o a l . H e r e , w o r k u p b y c e n t r i f u g a t i o n a n d r e p e a t e d w a s h i n g w i t h w a t e r w a s e a s y , 
d u e t o l o w v i s c o s i t y o f m i x t u r e s . T h e r e f o r e , m o r e c o n c e n t r a t e d m i x t u r e s ( u p t o 1 0 % 
C D W ) c o u l d b e s u c c e s s f u l l y u s e d . R e l a t i o n s h i p b e t w e e n t e m p e r a t u r e , t i m e , N a O H 
c o n c e n t r a t i o n a n d p u r i t y w a s e x p l o r e d . W e o b s e r v e d t h a t i f p u r i t y ( a n a l y z e d b y G C 
m e t h o d ) o f P H B i s a b o v e 9 7 %, w h i t e p o w d e r i s o b t a i n e d . T h e l o w e r t h e p u r i t y , t h e 
m o r e t h e s a m p l e r e s e m b l e s d r y b i o m a s s ( b r o w n g l a s s y s o l i d ) . I n p i l o t e x p e r i m e n t s , 
t h e r e f o r e , p u r i t y w a s e v a l u a t e d v i s u a l l y . R e s u l t s a r e s u m m a r i z e d i n fig. 4 . 1 6 . A s 
c a n b e s e e n , y i e l d i s c l o s e t o q u a n t i t a t i v e i n o n l y o n e e x p e r i m e n t , w i t h t h e m i l d e s t 
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F i g . 4 . 1 6 : A l k a l i n e d i g e s t i o n o f h e a t - p r e t r e a t e d b i o m a s s w i t h N a O H . I n f l u e n c e o f 
t i m e , t e m p e r a t u r e a n d N a O H c o n c e n t r a t i o n o n y i e l d a n d p r o d u c t ' s c o l o r 

r e a c t i o n c o n d i t i o n s . H o w e v e r , t h i s e x p e r i m e n t d i d n ' t g i v e p u r e p r o d u c t , a s c a n b e 
s e e n i n t h e p h o t o . L o w p u r i t y w a s f u r t h e r c o n f i r m e d b y F T I R ( f i g . 4 . 3 7 ) , w h e r e 
r a t h e r i n t e n s e p r o t e i n s i g n a l s a t 1 5 3 0 a n d 1 6 5 0 c m " 1 c o u l d b e s e e n . A t h a r s h e r r e a c 
t i o n c o n d i t i o n s , p u r i t y i n c r e a s e d , b u t y i e l d s w e r e s i g n i f i c a n t l y l o w e r . A t t h e h i g h e s t 
t e m p e r a t u r e a n d N a O H c o n c e n t r a t i o n , y i e l d w a s c l o s e t o z e r o . O n l y a s m a l l a m o u n t 
o f b r o w n s o l i d w a s o b t a i n e d , a n d a c c o r d i n g t o F T I R , i t w a s m a i n l y p r o t e i n . T h e r e 
s u l t s s h o w t h a t N a O H s e p a r a t e s P H B f r o m o t h e r c e l l c o m p o n e n t s , b u t a t t h e s a m e 
t i m e , i t r e a c t i v e l y d i s s o l v e s t h e p o l y m e r . F i n d i n g o p t i m a l c o n d i t i o n s t h a t w o u l d 
l e a d t o s u f f i c i e n t p u r i t y a n d y i e l d w o u l d b e d e m a n d i n g . T h e r e f o r e , t h i s m e t h o d w a s 
n o t e x p l o r e d f u r t h e r a n d o t h e r s t r a t e g i e s w e r e t e s t e d . 

4.2.2 Acid digestion 

4.2.2.1 Acid digestion - initial experiments 

O u r e x p e r i m e n t s w e r e s t r o n g l y i n s p i r e d b y w o r k o f Y u a n d C h e n [ 5 3 ] , w h o d e v e l 
o p e d a m e t h o d f o r i s o l a t i o n o f P H B u s i n g s u l f u r i c a c i d . T h e e x p e r i m e n t a l d e s i g n 
s t e m s f r o m t h e i r p r o c e d u r e s , h o w e v e r , c e r t a i n m o d i f i c a t i o n s w e r e m a d e t o s a t i s f y r e -
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F i g . 4 . 1 7 : A c i d d i g e s t i o n w i t h d i f f e r e n t a c i d s . P r e p a r a t i o n f o l l o w e d g e n e r a l p r o c e 
d u r e 3 . 3 . 2 . 1 , b i o m a s s c o n c e n t r a t i o n w a s 3 8 % C D W , c o n c e n t r a t i o n o f a c i d i n r e a c t i o n 
m i x t u r e w a s 0 . 4 m o l / 1 a n d t h e m i x t u r e r e a c t e d 3 h / 9 5 °C. 

q u i r e m e n t s f o r s c a l a b l e p r o c e d u r e . F o r t h e s a k e o f s i m p l i c i t y a n d e n v i r o n m e n t a l a n d 
o c c u p a t i o n a l s a f e t y , b l e a c h i n g s t e p w a s o m i t t e d , a n d m o r e c o n c e n t r a t e d b i o m a s s 
w a s u s e d . I n i t i a l l y , d i f f e r e n t a c i d s w e r e t e s t e d i n o r d e r t o a s se s s t h e i r e f f e c t i v i t y . 
R e s u l t i n g p r o d u c t s a r e s h o w n i n fig. 4 . 1 7 . H C O O H a H 3 P O 4 r e a c t e d t o o s l o w l y 
a n d a f t e r t h e r e a c t i o n t i m e g a v e b r o w n , b i o m a s s - l i k e p r o d u c t . H N O 3 g a v e b r i g h t l y 
y e l l o w m i x t u r e d u e t o x a n t h o p r o t e i n r e a c t i o n . E v e n a f t e r r e p e a t e d w a s h i n g , t h e c o l 
o r a t i o n c o u l d n ' t b e r e m o v e d . B e s t r e s u l t s w e r e o b t a i n e d w i t h H 2 S 0 4 a n d H C 1 , w h e r e 
t h e r e a c t i o n l e d t o w h i t e p r o d u c t . F u r t h e r m o r e , b o t h a c i d s a r e w i d e l y a v a i l a b l e f o r 
a c c e p t a b l e p r i c e . 

D e c i d i n g w h i c h a c i d s w o u l d b e m o r e s u i t a b l e f o r p o t e n t i a l i n d u s t r i a l u s e w a s n o t 
e a s y . T h e a d v a n t a g e o f H 2 S 0 4 i s i t s n o n - v o l a t i l i t y , a n d t h u s h i g h e r s a f e t y i n t h e 
a c i d p h a s e o f t h e r e a c t i o n . H o w e v e r , t h e t r e a t m e n t o f t h e r e a c t i o n m i x t u r e a n d t h e 
t r e a t m e n t o f t h e w a s t e w a t e r a l s o h a d t o b e t a k e n i n t o a c c o u n t . T h e c o n s u m p t i o n o f 
N a O H f o r n e u t r a l i z a t i o n o f H C 1 i s l o w e r t h a n t h e c o n s u m p t i o n f o r n e u t r a l i z a t i o n o f 
e q u a l l y c o n c e n t r a t e d H 2 S 0 4 . I n a d d i t i o n , c h l o r i d e s a r e c o n s i d e r e d l e s s p r o b l e m a t i c i n 
w a s t e w a t e r t h a n s u l p h a t e s . T h e r e f o r e , t h e u s e o f H C 1 i s p o t e n t i a l l y m o r e e c o n o m i c a l 
t h a n H 2 S 0 4 . 

4.2.2.2 Digestion with HCI 

I n f o l l o w i n g e x p e r i m e n t s , d i f f e r e n t H C I c o n c e n t r a t i o n s w e r e t e s t e d , t o g e t h e r w i t h 
d i f f e r e n t r e a c t i o n t i m e s a n d t e m p e r a t u r e s . U n l i k e t h e a l k a l i n e d i g e s t i o n d e s c r i b e d 
a b o v e , n o s i g n i f i c a n t l o s s e s o f p r o d u c t w e r e o b s e r v e d . I n a l l c a se s , y i e l d s w e r e 8 0 -
1 0 0 % ( d a t a n o t s h o w n f o r t h e s a k e o f c l a r i t y ) a n d l o s s e s w e r e f u l l y e x p l a i n a b l e b y 
c l u m s y s a m p l e h a n d l i n g . R e g a r d i n g p u r i t y , i t w a s h y p o t h e s i z e d t h a t r e s u l t s s h o u l d 
m a t c h Y u ' s m o d e l [ 5 3 ] . T h e m o d e l p r e d i c t s t h a t i f S F ( s e v e r e f a c t o r , e x p r e s s e d 
b y t h e e q u a t i o n 4 . 1 , w h e r e t i s t i m e i n m i n u t e s , T i s t e m p e r a t u r e i n °C a n d c i s 
c o n c e n t r a t i o n o f t h e a c i d i n m o l / 1 ) i s h i g h e r t h a n 0 . 8 , p u r e p r o d u c t ( > 9 7 % ) s h o u l d 
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b e o b t a i n e d . A s i n p r e v i o u s s e c t i o n ( 4 . 2 . 1 ) , o u r r e q u i r e m e n t w a s g e t t i n g w h i t e 
p r o d u c t a n d w e c o u l d a s s u m e t h a t c o l o r r o u g h l y c o r r e l a t e d w i t h a n a l y t i c a l p u r i t y . 
S e v e r e f a c t o r f o r d i f f e r e n t r e a c t i o n c o n d i t i o n s w a s c a l c u l a t e d a n d e x p e c t e d o u t c o m e 
w a s p l o t t e d t o g e t h e r w i t h e x p e r i m e n t a l l y o b t a i n e d p r o d u c t s ( f i g . 4 . 1 8 a n d 4 . 1 9 ) . 

A s c a n b e s e e n i n figures 4 . 1 8 a n d 4 . 1 9 , t h e m o d e l d o e s n ' t m a t c h e x p e r i m e n t a l 
r e s u l t s e n t i r e l y . S l i g h t l y m o r e s e v e r e c o n d i t i o n s w e r e n e e d e d i n o u r e x p e r i m e n t s 
t o o b t a i n p u r e p r o d u c t . P r o b a b l e r e a s o n i s c o n c e n t r a t i o n o f t h e b i o m a s s . M o d e l 
w a s d e v e l o p e d f o r d i g e s t i o n o f 7 % b i o m a s s , w h i l e w e w o r k w i t h 3 6 % b i o m a s s . T h e 
b i o m a s s h a s c e r t a i n b u f f e r i n g c a p a c i t y d u e t o p r e s e n c e o f a m i n o a c i d s , f a t t y a c i d , 
p h o s p h a t e s e t c . . T h e r e f o r e , t h e m o r e c o n c e n t r a t e d b i o m a s s , t h e m o r e a c i d i s c o n 
s u m e d f o r o v e r c o m i n g t h e b u f f e r i n g c a p a c i t y a n d d o e s n ' t c o n t r i b u t e t o t h e r e a c t i o n . 

F o r f u r t h e r s c a l e - u p , m i n i m a l a m o u n t o f r e a g e n t s w a s t h e m a i n r e q u i r e m e n t . I t 
c a n b e s e e n t h a t 0 . 3 4 m o l / 1 i s t h e m i n i m a l H C 1 c o n c e n t r a t i o n f o r s u c c e s s f u l d i g e s 
t i o n . T e m p e r a t u r e a n d t i m e t h e n h a v e t o b e a t l e a s t 9 0 °C a n d 3 h . T h e r e a r e 
d i f f e r e n c e s b e t w e e n d i f f e r e n t b a t c h e s o f b i o m a s s . T h e s e m i n i m a l c o n d i t i o n s a r e n o t 
s u i t a b l e f o r a l l o f t h e m . S l i g h t l y h i g h e r c o n c e n t r a t i o n , 0 . 4 5 m o l / 1 , a n d 3 h a t 9 5 °C 
p r o v e d t o b e u n i v e r s a l l y a p p l i c a b l e f o r a l l a v a i l a b l e b a t c h e s o f b i o m a s s . T h e r e f o r e , 
f u r t h e r e x p e r i m e n t s w e r e c o n d u c t e d a t t h e s e c o n d i t i o n s . I n f o l l o w i n g e x p e r i m e n t s , 
c e n t r i f u g a t i o n p r o c e d u r e w a s m o d i f i e d . T o c o n d u c t t h e s e r i e s o f s p i n t e s t s , d i g e s t i o n 
i n 1 - 2 1 b a t c h w a s p e r f o r m e d a n d t h e a b o v e p r o c e d u r e p r o v e d t o b e a p p l i c a b l e a t 
t h e l a r g e r s c a l e . M a i n g o a l o f t h e s p i n t e s t s w a s t o r e d u c e a m o u n t o f w a s h w a t e r a n d 
r e d u c e t i m e a n d s p e e d o f t h e c e n t r i f u g e , w h i l e m a i n t a i n i n g h i g h y i e l d a n d p u r i t y o f 
t h e p r o d u c t . D u e t o s m a l l p a r t i c l e s i z e , 4 0 0 0 - 1 0 0 0 0 g i s n e e d e d . R e q u i r e d t i m e 
i s i n v e r s e l y p r o p o r t i o n a l t o c e n t r i f u g a t i o n f o r c e a n d r a n g e s b e t w e e n 4 m i n a n d 3 0 
m i n . B a s e d o n t h e k n o w l e d g e , t h e o p t i m i z e d p r o c e d u r e , s u i t a b l e f o r l a r g e r - s c a l e 
t e s t i n g w a s f o r m u l a t e d . S p e c i f i c p r o c e d u r e i s d e s c r i b e d i n s e c t i o n 3 . 3 . 2 . 2 . T y p i c a l l y , 
p r o d u c t y i e l d a n d q u a l i t y w e r e a s f o l l o w s : 

. Y i e l d : 9 4 %, w h i t e p o w d e r ( f i g . 4 . 2 0 ) 

. P u r i t y ( G C ) : 9 9 % 

. M w ( G P C ) : 2 0 0 0 0 0 g / m o l 

. S u r f a c e ( B E T ) : 5 . 7 m 2 / g 
• P a r t i c l e s i z e ( L a s e r d i f f r a c t i o n ) : 0 . 9 /j,m ( f i g . 4 . 2 1 ) 
. P a r t i c l e s i z e ( S E M ) : 0 . 8 fim ( f i g . 4 . 2 2 ) 

T - 1 0 0 
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F i g . 4 . 1 8 : D e p e n d e n c e o f P H B p u r i t y o n t e m p e r a t u r e , t i m e a n d a c i d c o n c e n t r a t i o n . 
E x p e r i m e n t a l r e s u l t s a r e p h o t o s o f p r o d u c t s o b t a i n e d b y r e a c t i o n a t g i v e n c o n d i t i o n s . 
M o d e l s h o w s s e v e r e f a c t o r s f o r t h e r e a c t i o n c o n d i t i o n s . P u r e p r o d u c t w a s e x p e c t e d 
f o r S F > 0 . 8 . 
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F i g . 4 . 1 9 : D e p e n d e n c e o f P H B p u r i t y o n t e m p e r a t u r e , t i m e a n d a c i d c o n c e n t r a t i o n . 
E x p e r i m e n t a l r e s u l t s a r e p h o t o s o f p r o d u c t s o b t a i n e d b y r e a c t i o n a t g i v e n c o n d i t i o n s . 
M o d e l s h o w s s e v e r e f a c t o r s f o r t h e r e a c t i o n c o n d i t i o n s . P u r e p r o d u c t w a s e x p e c t e d 
f o r S F > 0 . 8 . 7 2 



F i g . 4 . 2 0 : I s o l a t e d P H B 

1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 
velikost Castic (mikiometty) 

F i g . 4 . 2 1 : P a r t i c l e s i z e d i s t r i b u t i o n a s m e a s u r e d b y l a s e r d i f f r a c t i o n 
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F i g . 4 . 2 2 : S E M i m a g e o f P H B i s o a l t e d b y a c i d d i g e s t i o n 

4.2.2.3 Digestion with HCI, large-scale procedure 

T h e u p s c a l e d p r o c e d u r e , t h a t w a s d o n e i n 2 5 0 1 r e a c t o r ( s e c t i o n 3 . 3 . 2 . 3 ) s h o w e d t h a t 
t h e e x p e r i m e n t p r o c e e d e d s i m i l a r l y a s i n l a b o r a t o r y c o n d i t i o n s . H o w e v e r , c o m p l e t e 
e v a l u a t i o n o f t h e t e s t w a s n o t p o s s i b l e d u e t o t h e l a c k o f e q u i p m e n t f o r w o r k u p . 
S u f f i c i e n t l y p o w e r f u l c e n t r i f u g e w a s n o t p r e s e n t a t t h e s i t e o f t h e e x p e r i m e n t , s o 
m o s t o f t h e r e a c t i o n m i x t u r e w a s o n l y n e u t r a l i z e d a n d f u r t h e r p r o c e s s e d b y o u r 
i n d u s t r i a l p a r t n e r e l s e w h e r e . U n f o r t u n a t e l y , t h e d e t a i l s o f f u r t h e r p r o c e s s i n g a r e 
n o t k n o w n . H o w e v e r , a n a l i q u o t o f t h e r e a c t i o n m i x t u r e w a s w o r k e d u p i n o u r l a b 
t o t h e final p r o d u c t , w h i c h w a s f u r t h e r a n a l y z e d . T h e d a t a o b t a i n e d a r e a s f o l l o w s : 

• Y i e l d 9 7 %, w h i t e p o w d e r 
. P u r i t y ( G C ) : 9 9 % 
. M w ( G P C ) : 7 0 0 0 0 g / m o l 
. F T I R : m a t c h e s P H B s t a n d a r d ( f i g . 4 . 3 8 ) 

A s e x p e c t e d , t h e r e a c h e d y i e l d a n d p u r i t y w e r e s u f f i c i e n t l y h i g h . M o l a r m a s s 
d e c r e a s e d s u b s t a n t i a l l y , m u c h m o r e t h a n i n c o m p a r a b l e l a b o r a t o r y e x p e r i m e n t s . 
T h i s m a y b e a t t r i b u t e d t o l o n g e r h e a t i n g t i m e s ( r e a c h i n g 9 0 °C t o o k m o r e t h a n t w o 
h o u r s , c o m p a r e d t o s e v e r a l m i n u t e s i n a l a b o r a t o r y ) a n d l o n g e r s t o r a g e o f t h e a c i d i c 
m i x t u r e b e f o r e w o r k u p . T h i s s h o w s t h a t i f h i g h e r m o l a r m a s s i s n e e d e d , t h e s e s t e p s 
m u s t b e c a r e f u l l y o p t i m i z e d . 
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4.2.3 Soap-based digestion 

4.2.3.1 Soap preparation and initial experiments 

A s d e s c r i b e d i n T h e o r e t i c a l s e c t i o n ( 1 . 1 . 2 . 2 ) , m a i n a d v a n t a g e o f s o a p , c o m p a r e d t o 
m o s t i n d u s t r i a l s u r f a c t a n t s , i s t h e p o s s i b i l i t y t o p r e c i p i t a t e i t f r o m w a s t e w a t e r . W e 
h a v e d e c i d e d t o v a l i d a t e a n d u s e t h i s a p p r o a c h , a n d t o i m p r o v e i t s e c o n o m y . A b o v e 
a l l , i n s t e a d o f p u r e r e a g e n t , w e u s e d c r u d e s o a p p r e p a r e d f r o m w a s t e o i l . I n o r d e r t o 
r e d u c e w a t e r c o n s u m p t i o n a n d p l a n t s i z e , w e u s e d h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s o f b i o m a s s 
i n t h e r e a c t i o n m i x t u r e . W e h a v e a l s o e x p l o r e d t h e p o s s i b i l i t i e s o f p r o c e s s i n g t h e 
g e n e r a t e d w a s t e . 

T h e p r e p a r a t i o n o f s o a p f r o m w a s t e o i l w a s r a t h e r s t r a i g h t f o r w a r d . O n a s m a l l 
s c a l e , i t w a s f e a s i b l e u s i n g o r d i n a r y l a b o r a t o r y g l a s s w a r e . T h e o n l y d i f f i c u l t y i n 
p r e p a r i n g a l a r g e r a m o u n t w a s t h e h o m o g e n i z a t i o n o f t h e m i x t u r e , b e c a u s e i n t h e 
i n i t i a l p h a s e o f t h e r e a c t i o n i t i s n e c e s s a r y t o e n s u r e g o o d c o n t a c t o f t h e a q u e o u s 
p h a s e w i t h t h e o i l p h a s e . T h e r e w a s a n e e d f o r m o r e p o w e r f u l e q u i p m e n t t h a n a 
s m a l l l a b o r a t o r y h o m o g e n i z e r . Q u a l i t y k i t c h e n m i x e r w a s f o u n d a p p r o p r i a t e . 

A s i n a l k a l i n e d i g e s t i o n ( 4 . 2 . 1 ) , g e l l i n g o f u n t r e a t e d b i o m a s s u p o n r e a c t i o n w i t h 
s o a p , w h i c h i s s l i g h t l y a l k a l i n e , w a s o b s e r v e d . A g a i n , i t w a s s o l v e d b y h e a t p r e t r e a t -
m e n t o f t h e b i o m a s s . U n l i k e i n a c i d a n d a l k a l i n e d i g e s t i o n , h e r e , t h e r e a g e n t w a s n o t 
r e a d i l y s o l u b l e i n c o l d w a t e r . T h e r e f o r e , i t w a s a d v a n t a g e o u s t o c o n d u c t t h e e x p e r i 
m e n t s a t h i g h e r t e m p e r a t u r e s . I n p r a c t i c e , 5 0 - 8 0 ° C h a s p r o v e n t o b e s u i t a b l e , w i t h 
t h e s o a p d i s s o l v i n g r e l a t i v e l y q u i c k l y b u t w i t h o u t u n d e s i r e d b o i l i n g o f t h e m i x t u r e 
o r s i g n i f i c a n t d e g r a d a t i o n o f t h e p o l y m e r . A n o t h e r i m p o r t a n t a s p e c t w a s t h e u s e o f 
l e s s e x t r e m e p H . T h e s o a p i s f u l l y e f f e c t i v e i n t h e s l i g h t l y a l k a l i n e c o n d i t i o n s , w h i c h 
e n a b l e d e x p e r i m e n t i n g w i t h i n d u s t r i a l e n z y m e ( p r o t e a s e u s e d i n w a s h i n g p o w d e r s ) 
a s a d d i t i o n a l r e a g e n t . B a s e d o n t h e s e a s s u m p t i o n s , t h e g e n e r a l p r o c e d u r e o u t l i n e d 
i n c h a p t e r 3 . 3 . 3 . 2 w a s p r o p o s e d a n d a s e r i e s o f e x p e r i m e n t s w e r e p e r f o r m e d t o e x 
a m i n e t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n t h e a m o u n t o f s o a p i n t h e m i x t u r e , t h e a d d i t i o n 
o f p r o t e a s e a n d a n a l y t i c a l p u r i t y . R e s u l t s a r e s h o w n i n fig. 4 . 2 3 . P l o t t e d v a l u e s 
a r e s i m i l a r t o t h o s e f o r S D S - b a s e d m e t h o d p u b l i s h e d p r e v i o u s l y , [48] s h o w n i n fig. 
4 . 2 4 . I n a l l e x p e r i m e n t s , y i e l d s w e r e c l o s e t o q u a n t i t a t i v e a n d a l l l o s s e s c o u l d b e 
e x p l a i n e d b y c l u m s i n e s s i n h a n d l i n g . F o r t h e s a k e o f c l a r i t y , y i e l d s a r e n o t r e p o r t e d . 
A n a l y t i c a l p u r i t y w a s m o n i t o r e d b e c a u s e , u n l i k e t h e a c i d i c a n d a l k a l i n e m e t h o d s , i t 
w a s n o t p o s s i b l e t o r e l i a b l y e v a l u a t e v i s u a l l y . E v e n v e r y a n a l y t i c a l l y p u r e p r o d u c t s , 
a f t e r i s o l a t i o n , s o m e t i m e s t o o k t h e f o r m o f a g l a s s y , s l i g h t l y y e l l o w i s h s o l i d , n o t a 
w h i t e p o w d e r . 

I n a n e f f o r t t o s c a l e u p , t h e v i s c o s i t y o f t h e m i x t u r e b e g a n t o h a v e o b s e r v a b l e 
n e g a t i v e e f f e c t . A l t h o u g h t h e m i x t u r e w a s h e a t - p r e t r e a t e d , c e n t r i f u g a t i o n w a s d i f f i 
c u l t a t a g i v e n b i o m a s s c o n c e n t r a t i o n . T h e v i s c o s i t y a l s o i n c r e a s e d w i t h i n c r e a s i n g 
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F i g . 4 . 2 3 : P u r i t y o f P H B o b t a i n e d b y s o a p - b a s e d d i g e s t i o n [11] 
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F i g . 4 . 2 4 : P u r i t y o f P H B f r o m S D S - b a s e d m e t h o d . O b t a i n e d f r o m p r e v i o u s 
p u b l i c a t i o n . [48] 

7 6 



F i g . 4 . 2 5 : P H B f r o m s o a p - b a s e d d i g e s t i o n w i t h 0 . 2 5 g s o a p / g C D W a n d p r o t e a s e . 
L e f t : s o a p w a s a d d e d i n o n e d o s e , a c c o r d i n g t o G e n e r a l p r o c e d u r e 3 . 3 . 3 . 2 . R i g h t : 
first h a l f o f s o a p w a s u s e d f o r p r e - p u r i f i c a t i o n , t h e n t h e m i x t u r e w a s c e n t r i f u g e d , 
p a l l e t w a s m a d e u p t o t h e o r i g i n a l v o l u m e a n d t r e a t e d w i t h e n z y m e a n d r e s t o f s o a p . 

s o a p d o s e . I n o r d e r t o a c h i e v e a r e a s o n a b l e c e n t r i f u g a l s e p a r a t i o n e f f i c i e n c y a t l o w e r 
s p e e d s , w h i c h w a s r e q u i r e d f o r l a r g e - s c a l e t e s t s , a s l i g h t r e d u c t i o n i n t h e b i o m a s s 
c o n c e n t r a t i o n a n d t h e d i v i s i o n o f t h e s o a p i n t o t w o d o s e s w e r e f u r t h e r e x p e r i m e n t e d . 
T h e first b a t c h o f s o a p w a s u s e d f o r t h e i n i t i a l p r e - p u r i f i c a t i o n , f o l l o w e d b y c e n t r i f u -
g a t i o n t o r e m o v e m o s t o f t h e c e l l d e b r i s , d i l u t i o n o f P H B - r i c h p e l l e t t o t h e o r i g i n a l 
v o l u m e , a n d r e a c t i o n w i t h a s e c o n d b a t c h o f s o a p t o g e t h e r w i t h t h e e n z y m e a t a 
l o w e r t e m p e r a t u r e ( s o a s t o m a i n t a i n e n z y m a t i c a c t i v i t y ) . A f t e r w a r d s , w o r k u p w a s 
t h e s a m e a s i n G e n e r a l p r o c e d u r e 3 . 3 . 3 . 2 , b u t o n l y t w o w a s h i n g w i t h w a t e r w e r e 
d o n e i n o r d e r t o m a i n t a i n t h e s a m e t o t a l n u m b e r o f c e n t r i f u g a t i o n s i n b o t h e x p e r 
i m e n t s . T h e p r o c e d u r e w i t h t w o d o s e s o f s o a p p r o v e d t o b e a d v a n t a g e o u s b e c a u s e 
t h e v i s c o s i t y o f t h e m i x t u r e s w a s l o w e r a n d t h e c o l o r a t i o n o f t h e p r o d u c t w a s l e s s 
p r o n o u n c e d t h a n w h e n t h e s a m e d o s e o f s o a p w a s u s e d a t t h e s a m e t i m e ( f i g . 4 . 2 5 ) . 

4.2.3.2 Soap-based digestion - optimized 

T o m a x i m i z e q u a l i t y o f P H B a n d m i n i m i z e t h e a m o u n t o f r e a g e n t s a n d w a s t e , t h e 
p r o c e d u r e w i t h o n l y 0 . 2 g o f s o a p p e r 1 g o f B D W w a s e m p l o y e d a n d t h e p u r i t y w a s 
i m p r o v e d b y u s e o f p r o t e a s e a n d final w a s h w i t h e a s i l y r e c y c l a b l e s o l v e n t a c e t o n e 
( f o r d e t a i l s s ee S e c t i o n 3 . 3 . 3 . 3 ) . O u t c o m e o f t h e e x p e r i m e n t w a s f o l l o w i n g : 

. Y i e l d 9 7 %, w h i t e p o w d e r ( f i g . 4 . 2 6 ) 

. ( G C - F I D ) : 9 6 % 

. M w ( G P C ) : 3 8 9 0 0 0 g / m o l 

. M n ( G P C ) : 1 6 7 0 0 0 g / m o l 

. F T I R : m a t c h e s P H B s t a n d a r d ( f i g . 4 . 3 9 ) 
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F i g . 4 . 2 6 : P H B i s o l a t e d b y s o a p - b a s e d d i g e s t i o n 

M i c r o s t r u c t u r e o f t h e p r o d u c t ( f i g . 4 . 2 7 ) w a s d i f f e r e n t f r o m t h e P H B o b t a i n e d 
b y a c i d d i g e s t i o n ( f i g . 4 . 2 2 ) . A c i d d i g e s t i o n g a v e s p h e r i c a l p a r t i c l e s , t h a t r e s e m 
b l e d f r e e P H B g r a n u l e s i n t h e b a c t e r i a l c e l l s , w h i l e t h e p r o d u c t f r o m s o a p - b a s e d 
d i g e s t i o n r e s e m b l e d w h o l e c e l l s . T h i s m a y b e c a u s e d b y t r a c e r e s i d u e s o f c e l l u l a r 
m a t e r i a l , t h a t h o l d s t h e s h a p e t o g e t h e r , o r b y t h e t e n d e n c y o f g r a n u l e s t o c o a g u l a t e 
d u r i n g i s o l a t i o n . T h i s p h e n o m e n o n w i l l b e f u r t h e r i n v e s t i g a t e d i n a f u t u r e . N e v 
e r t h e l e s s , c o l o r , y i e l d , p u r i t y a n d m o l a r m a s s o f t h e p r o d u c t w e r e s a t i s f y i n g . T h i s 
P H B w a s l a t e r p r o c e s s e d t o 3 D p r i n t i n g m a t e r i a l 3 . 4 . 4 . A t t h e s a m e t i m e , a q u e 
o u s s u p e r n a t a n t s c o l l e c t e d f r o m t h e e x p e r i m e n t w e r e u s e d a s m o d e l w a s t e w a t e r s f o r 
s u b s e q u e n t p r e c i p i t a t i o n ( 3 . 3 . 3 . 4 ) . 

4.2.3.3 Processing of wastewater from soap-based digestion 

S u p e r n a t a n t s f r o m s o a p - b a s e d P H B i s o l a t i o n c o n t a i n e d m a i n l y s o a p a n d n o n - P H B 
c e l l m a s s . T h e r e f o r e , o n e w o u l d e x p e c t t h a t p r i m a r i l y f a t t y a c i d w o u l d b e f o r m e d 
u p o n t h e a c i d i f i c a t i o n a n d h o p e f u l l y c o u l d b e n e u t r a l i z e d w i t h l y e a n d u s e d a s a s o a p 
a g a i n . A l i k e r e s u l t i s r e p o r t e d b y S a m o r i [50] w h o c l a i m s t h a t a f t e r t h e a c i d i f i c a t i o n , 
f a t t y a c i d i s o b t a i n e d i n 9 8 % y i e l d a n d c a n b e e a s i l y r e c y c l e d b a c k t o s o a p w i t h o u t 
f u r t h e r p u r i f i c a t i o n . T h e S a m o r i ' s m e t h o d i s s l i g h t l y d i f f e r e n t ( a m m o n i u m l a u r a t e 
i n s t e a d o f s o d i u m s o a p , a c i d i f i c a t i o n w i t h C 0 2 i n s t e a d o f H C 1 ) a n d u s e s s i g n i f i c a n t l y 
h i g h e r a m o u n t o f s o a p ( u p t o 2 g / g B D W ) b u t o t h e r w i s e t h e p r e c i p i t a t i o n s t e p i s 
c l o s e t o o u r s . T o o u r s u r p r i s e , t h e t i t r a t i o n c u r v e s h o w e d t h a t n o t o n l y s o a p r e a c t s 
w i t h h y d r o c h l o r i c a c i d i n o u r p r o c e s s . T h e t i t r a t i o n c u r v e h a d p r a c t i c a l l y flat s h a p e 
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F i g . 4 . 2 7 : S E M i m a g e o f P H B i s o l a t e d b y s o a p - b a s e d d i g e s t i o n 

( f i g . 4 . 2 8 ) , w h i c h i n d i c a t e d t h e a c i d - b a s e r e a c t i o n o f m o r e c o m p o u n d s w i t h d i f f e r e n t 
pKa v a l u e s . T h e finding c o r r e s p o n d s w i t h t h e g r a v i m e t r y - t h e y i e l d o f p r e c i p i t a t e 
d r y w e i g h t w a s h i g h e r t h a n e x p e c t e d . I n o t h e r w o r d s , t h e p r e c i p i t a t e c o n t a i n e d 
n o t o n l y f a t t y a c i d s , b u t a l s o s i g n i f i c a n t p o r t i o n o f n o n - P H B c e l l m a s s ( N P C M ) . 
T h i s f a c t w a s a l s o c o n f i r m e d b y F T I R o f d r i e d p r e c i p i t a t e ( f i g . 4 . 4 0 ) , w h i c h s h o w e d 
s t r o n g f a t t y a c i d s i g n a l s ( a l i p h a t i c s a t 2 9 7 2 a n d 2 8 5 3 c m " 1 , c a r b o x y l a t 1 7 0 9 c m " 1 ) 
t o g e t h e r w i t h p r o t e i n , w h i c h w a s m a n i f e s t e d m a i n l y b y t h e a m i d e s i g n a l a t 1 5 3 0 
a n d 1 6 5 0 c m " 1 . Y i e l d d e p e n d e d o n t h e s o a p : B D W r a t i o - t h e m o r e s o a p , t h e s m a l l e r 
p e r c e n t a g e o f N P C M i n p r e c i p i t a t e . T h i s m a y e x p l a i n s u f f i c i e n t p u r i t y o f S a m o r i ' s 
f a t t y a c i d - w i t h h i g h e r a m o u n t o f s o a p , t h e a m o u n t o f N P C M i n p r e c i p i t a t e c o u l d 
b e n e g l i g i b l e . I n o u r e x p e r i m e n t s , t h a t t y p i c a l l y w o r k w i t h m i n i m a l a m o u n t o f s o a p , 
t h e y i e l d s o f p r e c i p i t a t e r a n g e f r o m 1 3 6 % ( e x p e r i m e n t w i t h 0 . 5 g / g B D W ) t o 1 9 3 
% ( e x p e r i m e n t w i t h 0 . 1 2 5 g / g B D W ) . T h e r e f o r e , o u r p r e c i p i t a t e s w e r e n o t s u i t a b l e 
f o r s o a p m a k i n g b e c a u s e t h e y c o n t a i n e d 2 6 - 4 8 % o f N P C M a s i m p u r i t y . D u e t o 
c o m p l e x a n d d i v e r s e c h a r a c t e r o f N P C M , w e d i d n ' t a t t e m p t t o r e m o v e i t . I n s t e a d , 
w e d e c i d e d t o u s e t h e p r e c i p i t a t e a s s u b s t r a t e f o r f e r m e n t a t i o n . 

L a b o r a t o r y - s c a l e f e r m e n t a t i o n t e s t s s h o w t h a t t h e p r e c i p i t a t e c a n b e r e a d i l y 
u s e d a s s u b s t r a t e f o r b a c t e r i a t o p r o d u c e b a c t e r i a l b i o m a s s . F o r r e f e r e n c e , s t a n d a r d 
s u b s t r a t e ( w a s t e c o o k i n g o i l ) a n d m i x t u r e o f b o t h w a s f e r m e n t e d i n t h e s a m e m a n n e r . 
T h e r e w a s a s y n e r g y b e t w e e n p r e c i p i t a t e a n d w a s t e c o o k i n g o i l - m o r e s u b s t r a t e 
w a s c o n v e r t e d t o P H B i f a m i x t u r e o f t h e a b o v e i s u s e d a s a c a r b o n s o u r c e . T h e 
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supernatant soap 

V 2 . 5 M H C I ( m l ) 

F i g . 4 . 2 8 : T i t r a t i o n c u r v e s : 1 . s u p e r n a t a n t ( 0 . 2 g / g B D W o f s o a p u s e d f o r d i g e s t i o n ; 
s u p e r n a t a n t c o n t a i n s 1 0 g o f s o a p i n 5 5 0 m l ) , 2 . s o a p ( 1 0 g i n 5 5 0 m l o f w a t e r ) [11] 

r e a s o n m a y b e e m u l s i f y i n g p r o p e r t i e s o f t h e p r e c i p i t a t e w h i c h m a k e t h e o i l m o r e 
b i o a v a i l a b l e . P u r e p r e c i p i t a t e d i d n ' t p e r f o r m s o w e l l a s t h e m i x t u r e o r o i l a l o n e . 
H i g h a m o u n t o f h y d r o l y z e d p r o t e i n i n t h e p r e c i p i t a t e m a y b e t h e r e a s o n . I t i s k n o w n 
t h a t Cupriavidus necator a c c u m u l a t e s P H B f a s t e r i n N - d e f i c i e n t e n v i r o n m e n t [?] a n d 
t h u s n i t r o g e n - r i c h p r e c i p i t a t e m a y s l o w d o w n t h e p r o c e s s . B u t w e a s s u m e t h a t o i l 
+ p r e c i p i t a t e m i x t u r e w i l l u s u a l l y s e r v e a s a s u b s t r a t e f o r f e r m e n t a t i o n . T h e r e f o r e , 
t h e s y n e r g y o f o i l a n d s u b s t r a t e b r i n g s p o s i t i v e r e s u l t . [11] 

4.3 Microplastics in cosmetics - market research 

I n o r d e r t o a s se s s h o w w i d e s p r e a d m i c r o p l a s t i c s a r e i n c o s m e t i c s , a n d i f a n y o f t h e m 
c o u l d b e r e p l a c e d b y P H B , c o m p o s i t i o n s o f c o s m e t i c p r o d u c t s a v a i l a b l e o n C z e c h 
m a r k e t w e r e a n a l y z e d w i t h a h e l p o f d e d i c a t e d p y t h o n s c r i p t s . A s a s o u r c e o f d a t a , 
w e u s e d t h e c o m p o s i t i o n o f p r o d u c t s ( u n d e r I N C I n a m e s ) t h a t m a n u f a c t u r e r s a r e 
o b l i g a t e d t o p u b l i s h o n p a c k a g i n g , a n d w h i c h v e n d o r s u s u a l l y p u b l i s h o n w e b s i t e s . 
M a n u f a c t u r e r s h a v e t o l i s t a l l i n g r e d i e n t s i n d e s c e n d i n g o r d e r ( e x c e p t f o r i n g r e d i e n t s 
w i t h c o n c e n t r a t i o n b e l o w 1 %, w h i c h c a n b e l i s t e d i n a r b i t r a r y o r d e r ) b u t a r e n o t 
o b l i g a t e d t o i n f o r m a b o u t s p e c i f i c c o n c e n t r a t i o n s . T h e r e f o r e , t h i s r e s e a r c h i s i n -
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e v i t a b l y o f a q u a l i t a t i v e n a t u r e . B e c a u s e i t w o u l d b e d i f f i c u l t t o o b t a i n d a t a f o r t h e 
e n t i r e C z e c h m a r k e t , i t w a s a p p r o x i m a t e d b y a s s o r t m e n t o n e - s h o p o f T e t a d r o g e r i e . 
A l t h o u g h t h i s i s n o t a n o p t i m a l a p p r o a c h , w e c o n s i d e r i t s u f f i c i e n t f o r a r o u g h o r i e n 
t a t i o n . L a r g e c h a i n s , s u c h a s T e t a , s e r v e m a j o r i t y o f C z e c h c o n s u m e r s s o w e a s s u m e 
t h a t T e t a ' s a s s o r t m e n t r e f l e c t s t h e d e m a n d o f t y p i c a l c o n s u m e r s . T e t a w a s c h o s e n 
b e c a u s e a t t h e t i m e o f s o l v i n g t h i s t a s k ( a p r i l 2 0 2 0 ) i t p u b l i s h e d c o m p o s i t i o n o f a l l 
c o s m e t i c p r o d u c t s , h a d a w e l l - a r r a n g e d w e b s i t e , s u i t a b l e f o r w e b s c r a p p i n g . 

T h e a n a l y s i s b e g a n b y d o w n l o a d i n g i n f o r m a t i o n a b o u t a l l r e l e v a n t p r o d u c t s f r o m 
t h e e - s h o p . C o s m e t i c p r o d u c t s a p p e a r e d i n a t o t a l o f t e n c a t e g o r i e s o r s u b c a t e g o r i e s . 
T h e p a g e s w i t h t h e e n t i r e a s s o r t m e n t i n t h e g i v e n c a t e g o r y w e r e m a n u a l l y s e a r c h e d , 
a n d t h e l i n k t o i t w a s s a v e d i n l i n k finder.py ( a p p e n d i x 4 . 6 ) . T h e s c r i p t w r i t t e n 
i n l i n k f i n d e r c o n t a i n s t h e find_links f u n c t i o n , w h i c h o p e n e d e a c h l i n k , f o u n d a l l 
l i n k s t o t h e p a g e s o f i n d i v i d u a l p r o d u c t s , a n d a p p e n d e d t h e m t o t h e l i s t . T h e 
o b t a i n e d l i s t s w e r e s a v e d i n l i n k s . p y ( f o r i t s l e n g h t n o t s h o w n i n p r i n t e d v e r s i o n ; 
a v a i l a b l e o n l i n e i n A p p e n d i x I I ) . F o r t h e p u r p o s e o f a r c h i v i n g a n d p o s s i b i l i t y o f 
o f f l i n e w o r k , t h e p a g e s w i t h p r o d u c t i n f o r m a t i o n w e r e d o w n l o a d e d a n d s a v e d i n t e x t 
files b y d o w n l o a d e r . p y ( a p p e n d i x 4 . 7 ) . I t c o n t a i n s D o w n l o a d P a g e f u n c t i o n , t h a t 
o p e n s t h e l i n k t o i n d i v i d u a l p r o d u c t , finds p r o d u c t ' s n a m e a n d s a v e s t h e h t m l c o d e 
t o a file w i t h p r o d u c t ' s n a m e . I t a l s o i n c l u d e s a c o m m a n d t o p r i n t t h e p r o d u c t 
n a m e t o t h e c o n s o l e a n d a s h o r t s t o p , a n d b a s i c e r r o r h a n d l i n g f o r s k i p p i n g u n s a v e d 
o r n o n - e x i s t e n t files. T h i s a l l o w e d c o n t r o l o f d o w n l o a d i n g e n t i r e c a t e g o r i e s , w h i c h 
w e r e d o w n l o a d e d b y s i m p l e f o r l o o p s l i s t e d b e l o w i n t h e d o w n l o a d e r . p y . E . g . W h e n 
d o w n l o a d i n g t h e " h a i r c a r e " c a t e g o r y , s o m e n o n - c o s m e t i c i t e m s s u c h a s c l i p p e r s o r 
h a i r b a n d s a l s o a p p e a r e d a m o n g c o s m e t i c p r o d u c t s . T h e d o w n l o a d d e l a y m a d e 
i t p o s s i b l e t o m o n i t o r w h a t w a s b e i n g d o w n l o a d e d w h i l e m a n u a l l y d e l e t i n g n o n -
c o s m e t i c p r o d u c t s . I n t h i s m a n n e r , i n f o r m a t i o n a b o u t t o t a l o f 2 4 7 8 p r o d u c t s w a s 
d o w n l o a d e d . 

A n o t h e r g o a l w a s t o find a n d s o r t k e y d a t a f o r e a c h p r o d u c t . T h i s w a s d o n e b y 
t h e a n a l y z e r . p y file ( a p p e n d i x 4 . 8 ) , w h i c h i n c l u d e s t h e a n a l y z e p r o d u c t s f u n c t i o n . 
I t o p e n s t e x t files w i t h s t o r e d h t m l c o d e s , p a r s e s t h e m a n d s e a r c h e s f o r t h e r e q u i r e d 
i n f o r m a t i o n . B a s e d o n t h i s , i t c r e a t e s o b j e c t s o f t y p e " P r o d u c t " . T h e a t t r i b u t e s 
o f t h e s e o b j e c t s a r e t h e p r o d u c t n a m e , i t s p r i c e , c a t e g o r y , s u b c a t e g o r y a n d s u b -
s u b c a t e g o r y , a n d c o m p o s i t i o n , w i t h t h e c o m p o s i t i o n b e i n g d i v i d e d i n t o s i x g r o u p s 
b y t h e c a t e g o r i z e i n g r e d i e n t s f u n c t i o n . G r o u p s a r e m i c r o p l a s t i c s , o t h e r s y n t h e t i c 
p o l y m e r s , p o l y e t h e r s , d e g r a d a b l e i n g r e d i e n t s , m i n e r a l s a n d o t h e r s . 

T h e d i v i s i o n o f i n g r e d i e n t s i n t o t h e s e g r o u p s w a s s e m i - a u t o m a t i c , a s a s u f f i c i e n t l y 
l a r g e a n d f r e e l y a v a i l a b l e d a t a b a s e o f c o s m e t i c i n g r e d i e n t s a n d t h e i r n a t u r e w a s n o t 
f o u n d . F o r m i c r o p l a s t i c s , E C H A ' s l i s t o f p o l y m e r s t h a t a r e c o n s i d e r e d m i c r o p l a s t i c s 
[ 1 2 9 ] w a s u s e d . I t c o n t a i n s 1 9 p o l y m e r g r o u p s , e a c h i n c l u d i n g m a n y d i f f e r e n t c o m -
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p o u n d s w i t h d i f f e r e n t I N C I n a m e s . O t h e r i n g r e d i e n t s w e r e i n i t i a l l y s o r t e d o n l y b y 
s h o r t l i s t s s t o r e d i n i n g r e d i e n t _ l i s t s . p y , a n d b y s i m p l e l o g i c - i f t h e i n g r e d i e n t n a m e 
i s " e x t r a c t " o r " j u i c e " , i t c a n b e a s s u m e d t h a t i t w i l l b e a b i o b a s e d a n d b i o d e g r a d a b l e 
i n g r e d i e n t , " c i " i n t u r n m e a n s p i g m e n t s t h a t g e n e r a l l y d o n o t b e l o n g t o m i c r o p l a s -
t i c s . N e v e r t h e l e s s , a u t o m a t i c d e c i s i o n a b o u t m o s t i n g r e d i e n t s w a s n o t p o s s i b l e a t 
first. T h e r e f o r e , w h e n c a t e g o r i z e i n g r e d i e n t f u n c t i o n e n c o u n t e r e d a n u n k n o w n i n 
g r e d i e n t , i t a s k e d t h e u s e r ( i e m e ) t o w h i c h g r o u p t h e i n g r e d i e n t b e l o n g e d . I d e c i d e d 
i t e i t h e r o n t h e b a s i s o f e x i s t i n g k n o w l e d g e o r a c c o r d i n g t o i n f o r m a t i o n a v a i l a b l e 
o n l i n e . T h e f u n c t i o n s t o r e d t h e i n f o r m a t i o n f o r f u r t h e r u s e . T h e r e f o r e , t h e l i s t s o f 
c a t e g o r i z e d i n g r e d i e n t s g r e w a n d n e c e s s i t y f o r m a n u a l l a b o r g r a d u a l l y d e c r e a s e d . A t 
t h e e n d , a l l i n g r e d i e n t s w e r e c a t e g o r i z e d , a n d l i s t s w i t h i n d i v i d u a l i n g r e d i e n t g r o u p s 
w e r e s t o r e d i n t h e u p d a t e d v e r s i o n o f i n g r e d i e n t l i s t s . p y ( f o r i t s l e n g h t n o t a t t a c h e d 
t o p r i n t e d v e r s i o n ; a v a i l a b l e o n l i n e i n A p p e n d i x I I ) . 

A f t e r g o i n g t h r o u g h a l l t h e p r o d u c t s i n a g i v e n c a t e g o r y , t h e a n a l y z e p r o d u c t s 
f u n c t i o n g e n e r a t e s a s h o r t r e p o r t o n t h e n u m b e r o f a n a l y z e d p r o d u c t s i n t h e g i v e n 
p r o d u c t c a t e g o r y , a n d o n t h e o c c u r r e n c e o f s y n t h e t i c p o l y m e r s i n t h e m . T h i s w a s 
d o n e f o r a l l c a t e g o r i e s . T h e w h o l e r e p o r t i s g i v e n i n t h e 4 . 1 0 a p p e n d i x . F u r t h e r 
m o r e , t h e a n a l y z e p r o d u c t s f u n c t i o n r e t u r n s a l i s t o f l i s t s w i t h p r o d u c t a t t r i b u t e s , 
t o g e t h e r w i t h a t a b l e o f p r o d u c t I D - m i c r o p l a s t i c I D r e l a t i o n s . T h e s e d a t a a r e u s e f u l 
f o r c o n s t r u c t i n g . c s v files a s s o u r c e s f o r a v i s u a l i z a t i o n s o f t w a r e . A n o t h e r . c s v w i t h 
m i c r o p l a s t i c I D - m i c r o p l a s t i c _ n a m e a s s i g n m e n t w a s c o n s t r u c t e d u s i n g m i c r o p l a s -
t i c t a b l e g e n e r a t o r . p y file ( a p p e n d i x 4 . 9 ) . 

T h e d a t a w e r e v i s u a l i z e d i n P o w e r B I D e s k t o p . T h e m o d e l c o n n e c t i n g t h e t h r e e 
t a b l e s i s g i v e n i n fig. 4 . 2 9 . T h e w h o l e i n t e r a c t i v e d a s h b o a r d c a n b e f o u n d o n 
h t t p s : / / a p p . p o w e r b i . e o m / l i n k s / x Y 9 2 H U v _ K 2 ? c t i d = c 6 3 c e 7 2 9 - c a l 7 - 4 e 5 2 - a a 2 d - 9 6 b 
7 9 4 8 9 a 5 4 2 & p b i s o u r c e = l i n k S h a r e . A b r i e f o v e r v i e w i s i n fig. 4 . 3 0 . A s c a n b e s e e n , 
m i c r o p l a s t i c s a r e q u i t e w i d e l y u s e d , e s p e c i a l l y i n d e c o r a t i v e c o s m e t i c s . A t t h e s a m e 
t i m e , p r o d u c t s f r o m t h i s c a t e g o r y m o s t o f t e n c o n t a i n m o r e t h a n o n e i n g r e d i e n t f r o m 
t h e c a t e g o r y o f m i c r o p l a s t i c s . S o m e m a s c a r a s a n d l i p s t i c k s c o n t a i n e d u p t o five 
m i c r o p l a s t i c s p e c i e s . O t h e r c a t e g o r i e s r i c h i n m i c r o p l a s t i c s w e r e s k i n a n d h a i r c a r e . 

T h e m o s t u s e d m i c r o p l a s t i c s w e r e a c r y l a t e a n d m e t h a c r y l a t e c o p o l y m e r s , w h i c h 
a p p e a r e d i n p r o d u c t s f r o m a l l c a t e g o r i e s . T h i s c l a s s i s v e r y w i d e i n t e r m s o f p h y s i c a l 
a n d c h e m i c a l p r o p e r t i e s o f t h e p o l y m e r s , p e r f o r m i n g a w i d e r a n g e o f f u n c t i o n s , f r o m 
t h i c k e n i n g a n d film-forming t o e n h a n c i n g s e n s o r y p r o p e r t i e s . S i l i c o n e p o l y m e r s w e r e 
t h e s e c o n d m o s t p o p u l a r g r o u p o f m i c r o p l a s t i c s , finding u s e m a i n l y i n d e c o r a t i v e , 
s k i n a n d h a i r c a r e . T h e i r m a i n r o l e i s e n h a n c e m e n t o f s e n s o r i a l p r o p e r t i e s , s u c h a s 
s k i n f e e l o r s l i p p e r i n e s s a n d s h i n e o f h a i r . P o l y a m i d e s w e r e t h e t h i r d m o s t p o p u l a r 
o n e s , finding u s e i n d e c o r a t i v e a n d s k i n c a r e . P o l y a m i d e s a r e s o l i d s t h a t d o n o t 
d i s s o l v e i n w a t e r o r c o m m o n c o s m e t i c o i l s , a l i k e P H B . T h e r e f o r e , i t s e e m s t h a t 
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F i g . 4 . 2 9 : D a t a m o d e l 

P H B c o u l d f i n d a p p l i c a t i o n i n t h e s a m e s e g m e n t s . I n t h e i r m i c r o p a r t i c u l a t e f o r m , 
p o l y a m i d e s s e r v e a s s e n s o r y e n h a n c e r s , r h e o l o g y m o d i f i e r s a n d " s o f t f o c u s " a g e n t s i n 
h i g h - e n d p r o d u c t s . 

C o n t r a r y t o p o p u l a r b e l i e f , i t t u r n e d o u t t h a t t h e o c c u r r e n c e o f m i c r o p l a s t i c s 
i s m o r e c o m m o n i n m o r e e x p e n s i v e p r o d u c t s . I n t h e g r o u p o f a b o u t 5 0 0 c h e a p e s t , 
m i c r o p l a s t i c s w e r e i n o n l y 1 8 % o f p r o d u c t s . I n a s i m i l a r l y l a r g e g r o u p o f t h e 
m o s t e x p e n s i v e i t w a s a l r e a d y 4 2 %. I t s h o w s t h a t m i c r o p l a s t i c s w e r e n o t c h e a p 
b u l k i n g a g e n t s , w h i c h i s g o o d n e w s f o r t h e p o s s i b l e c o m m e r c i a l i z a t i o n o f P H B i n 
t h i s i n d u s t r y . 

D i f f e r e n c e s a l s o e x i s t e d b e t w e e n c o s m e t i c b r a n d s . W h i l e s o m e r a r e l y u s e d m i 
c r o p l a s t i c s , o t h e r s p u t m i c r o p l a s t i c s i n m o s t p r o d u c t s . T h e i n f l u e n c e h e r e i s m a i n l y 
d u e t o t h e s e g m e n t s o n w h i c h t h e g i v e n b r a n d s f o c u s . T h o s e t h a t f o c u s o n d e c o r a t i v e 
a n d s k i n c o s m e t i c s u s e m i c r o p l a s t i c s m o r e o f t e n . 

4.4 Thermal stability and melt-processing 
O n e o f t h e p r o p o s e d a p p l i c a t i o n s o f o u r P H B i s t h e p r o d u c t i o n o f m a t e r i a l s f o r 3 D 
p r i n t i n g v i a F D M t e c h n o l o g y . M e l t p r o c e s s a b i l i t y i s a n e c e s s a r y c o n d i t i o n f o r t h i s 
a p p l i c a t i o n . T h e m a t e r i a l u n d e r g o e s m e l t i n g b o t h d u r i n g filament p r o d u c t i o n a n d 
d u r i n g 3 D p r i n t i n g i t s e l f . F o r t h i s r e a s o n , t h e t h e r m a l s t a b i l i t y o f t h e p r e p a r e d P H B 
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M i c r o p l a s t i c s i n c o s m e t i c s 
P r o d u c t s o f f e r e d i n T e t a e s h o p 

C o u n t of p r o d u c t s by c a t e g o r y a n d n o j n i c r o p l a s t i c s 
no_microplastics « 0 1 # 2 « 3 « 4 m S 

Vlasová péče 

Krása a parfémy 

Tělová k o s m e t i k a 

Pleťová k o s m e t i k a 

Pánský svět 

Zdraví a h y g i e n a 

N a c e s t y | 

C o u n t of p r o d u c t s by t y p e of m i c r o p l a s t i c 

a c r y l a t e a n d meth... 

s i l i c o n e p o l y m e r s 

p o l y a m i d e s 

p o l y o l e f i n s 

a r o m a t i c p o l y e s t e r s | 

O t h e r J 

P o l y u r e t h a n e 

P r i c e c a t e g o r y v s . n u m b e r of m i c r o p l a s t i c s 
nojnicroplastics • 0 1 « 2 « 3 « 4 « 5 

1 6 4 3 1 

2499 
P r o d u c t s 

739 
C o n t a i n microplast ic (s ) 

89 
D i f f e r e n t species (INCI) 

U s e of m i c r o p l a s t i c s by m a i n b r a n d s 
with microp... #no #yes 

• N I V E A J 

^ ^ ^ ^ 1 5 
(7 

1 . 4 . 9 - 7 9 2 . 7 9 - 1 0 0 3 . 1 0 0 - 1 4 9 4 . 1 4 9 - 2 1 0 5 . 2 1 0 - 2 0 0 0 
C Z K ( 4 8 3 C Z K ( 6 0 9 C Z K ( 4 5 7 CZK ( 4 8 9 CZK ( 4 6 1 
p r o d u c t s ) p r o d u c t s ) p r o d u c t s ) p r o d u c t s ) p r o d u c t s ) 

F i g . 4 . 3 0 : R e p o r t o n m i c r o p l a s t i c s i n c o s m e t i c p r o d u c t s 
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V 
F i g . 4 . 3 1 : P H B s a m p l e s a f t e r m e l t i n g a t 1 9 0 °C/5 m i n a n d c o o l i n g . L e f t : c o m m e r c i a l 
P H B , r i g h t : P H B o b t a i n e d b y s o a p - b a s e d d i g e s t i o n . T h e s a m p l e s p o n t a n e o u s l y 
c r a c k e d u p o n c o o l i n g . 

s a m p l e s w a s i n v e s t i g a t e d . A s a s i m p l e a n d s t r a i g h t f o r w a r d t e s t , a s m a l l s a m p l e o f 
t h e m a t e r i a l w a s m e l t e d a t 1 9 0 ° C f o r 5 m i n u t e s . T h e s e c o n d i t i o n s r o u g h l y s i m u l a t e 
t h e t h e r m a l s t r e s s t h a t t h e s a m p l e w o u l d u n d e r g o d u r i n g m e l t p r o c e s s i n g . [?] I n t h i s 
w a y , s a m p l e s p r e p a r e d b y d i e t h y l o x a l a t e e x t r a c t i o n ( d e s c r i b e d i n s e c t i o n 3 . 2 . 1 . 6 , 
c h l o r o f o r m e x t r a c t i o n ( 3 . 2 . 1 . 7 ) , a n d a l k a l i n e , a c i d a n d s o a p d i g e s t i o n ( 3 . 3 . 1 . 2 , 3 . 3 . 2 . 2 
a n d 3 . 3 . 3 . 3 ) w e r e t e s t e d a n d c o m p a r e d w i t h s t a n d a r d c o m m e r c i a l p r o d u c t . T h e 
c o m m e r c i a l s a m p l e a n d s a m p l e s i s o l a t e d b y e x t r a c t i o n r e s u l t e d i n a r e l a t i v e l y d u r a b l e 
p l a s t i c , w h i l e t h o s e o b t a i n e d b y d i g e s t i o n m e t h o d s g a v e a n e x t r e m e l y b r i t t l e m a t e r i a l 
( f i g - 4 . 3 1 ) . 

F o r a c i d a n d a l k a l i n e d i g e s t i o n p o l y m e r s , t h e p r o b l e m m a y b e d u e t o t h e l o w 
m o l e c u l a r w e i g h t o f t h e p o l y m e r , w h i c h w a s a b o u t h a l f t h e m o l e c u l a r w e i g h t o f c h l o 
r o f o r m i s o l a t e d o r c o m m e r c i a l . H o w e v e r , t h i s d o e s n o t e x p l a i n t h e f r a g i l i t y o f t h e 
s a m p l e f r o m s o a p - b a s e d d i g e s t i o n , w h i c h h a d a m o l e c u l a r w e i g h t c o m p a r a b l e t o t h a t 
o f a c o m m e r c i a l o n e . T h u s , t h e m e t h o d o f i s o l a t i o n s e e m e d t o p l a y a m a j o r r o l e . A s 
a d e t a i l e d s t u d y o f t h e l i t e r a t u r e h a s s h o w n , t h e l o w e r t h e r m a l s t a b i l i t y o f t h e d i g e s -
t i v e l y o b t a i n e d P H B h a s b e e n o b s e r v e d b y a n u m b e r o f a u t h o r s ( l i t e r a t u r e s e a r c h 
w a s s u m m a r i z e d i n [ 1 2 ] ) . L o w s t a b i l i t y i s p r o b a b l y a s s o c i a t e d w i t h t h e f a c t t h a t t h e 
p o l y m e r i s i s o l a t e d f r o m a n a l k a l i n e e n v i r o n m e n t a n d c o n t a i n s b a s i c i m p u r i t i e s t h a t 
d r a m a t i c a l l y a c c e l e r a t e t h e r m a l d e g r a d a t i o n v i a E l c B m e c h a n i s m . 

I f a l k a l i n e i m p u r i t i e s a r e t h e i s s u e , t h e l o g i c a l s o l u t i o n i s t o r e m o v e o r n e u t r a l 
i z e t h e m . E f f o r t s t o e l i m i n a t e t h e s e i m p u r i t i e s w o u l d l e a d t o h i g h e r c o m p l e x i t y o f 
i s o l a t i o n p r o c e d u r e s , a n d s o w e r e n o t c o n s i d e r e d f e a s i b l e . W e f o c u s e d o n n e u t r a l i z a 
t i o n . A c i d w a s h i n g ( 3 . 4 . 1 ) a n d s t a b i l i z a t i o n w i t h b a s e n e u t r a l i z i n g a d d i t i v e s ( 3 . 4 . 2 ) 
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F i g . 4 . 3 2 : S c h e m a t i c r e p r e s e n t a t i o n o f P H B i s o l a t i o n b y a d i g e s t i o n m e t h o d a n d 
i n c o r p o r a t i o n o f m e t h o d s f o r t h e r m a l s t a b i l i z a t i o n . 

w e r e t e s t e d . T h e s e s t e p s a r e s i m p l e a n d d o n o t c o m p l i c a t e t h e p o t e n t i a l p r o d u c t i o n 
p r o c e s s ( f i g . 4 . 3 2 ) . N e v e r t h e l e s s , t h e y h a v e p r o v e n t o b e h i g h l y e f f e c t i v e . S u l f u r i c 
a c i d w a s c h o s e n a s t h e m o d e l w a s h i n g a g e n t a n d s u c c i n i c a n h y d r i d e a s t h e m o d e l 
a d d i t i v e , b u t t h e p h e n o m e n o n s e e m s t o b e m o r e g e n e r a l . W a s h i n g w i t h o t h e r a c i d s 
( H C 1 , C H 3 C O O H , c i t r i c a c i d ) a n d a d d i t i o n w i t h o t h e r r e a g e n t s ( m a l e i c a n h y d r i d e , 
s u c c i n i c a c i d , c i t r i c a c i d ) w e r e a l s o e x p e r i m e n t e d w i t h , a n d t h e s e i n t e r v e n t i o n s a l s o 
v i s i b l y i n c r e a s e d h e a t r e s i s t a n c e ( d a t a n o t s h o w n ) . T h e m e l t i n g o f t h e a d d i t i v e a n d 
a c i d - w a s h e d s a m p l e s r e s u l t e d i n a s i g n i f i c a n t l y l o w e r d e c r e a s e i n m o l e c u l a r w e i g h t 
t h a n t h e m e l t i n g o f u n t r e a t e d s a m p l e ( f i g . 4 . 3 3 ) . T h e s a m e p h e n o m e n o n c o u l d b e 
s e e n i n D S C ( f i g . 4 . 3 4 ) . M e l t i n g p o i n t ( w h i c h i s k n o w n t o d e c r e a s e w i t h d e c r e a s 
i n g m o l e c u l a r w e i g h t ) d e c r e a s e d s i g n i f i c a n t l y f o r u n s t a b i l i z e d m a t e r i a l s . S t a b i l i z e d 
s a m p l e s w e r e m u c h l e s s s u s c e p t i b l e . 

T o t e s t t h e s t a b i l i z a t i o n p r o t o c o l i n a r e a l - w o r l d a p p l i c a t i o n , P H B w a s p r e p a r e d 
b y s o a p - b a s e d d i g e s t i o n ( 3 . 3 . 3 . 3 ) a n d s t a b i l i z e d u s i n g s u c c i n i c a n h y d r i d e ( 3 . 4 . 2 ) . F o r 
m a k i n g t h e P H B - b a s e d p l a s t i c p r o d u c t , w e f o l l o w e d t h e m e t h o d t h a t w a s e a r l i e r 
d e v e l o p e d f o r t h e p r o c e s s i n g o f c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e P H B ( 3 . 4 . 4 ) . T h e s t a b i l i z e d 
P H B w a s c o m p o u n d e d w i t h b i o - b a s e d a d d i t i v e s a n d r e s u l t i n g filament w a s u s e d f o r 
3 D p r i n t i n g . R e s u l t i n g o b j e c t h a d p a l e b e i g e c o l o r a n d g o o d m e c h a n i c a l p r o p e r t i e s 
( f i g . 4 . 3 5 ) . T h e m a t e r i a l s u c c e s s f u l l y w i t h s t o o d s i g n i f i c a n t h e a t s t r e s s d u r i n g t h e 
p r o c e s s w i t h o n l y m e d i u m l o s s o f m o l e c u l a r w e i g h t . T h e m o l e c u l a r w e i g h t d r o p p e d 
f r o m M w = 5 4 1 0 0 0 g / m o l i n b i o m a s s t o M w = 1 7 2 0 0 0 g / m o l i n 3 D p r i n t e d o b j e c t . 
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6 0 0 r e f e r e n c e s 

i b e f o r e • a f t e r 

F i g . 4 . 3 3 : M o l e c u l a r w e i g h t o f t h e p o l y m e r b e f o r e a n d a f t e r t h e r m a l t r e a t m e n t N u m 
b e r s a b o v e c o l u m n s r e p r e s e n t p e r c e n t a g e o f o r i g i n a l m o l e c u l a r w e i g h t [12] 

8 7 



P H B f r o m a l k a l i n e d i g e s t i o n P H B f r o m s o a p - b a s e d d i g e s t i o n 

- a s obtained 

- + 2 % succinic 
acid anhydride 

-acid washed 

1 2 3 
D S C c y c l e 

- a s obtained 

- + 2 % succinic 
acid anhydride 

-ac id washed 

2 3 
D S C c y c l e 

P H B f r o m a c i d d i g e s t i o n 

- a s obtained 

- + 2 % succinic 
acid anhydride 

-acid washed 

2 3 
D S C c y c l e 

175 
170 
1 6 5 
1 6 0 

Q - 1 5 5 
^ 1 5 0 
H 1 4 5 

1 4 0 
1 3 5 
1 3 0 
1 2 5 

R e f e r e n c e s 

- ch loroform 
extraction 

-commerc ia l 

2 3 
D S C c y c l e 

F i g . 4 . 3 4 : M e l t i n g p o i n t o f P H B a f t e r s e v e r a l c y c l e s o f d i f f e r e n t i a l s c a n n i n g c a l o r i m e -
t r y . E a c h c y c l e c o n s i s t e d o f h e a t i n g t o 1 9 0 °C, a n n e a l i n g a t t h e t e m p e r a t u r e f o r 5 
m i n a n d c o o l i n g . [12] 

F i g . 4 . 3 5 : 3 D p r i n t e d o b j e c t m a d e f r o m P H B . T h e p o l y m e r c a m e f r o m s o a p - b a s e d 
d i g e s t i o n a n d w a s s t a b i l i z e d w i t h 2 % s u c c i n i c a n h y d r i d e b e f o r e m e l t p r o c e s s i n g 
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Conclusion 
T h e m a i n t a s k i n t h i s w o r k w a s t o i m p r o v e t h e r e c o v e r y o f P H B f r o m b a c t e r i a l 
b i o m a s s . I n s o l v e n t e x t r a c t i o n , t h e first o f m a n y d e m a n d i n g s t e p s , i . e . t h e t r e a t m e n t 
o f b i o m a s s b e f o r e e x t r a c t i o n , h a s b e e n a d d r e s s e d . A l k a l i / a c i d b i o m a s s p r e c i p i t a t i o n 
w a s u s e d , w h i c h g r e a t l y f a c i l i t a t e d c o n c e n t r a t i n g a n d d r y i n g p r i o r t o e x t r a c t i o n . 
H o w e v e r , d u e t o t h e h i g h c o m p l e x i t y , c o s t a n d r i s k o f s o l v e n t e x t r a c t i o n s , t h i s d i 
r e c t i o n h a s n o t b e e n f u r t h e r d e v e l o p e d y e t . I n s t e a d , g r e a t a t t e n t i o n w a s p a i d t o 
t h e s o - c a l l e d d i g e s t i o n m e t h o d s . T w o s e l e c t e d m e t h o d s - a c i d a n d s o a p d i g e s t i o n 
- h a v e b e e n d e v e l o p e d f o r u s e i n p i l o t o p e r a t i o n s a n d h a v e p r o v e n t o b e f e a s i b l e 
o n a l a r g e s c a l e . F u r t h e r m o r e , t h e a p p l i c a b i l i t y o f t h e o b t a i n e d P H B a n d p o s s i b l e 
c o m m e r c i a l i z a t i o n w e r e a d d r e s s e d . A c i d d i g e s t i o n h a s b e e n s h o w n t o g i v e a p o l y 
m e r o f r e l a t i v e l y l o w m o l e c u l a r w e i g h t b u t i n t h e f o r m o f a fine p o w d e r w h i c h h a s 
p o t e n t i a l f o r u s e i n c o s m e t i c s . W e a r e c u r r e n t l y w o r k i n g w i t h s e v e r a l c o s m e t i c c o m 
p a n i e s t o c o m m e r c i a l i z e t h i s p r o d u c t . S o a p d i g e s t i o n , o n t h e o t h e r h a n d , p r o v i d e s 
P H B , w h i c h h a d a r e l a t i v e l y h i g h m o l e c u l a r w e i g h t , a n d t h u s m a t e r i a l a p p l i c a t i o n s 
w e r e c o n c e i v a b l e . I n i t i a l l y , i t s l o w t e m p e r a t u r e s t a b i l i t y w a s a n o b s t a c l e , b u t t h i s 
w a s e x p l a i n e d a n d s o l v e d a s d e s c r i b e d i n t h e c h a p t e r o n t h e r m a l s t a b i l i z a t i o n . T h e 
s u c c e s s o f t h i s p r o c e s s i s d e m o n s t r a t e d b y t h e p r o d u c t i o n o f 3 D p r i n t i n g m a t e r i a l 
f r o m t h i s p o l y m e r . 
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4.5 FTIR spectra 
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§author: A n e t a 

f r o m b s 4 i m p o r t B e a u t i f u l S o u p 
i m p o r t o s 
i m p o r t c s v 
f r o m i n g r e d i e n t _ l i s t s i m p o r t e c h a m i c r o p l a s t i c S j o t h e r s y n t h e t i c p o l y m e r , p o l y e t h e r , m i n e r a l , r e a d i l y _ d e g r a d a b l e J o t h e r 
f r o m b r a n d s i m p o r t b r a n d _ l i s t 

c l a s s P r o d u c t ( o b j e c t ) : 
d e f i n i t ( s e t / , I D , n a m e , p r i c e , c a t e g o r y , s u b c a t e g o r y , s u b s u b c a t e g o r y , i n g r e d i e n t s ) : 

předpokládá, že v t e x t u s e s e z n a m e m ingrediencí j s o u jednotlivé složky oddělené čárkami 
rozseká i n g r e d i e n t s n a jednotlivé složky a hodí j e d o l i s t u , a roztřídí 

self.ID=ID 
s e l f . n a m e = n a m e 
s e l f . a d d _ b r a n d ( ) 
s e l f . p r i c e = p r i c e 
s e l f . c a t e g o r y = c a t e g o r y 
s e l f . s u b c a t e g o r y = s u b c a t e g o r y 
s e l f . s u b s u b c a t e g o r y = s u b s u b c a t e g o r y 
s e l f . i n g r e d i e n t s = i n g r e d i e n t s 
s e l f . i n g r e d i e n t _ l i s t = [ i . l o w e r ( ) . s t r i p ( ) f o r i i n i n g r e d i e n t s . s p l i t ( " , " ) ] 
s e l f . c a t e g o r i z e _ i n g r e d i e n t s ( ) 

d e f add_brand(seí./): 
g l o b a l b r a n d l i s t 
p o s s i b l e _ b r a n d s = [ b r a n d f o r b r a n d i n b r a n d _ l i s t i f b r a n d i n s e l f . n a m e ] 
i f l e n ( p o s s i b l e _ b r a n d s ) = = l : 

s e l f . b r a n d = p o s s i b l e _ b r a n d s [ 0 ] 
e l i f l e n ( p o s s i b l e _ b r a n d s ) = = 2 : 

p o s s i b l e _ b r a n d s . r e m o v e ( " P a l e t t e " ) #neb nejčastější kiks j e , že Palette v názvu není značka, ale slovo 
s e l f . b r a n d = p o s s i b l e _ b r a n d s [ 0 ] 

e l s e : 
s e l f . b r a n d = s e / . / . n a m e . s p l i t ( ) [ 0 ] #pokud není značka v seznamu, vzít jako značku první slovo názvu. Podle printu zkontrolovat 

d e f categorize_ingredients(seí./): 

podívá s e j jaké j s o u v p r o d u k t u i n g r e d i e n c e , a z d a j s o u v některém s e z n a m u známých složek 
p o k u d a n o , zařadí i n g r e d i e n c i d o příslušné k a t e g o r i e 
p o k u d n e , zkusí t o sám d o v o d i t z názvu 
při nejhorším s e zeptá uživatele, c o t o j e . p o d l e t o h o t o zařadí a navíc zapíše d o s e z n a m u známých složek 

g l o b a l e c h a m i c r o p l a s t i c s 
g l o b a l o t h e r s y n t h e t i c p o l y m e r 
g l o b a l p o l y e t h e r 
g l o b a l r e a d i l y d e g r a d a b l e 
g l o b a l o t h e r 
g l o b a l m i n e r a l 
seí./.microplastics=[ ] 
s e l f . s y n t p o l y m e r s = [ ] 
s e l f . d e g r a d a b l e _ i n g s = [ ] 
s e l f . u n c a t e g o r i z e d = [ ] 
s e t / . m i n e r a l s = [ ] 
s e l f . p o l y e t h e r s = [ ] 
f o r i n g r e d i e n t i n s e l f , i n g r e d i e n t l i s t : 

i f i n g r e d i e n t i n e c h a m i c r o p l a s t i c s : 
s e l f . m i c r o p l a s t i e s . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 

e l i f i n g r e d i e n t i n o t h e r s y n t h e t i c p o l y m e r : 
s e l f , s y n t p o l y m e r s . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 

e l i f i n g r e d i e n t i n p o l y e t h e r : 
s e l f , p o l y e t h e r s . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 

e l i f i n g r e d i e n t i n r e a d i l y d e g r a d a b l e : 
s e l f . d e g r a d a b l e _ i n g s . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 

e l i f i n g r e d i e n t i n o t h e r : 
s e l f , u n c a t e g o r i z e d . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 

e l i f i n g r e d i e n t i n m i n e r a l : 
s e l f . m i n e r a l s . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 

e l i f " e x t r a c t " i n i n g r e d i e n t o r " j u i c e " i n i n g r e d i e n t : #zavádím předpoklad, že rostlinné extrakty jsou rozložitelné 
s e l f . d e g r a d a b l e _ i n g s . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 
r e a d i l y d e g r a d a b l e . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 

e l i f " c i " i n i n g r e d i e n t : #zde předpoklad, že barvy patří do 'other' 
s e l f , u n c a t e g o r i z e d . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 
o t h e r . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 

e l s e : 
s e l f , a s k ( i n g r e d i e n t ) 

d e f a s k ( s e l / , i n g r e d i e n t ) : 

zeptá s e uživatle, k a m zaředit neznámou s u r o v i n u . P o d l e t o h o j i zařadí p r o d u k t u 
a připíše d o příslušného l i s t u známých s u r o v i n 

g l o b a l e c h a m i c r o p l a s t i c s 
g l o b a l o t h e r s y n t h e t i c p o l y m e r 
g l o b a l p o l y e t h e r 
g l o b a l r e a d i l y d e g r a d a b l e 
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g l o b a l o t h e r 
g l o b a l m i n e r a l 
i = s t r ( i n p u t ( " k a m patří " + i n g r e d i e n t + " ? ( e c h a m i k r o p l a s t : e , s y n t . p o l y m e r : s , p o l y e t h e r : p , minerál:m, degradovatelné:d, jiné: o ) : " ) ) 
i f i = = " e " : 

e c h a _ m i c r o p l a s t i e s . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 
s e i f . m i c r o p l a s t i e s . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 

e l i f i = = " s " : 
o t h e r _ s y n t h e t i c _ p o l y m e r . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 
s e l f , s y n t p o l y m e r s . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 

e l i f i = = " d " : 
r e a d i l y _ d e g r a d a b l e . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 
s e l f . d e g r a d a b l e _ i n g s . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 

e l i f i = = " m " : 
m i n e r a l . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 
s e l f . m i n e r a l s . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 

e l i f i = = " o " : 
o t h e r . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 
s e l f , u n c a t e g o r i z e d . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 

e l i f i = = " p " : 
p o l y e t h e r . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 
s e l f , p o l y e t h e r s . a p p e n d ( i n g r e d i e n t ) 

e l s e : 
s e l f , a s k ( i n g r e d i e n t ) 

d e f _ s t r _ ( s e l f ) : 
p r i n t ( " " ) 
p r i n t ( " I D : " + s t r ( s e / . / . I D ) ) 
p r i n t ( s e l f . n a m e ) 
p r i n t ( " "+seLf. c a t e g o r y ) 
p r i n t ( " "+str(seí./.price)+" Kč") 
p r i n t ( " " ) 
print("složení: " + s e L f . i n g r e d i e n t s ) 
p r i n t ( " " ) 
p r i n t ( " m i k r o p l a s t y : " + s t r ( s e l f . m i c r o p l a s t i c s ) ) 
print("syntetické p o l y m e r y : " + s t r ( s e l f . s y n t p o l y m e r s ) ) 
p r i n t ( " p o l y e t h e r y : " + s t r ( s e l f . p o l y e t h e r s ) ) 
print("degradovatelné složky: "+str(seí./.degradable_ings)) 
print("minerální složky: "+str(seí.f.minerals)) 
r e t u r n "jiné: "+str(seí.f.uncategorized) 

d e f list_attributes(seí.f): 
r e t u r n [ s e i f . I D , 
s e i f , n a m e , 
s e i f , b r a n d , 
s e i f , c a t e g o r y , 
s e i f , s u b c a t e g o r y , 
s e i f , s u b s u b c a t e g o r y , 
s e i f , p r i c e , 
s e i f . i n g r e d i e n t s , 
l e n ( s e i f . m i c r o p l a s t i c s ) , 
s e i f , m i c r o p l a s t i c s ] 

d e f l i s t _ f a c t _ t a b l e ( s e / . / ) : 
g l o b a l e c h a m i c r o p l a s t i c s 
i f s e i f . m i c r o p l a s t i c s : 

r e t u r n [ [ s e i f . I D , e c h a _ m i c r o p l a s t i c s . i n d e x ( m i c r o p l a s t i c ) + l ] f o r m i c r o p l a s t i c i n s e i f . m i c r o p l a s t i c s ] 
e i s e : 

r e t u r n [ [ s e i f . I D , 8 ] ] 

d e f a n a l y z e _ p r o d u c t s ( c a t e g ) : 

P a r a m e t e r s 

c a t e g : s t r , musí s e s h o d o v a t s názvem složky v c o s m e t i c s 

vyhledá složku s některou kategorií produktů, pootvírá s o u b o r y 
z každého s o u b o r u s i n f e m o p r o d u k t u v y c u c n e název, c e n u , i n g r e d i e n c e 
vytvoří o b j e k t P r o d u c t 
p o k u d o b s a h u j e syntetické p o l y m e r y , zapíšou s e 
vypíše s e krátký r e p o r t 

R e t u r n s 

l i s t listů s e s e z n a m y atributů p r o jednotlivé p r o d u k t y 

g l o b a l I D 

f o l d e r P a t h = ' c o s m e t i c s / ' + c a t e g 
p r o d u c t s = [ ] 
w i t h _ m i c r o p l a s t i c s = 0 
w i t h _ o t h e r _ s y n t _ p o l y m e r s = 8 
a n a l y z e d _ p r o d u c t s = 8 
a l l _ m i c r o p l a s t i c s = [ ] 
e r r o r s = [ ] 
f a c t s = [ ] 
f o r r o o t , d i r s , f i l e s i n o s . w a l k ( f o l d e r P a t h ) : 

f o r f i l e i n f i l e s : 
p a t h = " c o s m e t i c s / " + c a t e g + " / " + s t r ( f i l e ) 
w i t h o p e n ( p a t h ) a s i t e m : 
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b = B e a u t i f u l S o u p ( i t e m . r e a d ( ) , " h t m l . p a r s e r " ) 
# p r i n t ( b . p r e t t i f y ( ) ) 
n a m e = s t r ( f i l e ) . r s t r i p ( " . t x t " ) 

c a t e g o r y l i s t = [ t e x t . s t r i p ( ) f o r t e x t i n b . f i n d ( " d i v " , c l a s s _ = " s x - b r e a d c r u m b s " ) . s t r i n g s i f t e x t . s t r i p Q ] 
c a t , s u b c a t = c a t e g o r y _ l i s t [ 2 : 4 ] 
i f l e n ( c a t e g o r y l i s t ) > 5 : 

s u b s u b c a t = c a t e g o r y _ l i s t [ 4 ] 
e l s e : 

s u b s u b c a t = "" 
p r i c e _ l i s t = [ t e x t f o r t e x t i n b . f i n d ( " d i v " , c l a s s _ = ' s x - i t e m - p r i c e - g r o u p ' ) . s t r i n g s ] 
#dává [koruny,haLíře,akční cena koruny, akční cena haLíře, \n] 
# prínt(príce_Líst) 
t r y : 

p r i c e = f l o a t ( p r i c e _ l i s t [ 8 ] + " . " + p r i c e _ l i s t [ 1 ] ) ssečte koruny s haLířema a zapíše neakční cenu 
e x c e p t V a l u e E r r o r : #úprava cen nad tisícovku (1 299,90) 

sprint(name) 
#print(price_Líst) 
i f ' " > " i n p r i c e _ l i s t [ 8 ] : 

p r i c e = f l o a t ( " " . j o i n ( [ i t e m . s t r i p ( ) f o r i t e m i n ( p r i c e _ l i s t [ l ] ) . s p l i t ( ) ] ) + " . " + p r i c e _ l i s t [ 2 ] ) 
#prínt(príce) 

e l s e : 
e r r o r s . a p p e n d ( s t r ( f i l e ) ) 

t r y : 
i n g s = b . f i n d ( " d i v " , i d = " s l o z e n i a l e r g e n y " ) . p . s t r i n g 
#prínt(íngs) 
p = P r o d u c t ( I D , n a m e , p r i c e , c a t , s u b c a t , s u b s u b c a t , i n g s ) 
a n a l y z e d _ p r o d u c t s + = l 
# p r i n t ( p ) 
p r o d u c t s . a p p e n d ( p . l i s t _ a t t r i b u t e s ( ) ) 
f a c t s + = p . l i s t _ f a c t _ t a b l e ( ) 
i f p . s y n t p o l y m e r s ! = [ ] : 

w i t h _ o t h e r _ s y n t _ p o l y m e r s + = l 
i f p . m i c r o p l a s t i c s ! = [ ] : 

w i t h _ m i c r o p l a s t i c s + = l 
I D + = 1 

e x c e p t A t t r i b u t e E r r o r : 
e r r o r s . a p p e n d ( p a t h ) 

p r i n t ( " k a t e g o r i e : " + c a t e g ) 
print("analyzovaných produktů: " + s t r ( a n a l y z e d _ p r o d u c t s ) ) 
p r i n t ( " s m i k r o p l a s t y : " + s t r ( w i t h _ m i c r o p l a s t i c s ) ) 
p r i n t ( " s jinými syntetickými p o l y m e r y : " + s t r ( w i t h _ o t h e r _ s y n t _ p o l y m e r s ) ) 
p r i n t ( " m i k r o p l a s t y v k a t e g o r i i : " ) 
f o r p o l y m e r i n e c h a m i c r o p l a s t i c s : 

c = a l l _ m i c r o p l a s t i c s . c o u n t ( p o l y m e r ) 
i f c > 0 : 

p r i n t ( " " + p o l y m e r + " : " + s t r ( c ) + " x " ) 
p r i n t ( " " ) 

r e t u r n p r o d u c t s , f a c t s 

I D = 1 
w i t h o p e n ( ' p r o d u c t s . c s v ' , 'w', n e w l i n e = " " ) a s p r o d u c t s , o p e n ( ' p r o d u c t s m i c r o p l a s t i c s . c s v ' , 'w', n e w l i n e = " " ) a s f a c t t a b l e : 

p r o d u c t _ w r i t e r = c s v . w r i t e r ( p r o d u c t s ) 
f a c t _ w r i t e r = c s v . w r i t e r ( f a c t _ t a b l e ) 
p r o d u c t _ w r i t e r . w r i t e r o w ( [ " I D " , " n a m e " , " b r a n d " , " c a t e g o r y " , " s u b c a t e g o r y " , " s u b s u b c a t e g o r y " , " p r i c e " , 

" i n g r e d i e n t s " , " n o m i c r o p l a s t i c s " , " m i c r o p l a s t i c s " ] ) 
f a c t _ w r i t e r . w r i t e r o w ( [ " p r o d u c t I D " , " m i c r o p l a s t i c I D " ] ) 
f o r c a t e g o r y i n [ " c e s t o v n i " , " d e k o r a t i v n i " , " i n t i m n i " , " l u b r i k a n t y " , " p a n s k a " , " p a r f e m y _ a _ d e o d o r a n t y " , 

"pletova","telová","vlasová","zubyausta"]: 
r e s u l t = a n a l y z e _ p r o d u c t s ( c a t e g o r y ) 
p r o d u c t _ w r i t e r . w r i t e r o w s ( r e s u l t [ 0 ] ) 
f a c t _ w r i t e r . w r i t e r o w s ( r e s u l t [ 1 ] ) 
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f r o m i n g r e d i e n t _ l i s t s i m p o r t e c h a m i c r o p l a s t i c s 
i m p o r t c s v 

w i t h o p e n ( ' m i c r o p l a s t i c s . c s v ' , ' w ' , n e w l i n e = " " ) a s m i c r o p l a s t i c _ t a b l e : 
w r i t e r = c s v . w r i t e r ( m i c r o p l a s t i c _ t a b l e ) 
w r i t e r , w r i t e r o w ( [ " m i c r o p l a s t i c I D " , " m i c r o p l a s t i c _ n a m e " ] ) 
w r i t e r . w r i t e r o w s ( [ [ e c h a _ m i c r o p l a s t i c s . i n d e x ( m i c r o p l a s t i c ) + l j m i c r o p l a s t i c ] 

f o r m i c r o p l a s t i c i n e c h a _ m i c r o p l a s t i c s ] ) 



mikroplasty v k o s m e t i c k ý c h produktech ze sortimentu Teta drogerie (duben 2020) 

kategorie: cestovni 
a n a l y z o v a n ý c h p r o d u k t ů : 26 
s mikroplasty: 7 
s j i n ý m i s y n t e t i c k ý m i polymery: 2 
mikroplasty v kategor i i : 

s tyrene/acry lates copolymer:4x 
styrene/acrylate copolymer:lx 
acry lates copolymer:lx 
octylacrylamide/acrylates/butylaminoethyl methacrylate copolymer:lx 

kategorie: dekorativni 
a n a l y z o v a n ý c h p r o d u k t ů : 415 
s mikroplasty: 240 
s j i n ý m i s y n t e t i c k ý m i polymery: 252 
mikroplasty v kategor i i : 

polyethylene:43x 
polyethylene [+/- c i 77891:3x 
oxidized polyethylene:4x 
polyethylene wax:2x 
polymethyl methacrylate:20x 
methyl methacrylate crosspolymer:12x 
p t f e : l x 
nylon-6ti/dimethicone copolymer:3x 
nylon-611/dimethicone copolymer:15x 
nylon-6:4x 
nylon-12:59x 
styrene/acrylates/ammonium methacrylate copolymer:13x 
styrene/acry lates/ ammonium methacrylate copolymer:lx 
styrene/acry lates copolymer:37x 
styrene / acry lates copolymer:lx 
styrene / acry lates / ammonium methacrylate copolymer:2x 
polyethylene terephthalate:13x 
polyethylene t e r e p h i t h a l a t e : l x 
polybutylene terephthalate:5x 
terephtha late : lx 
acry lates copolymer:81x 
a c r y l a t e s / c l 0 - 3 0 a l k y l acry late crosspolymer:lx 
sodium polyacrylate:3x 
g l y c e r y l polymethacrylate:lx 
acry lon i t r i le/methy l methacrylate/vinylidene chloride copolymer:15x 
g l y c e r y l polymethacrylate:lx 
sodium polymetnacrylate:lx 
rosin acry late :3x 
sodium polymethacrylate:9x 
acrylates/dimethicone copolymer:10x 
l a u r y l methacrylate/glycol dimethacrylate crosspolymer:9x 
ethy lene/acry l i c acid copolymer:14x 
sodium polemethacrylate:lx 
ethylene/methacrylate copolymer:4x 
a c r y l i c ac id/ isobutyl acry late/ isobornyl acry late copolymer:5x 
acry lon i t r i le/methy l methacrylte/vinylidene chloride copolymer:lx 
acry lon i t r i le/methy l methacrylate/vinylidene chloride copolymer aluminum 



hydroxide:3x 
a c r y l a t e s / c l 2 - 2 2 a l k y l methacrylate copolymer:2x 
C30-45 a l x y l d i m e t h y l s i l y l polypropyls i lsesquioxane: lx 
polymethyls i lses-quioxane: lx 
polypropylsi lsesquioxane:5x 
C30-45 a l k y l d i m e t h y l s i l y l polypropylsi lsesquioxane:19x 
v i n y l dimethicone/methicone si lsesquioxane crosspolymer:14x 
v i n y l dimethicnone/methicone si lsesquioxane crosspolymer:2x 
diphenyl dimethicone/vinyl diphenyl dimethicone/silsesquioxane 

crosspolymer:4x 
v i n y l dimethicone / methicone si lsesquioxane crosspolymer:lx 
C30-45 a l k y l d i m e t h y l s i l y l popypropylsilsesquioxane:3x 

kategorie: intimni 
a n a l y z o v a n ý c h p r o d u k t ů : 19 
s mikroplasty: 1 
s j i n ý m i s y n t e t i c k ý m i polymery: 0 
mikroplasty v kategor i i : 

a c r y l a t e s / c l 0 - 3 0 a l k y l acry late crosspolymer:lx 

kategorie: lubrikanty 
a n a l y z o v a n ý c h p r o d u k t ů : 8 
s mikroplasty: 0 
s j i n ý m i s y n t e t i c k ý m i polymery: 1 
mikroplasty v kategor i i : 

kategorie: panská 
a n a l y z o v a n ý c h p r o d u k t ů : 278 
s mikroplasty: 30 
s j i n ý m i s y n t e t i c k ý m i polymery: 27 
mikroplasty v kategor i i : 

polyethylene:4x 
polymethyl methacrylate: lx 
ptfe:2x 
Polyurethane crosspolymer-2:2x 
styrene/acry lates copolymer:2x 
styrene / acry lates copolymer:lx 
acry lates copolymer:13x 
a c r y l a t e s / c l 0 - 3 0 a l k y l acry late crosspolymer:lx 
pvm/ma copolymer:2x 
g l y c e r y l a c r y l a t e / a c r y l i c acid copolymer:2x 
sodium polyacrylate:2x 
ammonium polyacryloyldimethyl t a u r a t e : l x 
acrylamidopropyltrimonium chloride/acrylamide copolymer:2x 
ammonium polyacryldimethyl tauramide/ammonium polyacryloyldimethyl t a u r a t e : l x 
sodium polynaphthalenesulfonate:lx 

kategorie: parfemy_a_deodoranty 
a n a l y z o v a n ý c h p r o d u k t ů : 139 
s mikroplasty: 21 
s j i n ý m i s y n t e t i c k ý m i polymery: 0 
mikroplasty v kategor i i : 

acrylates/octylacrylamide copolymer:21x 



kategorie: pletova 
a n a l y z o v a n ý c h p r o d u k t ů : 351 
s mikroplasty: 117 
s j i n ý m i s y n t e t i c k ý m i polymery: 145 
mikroplasty v kategor i i : 

polyethylene:6x 
methyl methacrylate crosspolymer:2x 
ptfe:2x 
nylon-12:7x 
styrene/acry lates copolymer:2x 
a c r y l a t e s / v i n y l neodecanoate crosspolymer:lx 
sodium acry lates copolymer:6x 
a c r y l a t e s / v i n y l isodecanoate crosspolymer:8x 
acry lates copolymer:12x 
sodium acrylate/sodium acryloyldimethyl taurate copolymer:7x 
a c r y l a t e s / c l 0 - 3 0 / a l k y l acry late crosspolymer:lx 
polyacrylate crosspolymer-6:4x 
a c r y l a t e s / c l 0 - 3 0 a l k y l acry late crosspolymer:37x 
hydroxyethyl acrylate/sodium acryloyldimethyl taurate copolymer:4x 
pvm/ma copolymer:2x 
g l y c e r y l a c r y l a t e / a c r y l i c acid copolymer:2x 
polyacrylate-13:4x 
methyl methacrylate/glycol dimethacrylate crosspolymer:lx 
sodium p o l y a c r y l a t e : l l x 
g l y c e r y l polymethacrylate:lx 
acry lon i t r i le/methy l methacrylate/vinylidene chloride copolymer:lx 
ammonium polyacryloyldimethyl taurate:6x 
acrylamide/sodium acryloyldimethyltaurate copolymer:8x 
acry lon i t r i le/methy l methacrylate/vinylidene chlor ide:3x 
copolymer:3x 
ammonium acry loyldimethyl - taurate/steareth-25 methacrylate crosspolymer:lx 
ammonium acryloyldimethyl - taurate/steareth-25 methacrylate crosspolymer:lx 
acrylamide / sodium acryloyldimethyltaurate copolymer:2x 
ammonium polyacryldimethyltauramide/ammonium polyacryloyldimethyl t a u r a t e : l x 
dimethicone/polyglycerin-3 crosspolymer:3x 
sodim acry lates copolymer:lx 
ammonium polyacryldimethyltauramide / ammonium polyacryloyldimethyl 

taurate:2x 
a c r y l o n i t r i l e / methylmethacrylate / vinyl idene chloride copolymer:lx 
po lyacry late-21: lx 
acrylates/dimethylaminoethyl methacrylate copolymer:lx 
g l y c e r y l polymethacrylate:lx 
sodium acryloyldimethyltaurate/vp crosspolymer:lx 
acrylates/beheneth-25 methacrylate copolymer:2x 
acry lates crosspolymer-4:2x 
potassium acry lates copolymer:lx 
a c r y l i c acid/acrylamidomethyl propane sul fonic acid copolymer:lx 
acrylamide/ammonium acry late copolymer:lx 
polymethyls i lsesquioxane: l lx 

kategorie: telova 
a n a l y z o v a n ý c h p r o d u k t ů : 496 
s mikroplasty: 113 
s j i n ý m i s y n t e t i c k ý m i polymery: 116 



mikroplasty v kategor i i : 
polyethylene:8x 
polymethyl methacrylate: lx 
p t f e : l x 
polyurethane crosspolymer-2:2x 
styrene/acry lates copolymer:33x 
styrene / acry lates copolymer:2x 
styrene/arcylates copolymer:lx 
sodium acry lates copolymer:3x 
a c r y l a t e s / v i n y l isodecanoate crosspolymer:6x 
acry lates copolymer:14x 
sodium acrylate/sodium acryloyldimethyl taurate copolymer:4x 
a c r y l a t e s / c l 0 - 3 0 a l k y l acry late crosspolymer:26x 
hydroxyethyl acrylate/sodium acryloyldimethyl taurate copolymer:3x 
pvm/ma copolymer:3x 
g l y c e r y l a c r y l a t e / a c r y l i c acid copolymer:3x 
sodium polyacrylate:12x 
ammonium polyacryloyldimethyl t a u r a t e : l x 
acrylamidopropyltrimonium chloride/acrylamide copolymer:2x 
carbober:lx 
ammonium acryloydimethyltaurate/vp copolymer:lx 
ammonium polyacryldimethyltauramide/ammonium:lx 
sodium a c r y l a t e s / c l 0 - 3 0 a l k y l a c r y l a t e : l x 
sodium acrylate/acryloyldimethyltaurate/dimethylacrylamide crosspolymer:3x 

kategorie: v l a s o v á 
a n a l y z o v a n ý c h p r o d u k t ů : 676 
s mikroplasty: 197 
s j i n ý m i s y n t e t i c k ý m i polymery: 177 
mikroplasty v kategor i i : 

polyethylene: lx 
styrene/acry lates copolymer:7x 
s t y r e n e / a c r y l a t e s : l x 
acry lates copolymer:14x 
polyacrylate crosspolymer-6:lx 
a c r y l a t e s / c l 0 - 3 0 a l k y l acry late crosspolymer:15x 
sodium polyacrylate:4x 
copolymer:lx 
acrylates/beheneth-25 methacrylate copolymer:2x 
octylacrylamide/acrylates/butylaminoethyl methacrylate copolymer:41x 
acrylates/octylacrylamide copolymer:5x 
acrylamidopropyltrimonium chloride/acrylamide copolymer:7x 
sodium polynaphthalenesulfonate:4x 
polyacrylate crosspolymer-9:3x 
acry lates/t -buty lacry lamide copolymer:7x 
sodium acrylate/acryloyldimethyltaurate/dimethylacrylamide crosspolymer:2x 
dimethylacrylamide/ethyltrimonium chloride methacrylate copolymer:lx 
v i n y l caprolactam/vp/dimethylaminoethyl methacrylate copolymer:12x 
vp/dmapa acry lates copolymer:4x 
acrylates/hydroxyesters acry lates copolymer:6x 
acry lates/steareth-20 methacrylate crosspolymer:5x 
acrylamidopropyltrimonium ch lor ide/acry lates copolymer:27x 
ethylhexyl acrylate/methyl methacrylate copolymer:lx 
acry lates/steareth-20 itaconate copolymer:3x 



acrylamidopropyltrimoniumchloride/acrylates copolymer:lx 
amp-acry lates/a l ly l methacrylate copolymer:lx 
v i n y l capropactam/vp/dimethylaminoethyl methacrylate copolymer:lx 
a c r y l a t e s / s t e a r y l acrylate/ethylamine oxide methacrylate copolymer:lx 
acry lates/steareth-20 methacrylate copolymer:lx 
pvp/va copolymer:5x 
vp/methacrylamide/vinyl imidazole copolymer:lx 
vp/dimethylaminoethylmethacrylate copolymer:2x 
vp/vinyl caprolactam/dmapa acry lates copolymer:lx 
butyl ester of pvm/ma copolymer:lx 
polymethylsi lsesquioxane:lx 
polypropylsi lsesquioxane:2x 
amodimethicone/morpholinomethyl s i lsesquioxane copolymer:37x 
amodimethicone/morpholinomethyl s i lsequioxane copolymer:2x 
dimethiconol/silsesquioxane copolymer:lx 

kategorie: zuby_a_usta 
a n a l y z o v a n ý c h p r o d u k t ů : 96 
s mikroplasty: 15 
s j i n ý m i s y n t e t i c k ý m i polymery: 11 
mikroplasty v kategor i i : 

pvm/ma copolymer:7x 
calcium/zinc pvm/ma copolymer (33%):3x 
calcium/zinc pvm/ma copolymer:lx 
calcium/zinc pvm/ma copolymer (35%):lx 
calcium/sodium pvm/ma co-polymer:lx 
calcium/sodium pvm/ma copolymer:2x 
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Education and employment 
9 / 2 0 2 1 - 1 1 / 2 0 2 1 Erasmus+ internship - Centre of Polymer and Carbon materials, Polish Academy of Science 

• R e s e a r c h t o p i c : D i r e c t s y n t h e s i s o f P H A o l i g o m e r s f r o m b i o m a s s 
F o u n d a s i m p l e , e c o n o m i c a l , a n d e n v i r o n m e n t a l l y f r i e n d l y w a y t o p r e p a r e o l i g o m e r s b y t h e r m a l 
d e g r a d a t i o n . P r e s e n t e d t h e r e s u l t s a t t h e c o n f e r e n c e , p r e p a r i n g a n a r t i c l e . 

F r o m 1 0 / 2 0 1 8 Doctoral study - Brno University of Technology, Faculty of Chemistry 

• M a i n f i e l d o f s t u d y : C h e m i s t r y , t e c h n o l o g y a n d p r o p e r t i e s o f m a t e r i a l s 
• T o p i c o f t h e s i s : M e t h o d s o f P o l y - 3 - h y d r o x y b u t y r a t e E x t r a c t i o n a n d T h e i r O p t i m i z a t i o n 

F r o m 1 0 / 2 0 1 8 Senior Scientist - Nafigate Corporation 

• R e s e a r c h a n d d e v e l o p m e n t o f n e w m e t h o d s f o r i s o l a t i o n o f p o l y - 3 - h y d r o x y b u t y r a t e f r o m 
b a c t e r i a l b i o m a s s . D e v e l o p e d a c i d - b a s e d a n d s o a p - b a s e d m e t h o d s f o r u s e in p i l o t - p l a n t s c a l e , 
a s s i s t e d w i t h l a r g e s c a l e e x p e r i m e n t s . 

• F o u n d w a y s t o i n c r e a s e t h e t h e r m a l s t a b i l i t y o f l e s s s t a b l e P H B b a t c h e s . P r o p o s e d t h e u s e o f 
f i n e - p o w d e r e d P H B a s a s u b s t i t u t e f o r s y n t h e t i c p o l y m e r s in c o s m e t i c s , m a n a g e s t h e N a f i g a t e ' s 
t e c h n i c a l c o o p e r a t i o n w i t h s e v e r a l c o s m e t i c c o m p a n i e s i n t e r e s t e d i n t h i s s o l u t i o n . 

8 / 2 0 1 7 - 4 / 2 0 1 8 Visiting student researcher - University of South Australia 
Future Industries Institute 

• P r o j e c t : C o m m e r c i a l i z a t i o n o f a M i c r o f l u i d i c S w i m m i n g P o o l W a t e r Q u a l i t y S e n s o r . 
O p t i m i z e d r e a g e n t c o m p o s i t i o n f o r m e a s u r e m e n t o n m i c r o f l u i d i c s e n s o r . M o d i f i e d t o t a l c h l o r i n e 
m e t h o d s o t h a t s i n g l e r e a g e n t c o u l d b e u s e d i n s t e a d o f t w o c o m p o n e n t r e a g e n t . M y m o d i f i c a t i o n 
o f f r e e c h l o r i n e m e t h o d l e d t o f o u r f o l d i n c r e a s e in s e n s i t i v i t y . 

• In c o l l a b o r a t i o n w i t h p a r t n e r c o m p a n y ' s d e v e l o p e r , c r e a t e d a R a s p b e r r y P i - b a s e d p r o t o t y p e . 
T e s t e d s t a n d a r d s a n d r e a l s a m p l e s , c o n t r i b u t e d t o d e s i g n o f h a r d w a r e m o d i f i c a t i o n s f o r 
i n c r e a s e o f a c c u r a c y . 

• R e g u l a r l y p r e s e n t e d r e s u l t s f o r t h e p a r t n e r c o m p a n y , w r o t e e x p e r i m e n t a l p a r t s f o r p u b l i c a t i o n s 
a n d p a t e n t s . 

1 0 / 2 0 1 6 - 7 / 2 0 1 7 Junior Scientist - Ratiochem s.r.o. 

• D e v e l o p e d o r i g i n a l n o n - i n f r i n g i n g r o u t e o f s y n t h e s i s f o r a n o n - s e d a t i n g a n t i h i s t a m i n e . 
F o u n d a n e w c u s t o m e r - T e s t L i n e C l i n i c a l D i a g n o s t i c s . P r e p a r e d s e v e r a l c o m m e r c i a l l y 
u n a v a i l a b l e l u m i n e s c e n c e e n h a n c e r s f o r T e s t L i n e . 
E x p l a i n e d s o u r c e o f i r r e p r o d u c i b i l i t y o f a k e y s t e p in s y n t h e s i s o f a s e m i - s y n t h e t i c b i l e a c i d . 
C o n t r i b u t e d t o d e v e l o p m e n t o f a l t e r n a t i v e r o u t e s . 

8 / 2 0 1 6 - 1 0 / 2 0 1 6 Intern - TestLine Clinical Diagnostics s.r.o. 

P r e p a r e d a n d a n a l y z e d k e y c o m p o n e n t s o f E L I S A t e s t k i t s . 
• L o o k e d f o r a c a u s e o f d e c r e a s e d r e a c t i v i t y o f c e r t a i n b a t c h e s o f s u b s t r a t e s o l u t i o n . S u g g e s t e d 

a n d c o n d u c t e d k i n e t i c e x p e r i m e n t s t h a t p a r t i a l l y r e v e a l e d o r i g i n a n d n a t u r e o f t h e i n h i b i t o r . 

2 / 2 0 1 2 - 7 / 2 0 1 6 Laboratory Assistant - Institute of Macromolecular Chemistry of the Academy of Sciences 

mailto:pospisilova-a@seznam.cz
http://linkedin.com/in/anetapospisilova/


• R e s e a r c h r e l a t e d m o s t l y t o b a c h e l o r a n d m a s t e r t h e s i s t o p i c s : d e s i g n e d a n d s y n t h e s i z e d n e w 
p o l y m e r s w i t h p o t e n t i a l u s e in c a n c e r t r e a t m e n t . 

• A n a l y z e d p r o d u c t s a n d i n t e r m e d i a t e s ( N M R , M S , I R , U V A / i s , H P L C . . . ) , e v a l u a t e d b i o l o g i c a l 
e x p e r i m e n t s . 

• P r e s e n t e d r e s u l t s a t c o n f e r e n c e s a n d v i a r e s e a r c h p a p e r s . 

9 / 2 0 1 4 - 6 / 2 0 1 6 Master's study - University of Chemistry and Technology, Prague, 
Faculty of Chemical Technology 

• M a i n f i e l d o f s t u d y : O r g a n i c C h e m i s t r y 
• T h e s i s : P o l y m e r c o n j u g a t e s o f m u s c a r i n i c a c e t y l c h o l i n e r e c e p t o r l i g a n d s a s t a r g e t e d m o i e t i e s 

f o r o n c o l o g i c a l d i a g n o s t i c s a n d t h e r a p y 

9 / 2 0 1 1 - 7 / 2 0 1 4 Bachelor's study - University of Chemistry and Technology, Prague, 
Faculty of Chemical Engineering 

• M a i n f i e l d o f s t u d y : C h e m i s t r y 
• T h e s i s : M u l t i m o d a l t h e r m o r e s p o n s i v e p o l y m e r n a n o d i a g n o s t i c s f o r c a n c e r a p p l i c a t i o n s -

a n a l y s i s w i t h f l u o r e s c e n t p r o b e s a n d l i g h t s c a t t e r i n g 

Conferences 
0 3 / 2 0 2 2 The Silesian Meetings on Polymer Materials, C M P W P A N 
0 9 / 2 0 2 1 European Biotechnology Congress, E B T N A 
1 1 / 2 0 2 0 Chemistry is Life student's conference, F C H B U T 
0 9 / 2 0 2 0 2nd PHA platform World Congress - webinar, B i o p l a s t i c s M a g a z i n e 
6 / 2 0 1 9 Plastics beyond petroleum, I n n o p l a s t S o l u t i o n s 
1 1 / 2 0 1 5 Student's Scientific Conference, U C T P r a g u e 
9 / 2 0 1 5 67. Zjazd Chemikov, S l o v a k C h e m i c a l S o c i e t y 
2 / 2 0 1 5 24. Kolokvium, I M C A S C R 
1 1 / 2 0 1 4 Student's Scientific Conference, U C T P r a g u e 
9 / 2 0 1 4 5th French-Czech "Vltava" Chemistry Symposium, I n s t i t u t d e C h i m i e d e s S u b s t a n c e s N a t u r e l l e s 
9 / 2 0 1 3 65. Zjazd Chemikov, S l o v a k C h e m i c a l S o c i e t y 

Awards 
1 2 / 2 0 2 1 Dean's Award, F C H B U T 
1 1 / 2 0 2 0 Special award f o r t h e m o s t i n t r i g u i n g p r e s e n t a t i o n a t t h e C h e m i s t r y is L i f e s t u d e n t ' s c o n f e r e n c e 
0 7 / 2 0 2 0 3rd place a t M a k e O u r P l a n e t G r e a t A g a i n p r i z e f o r e n v i r o n m e n t & c l i m a t e r e s e a r c h 
0 6 / 2 0 1 6 Dean's Award f o r e x c e l l e n t s t u d y r e s u l t s a t U C T P r a g u e . 
1 1 / 2 0 1 5 2nd place a t S t u d e n t ' s S c i e n t i f i c C o n f e r e n c e , U C T P r a g u e . 
0 2 / 2 0 1 5 Makroush luvenilis Optima a t 2 4 . K o l o k v i u m , I M C A S C R 

A w a r d f o r t h e b e s t P h . D . s t u d e n t a n d j u n i o r s c i e n t i s t p r e s e n t a t i o n 

Publications 

• Pospíšilova, A n e t a , e t a l . " E f f e c t s o f D i f f e r i n g M o n o m e r C o m p o s i t i o n s o n P r o p e r t i e s o f P ( 3 H B - c o - 4 H B ) 
S y n t h e s i z e d b y A n e u r i n i b a c i l l u s S p . H 1 f o r V a r i o u s A p p l i c a t i o n s . " Polymers, v o l . 1 4 , n o . 1 0 , M a y 2 0 2 2 , p. 
2 0 0 7 . 

• Vodička, J u r a j , e t a l . " D e g r a d a t i o n o f P ( 3 H B - C o - 4 H B ) F i l m s in S i m u l a t e d B o d y F l u i d s . " Polymers, v o l . 1 4 , 
n o . 1 0 , M a y 2 0 2 2 , p. 1 9 9 0 . 

• Pospíšilova, A n e t a , e t a l . " T e c h n i q u e s f o r i n c r e a s i n g t h e t h e r m a l s t a b i l i t y o f p o l y [ ( R ) - 3 - h y d r o x y b u t y r a t e ] 
r e c o v e r e d b y d i g e s t i o n m e t h o d s . " Polymer Degradation and Stability 1 9 3 ( 2 0 2 1 ) : 1 0 9 7 2 7 . 

• Pospíšilova, A n e t a , I v a n a Nováčkova, a n d R e d e k Přikryl. " I s o l a t i o n o f p o l y ( 3 - h y d r o x y b u t y r a t e ) f r o m 
b a c t e r i a l b i o m a s s u s i n g s o a p m a d e o f w a s t e c o o k i n g o i l . " Bioresource Technology (2021): 1 2 4 6 8 3 . 

• Kontárová, Soňa, e t a l . " P r i n t a b i l i t y , M e c h a n i c a l a n d T h e r m a l P r o p e r t i e s o f P o l y ( 3 - H y d r o x y b u t y r a t e ) - P o l y 
( L a c t i c A c i d ) - P l a s t i c i z e r B l e n d s f o r T h r e e - D i m e n s i o n a l ( 3 D ) P r i n t i n g . " Materials 1 3 . 2 1 ( 2 0 2 0 ) : 4 7 3 6 . 



M i c r o f l u i d i c S e n s o r F o r C o n t i n u o u s O r S e m i - c o n t i n u o u s M o n i t o r i n g O f Q u a l i t y O f A n A q u e o u s S o l u t i o n , 
P a t e n t n o . W O 2 0 2 1 0 7 7 1 5 3 

E l m a s , S a i t , e t a l . " P h o t o m e t r i c S e n s i n g o f A c t i v e C h l o r i n e , T o t a l C h l o r i n e , a n d p H o n a M i c r o f l u i d i c C h i p f o r 
O n l i n e S w i m m i n g P o o l M o n i t o r i n g . " Sensors 2 0 . 1 1 ( 2 0 2 0 ) : 3 0 9 9 . 

Jirátová, Markéta, e t a l . " B i o l o g i c a l c h a r a c t e r i z a t i o n o f a n o v e l h y b r i d c o p o l y m e r c a r r i e r s y s t e m b a s e d o n 
g l y c o g e n . " Drug delivery and translational research 8 . 1 ( 2 0 1 8 ) : 7 3 - 8 2 . 

A a s e n , S y n n 0 v e N y m a r k , e t a l . "A n o v e l n a n o p r o b e f o r m u l t i m o d a l i m a g i n g is e f f e c t i v e l y i n c o r p o r a t e d i n t o 
h u m a n m e l a n o m a m e t a s t a t i c c e l l l i n e s . " International journal of molecular sciences 1 6 . 9 ( 2 0 1 5 ) : 2 1 6 5 8 -
2 1 6 8 0 . 
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