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OZET

FERMENTE EDILEBILIR BIYOKUTLEDEN ANAEROBIK FERMANTASYONLA ELDE
EDILEN ONCU MADDELERDEN POLIHIDROKSIALKANATLARIN URETILMESI
ICIN YONTEM

Fermente edilebilir  biyokiitleden anaerobik fermentasyonla
iretilen, &n madde c¢larak adlandirilan ugucu vya§ asidi
molekiillerinden (AGV) polihidroksialkanatlar veya PHA
Uretilmesi ic¢in vydntem olup, Gzelligi; en az asagidaki

asamalari icermesiyle karakterize edilir:

a) wucgucu vyag asidi (AGV) molekiillerinin, fermentasyona ara
vermeksizin, fermentasyon ortaminda en azindan cozUnmeyen
araclari arasindan secgilen bir ekstrzksiyon aracivyla ekstrakte
edilmesi,

b} ekstre edildiklerinde, ugucu yad asidi ({AGY) molekilllerinin
fermantasyon reakt&rinin disinda toplanmasi,

¢} b) asamasinda toplanan ugucu vyvad asitleri arasindan secgilen
ve istenen PHA tiirine gdre tanimlanmis olan bir ugucu vyag
asidi (AGV) tliriinden belirli bir cg-halojenli asidin
halojenasvyon yvoluyla sentezlenmesi,

d} bu o«o-halcojenli asitten, belirli bir «o-hidroksi asidin
molekiillerinin bir bazla reaksiyona sokularak sentezlenmesi,

e) elde aedilen o-hidroksiasitten tanimli bir

polihidroksialkanat (PHA) polimerizasyonu.
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ISTEMLER

1. Fermente edilebilir biyokitleden anaerobik fermentasyonla
dretilen, 4n madde c¢larak adlandirilan ugucu vyag asidi
molekiillerinden (AGV) polihidroksialkanatlar veya PHA
Uretilmesi ig¢in ydntem olup, 6zelligi; en az asagidaki
asamalar1l igermesiyle karakterize edilir:

a) ucgucu vyad asidi (AGV) molekiillerinin, fermentasyona ara
vermeksizin, fermentasyon ortaminda en azindan c¢ozlnmeyen
araclari arasindan secilen bir ekstraksivyon aracivla ekstrakte
edilmesi,

b} ekstre edildiklerinde, ucucu yad asidi (AGV) molekiillerinin
fermantasyon reaktérinin disinda toplanmasi,

c} b) asamasinda toplanan ugucu vag asitleri arasindan segilen
ve listenen PHA tlrine godre tanimlanmis olan bir ucucu vad
asidi (AGV) turinden belirli bir a-halojenli asidin
halojenasyon yoluyla sentezlenmesi,

d} bu o-halcojenli asitten, Dbelirli bir o-hidroksi asidin
molekiillerinin bir bazla reaksiyona sckularak sentezlenmesi,

e) elde edilen o-—hidroksiasitten tanimli bir
polihidroksialkanat (PHA) pelimerizasyonu,

2. Tstem 1’e gdre ydntem olup, ©6zellidi; <) asamasinda
kullanilan halojenli bilegidin dibrom olmasiyla karakterize
edilir.

3. Istem 1’e gdre ydntem olup, ozellidi; c¢) asamasinda
kullanilan halojenli Dbilesidin dibromdan farkla: olmasiyla
karakterize edilir.

4. Istem 1 veya 2'ye gére ydntem olup, ©6zelligi; c¢) asamasi
sirasinda asetik anhidridin ucucu vagd asidine gdre F12'ye
vakin bir molar ylzdesinde kullanilmasivla karakterize edilir.
5. Istem 1 veya 2’ye gére ydntem olup, &ézelligi; c¢) asamasi
sirasinda, halojenlenecek wucgucu vagd asidine (AGV) karsilik
gelen bir anhidridin kullanilmasiyla karakterize edilir.

6. Onceki istemlerden birine gdre yontem olup, ©6zelligi; c)

agamasi sirasinda, broeminasyon reaksiyonunun
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gerceklestirildigi sicakligin ugucu vag asidinin kaynama
sicakligindan 20°C ila 40°C dusik olmasiyla karakterize
edilir.

7. Onceki istemlerden birine gdre vyéntem olup, 6zellidi; d)

agsamasl sirasinda, kullanilan bazin scda clmasiyla karakterize

edilir.
8. istem 7'ye gdre yéntem olup, o6zelligi; d) asamasi
sirasinda, sodanin o-halojenli asitle esit mol miktarinda

olmasiyla karakterize edilir.

9. Istem 7 veya 8'e gbdre gdre yoéntem olup, ©&zelligi; d)
asamasl sirasinda, o-halcocjenli asidin sodayla reaksiyonunun
20°C ile 120°C arasanda, avantajli olarak 50°C ile
90°C arasinda gerceklestirilmesiyle karakterize edilir.

10. ITstem 9’7a gdre vyéntem olup, 6zelligi; d) asamasi
sirasinda, a-halojenli asidin 2cdavla reaksiyonunun o
halcjenli asidin en az dért karbonu varsa 50°C’ye vyakin bir
sicaklik i¢in ve o-halojenli asidin dortten az karbonu varsa
90°C*ye yakin bir sicaklik ic¢cin optimum olmasiyla karakterize

edilir.
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TARIFNAME

FERMENTE EDILEBILIR BIYOKUTLEDEN ANAEROBIK FERMANTASYONLA ELDE
EDILEN ONCU MADDELERDEN POLIHIDROKSIALKANATLARIN URETILMESI
ICIN YONTEM

Bu bulus, fermente edilebilir biyokiitleden anaerobik
fermentasyonla elde edilen on maddelerden
polihidroksialkanatlarin Uretilmesi ig¢in bir yonteme
iliskindir.

Bundan sonra, okuma Kkolayligi ig¢in, polihidroksialkanatlar
kisaltmalariyla belirtilecektir: PHA. Bu aile, karbon sayisina
bagdli clarak birkag¢ molekiil igerir.

PHA' lar, bitki kdkenli sekerlerden, dzellikle misir
nisastasindan veya bitkisel atiklardan mikrobival
fermantasyonla Uretilebilen termoplastik polyesterlerdir.
Mikroorganizmalar, asirl karbon arziyla ilisgkili hazi
metabolitlerde eksiklik kosullari olustudunda PHA {retir.
Baska Dbir devyisle, mikroorganizmalar, bu durumda, sekerden
gelen karbonu PHA granilleri formunda  toplar. PHA'lar,
Ornedin, ambalajlama ig¢in bir kurucu malzeme olarak veya tibbi
alanda dikis malzemesi olarak kullanilir. Petrolden tiretilen
polimerlerin yerini alirlar.

PHA'larain Uretilmesi ic¢in secilmis saf mikrcorganizma
tiirlerini ve spesifik bir substrati kullanan fermantasyon
yontemleri bilinmektedir. Bovle bir c¢odzimden kabul edilebilir
bir {iretim malivyeti icin endistriyel &lcekte vyararlanilmasi
zordur.

EP-A-2 749 650’7den de endistrivel kullanima uyarlanmis bir
yontem bilinmektedir. Kullanilan substrat atiklardan
tiiretilmistir ve PHA’larin 9n maddesi oldudu bilinen ugucu vag
asitleriyle (AGV) zenginlegtirilmistir. Bir bakteri
kensorsiyvumu ve biyokiitle wve eksiklik fazlarinin dedisen
buylime asamalari kullanilarak kontrolli bkir gsekilde bakteri

Uremesi ve PHA idretimi uyarilir. Bununla birlikte, béyle bhir
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yéntem fermantasyon kosullarinin hassas bir sekilde kontrol
edilmesini we {iretilen PHA’larin ekstrasyonu 1i¢in nispeten
agir bir tesisati gerektiren uyarlanmis bir iglemi
gerektirir. Ustelik, bu tiir bir ekstraksivon siirekli olarak
yapilamaz ve herhangi bir PHA tidrunidn idretimine imkan
vermez. Bu yontemin diJer bir dezavantajz, Szgiullugudir:
yalnizca mikrobivyal, yani mikroorganizmalar tarafindan
iiretilen PHA {iretebilir. WO 03/062439, organik atiklari
polihidroksialkanatlar (PHA' lar) iceren biyolojik olarak
parcalanabilir termoplastik malzemelere doénlstirmeye vydnelik
bir vyoéntemi acgiklar. Bu yéntem, ugucu organik asitler
olusturmak i¢in organik atiklarin asit ireten bir mikrokik
poplilasyonla islemden gegirilmesini wve bu organik asitlerin
PHA' lar olusturmak icin PHA  {ireten mikrobivyal tirlerle
polimerizasyonunu igerir.

Bulus, daha 0Ozel clarak, bu dezavantajlara cesitli PHA
tirlerini kclayca ve bilinen tUretim sgekillerinin kisitlanmasi
olmaksizin f{iretmeye imké&n veren, PHA {iretimi 1ig¢in bir ydntem
onererek ortadan kaldirmayi amag¢lamaktadir.

Bu amagla, bulusun konusu, en az asagidaki asamalary

icermesiyle karakterize edilen, fermente edilebilir
biyokiitleden anaerobik fermentasyonla {retilen, én  madde
olarak adlandirilan wucucu vag asidi molekillerinden (AGV)

polihidreoksialkanatlar veya PHA {Uretilmesi i¢in bir yéntemdir:

a) ugucu vadg asidi (AGYV}) molekillerinin, fermentasyona ara
vermeksizin, fermentasyon ortaminda en azindan c¢oézlinmeyen
araclari arasindan sec¢ilen bir ekstraksiyon araciyla ekstrakte
edilmesi,

b) ekstre edildiklerinde, ugucu yag asidi (AGV) molekiillerinin
fermantasyon reaktérinin disinda toplanmasi,

c) b) asamasinda toplanan ucgucu yag asitleri arasindan secgilen
ve istenen PHA tiiriine gdre tanimlanmis olan bir ucucu vag
asidi (AGV) firinden belirli bir a-halojenli asidin

halejenasyon yoluyla sentezlenmesi,
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d} pbu «o-halejenli asitten, belirli bir o-hidroksi asidin
molekiillerinin kir bazla reaksiyona sckularak sentezlenmesi,
e} elde edilen cg-hidrcocksiasitten tanimli bir

polihidroksialkanat (PHA) polimerizasyonu.

Boylece, bdyle bir yontem, fermantasyon olmadan
gerceklestirilen bir sentez fazi 1le mikroorganizmalarla
siirekli bir &én madde {iretim fazinin birlestirilmesine 1imka&n
verir, bu da iretilen polihidroksialkanat (PHA) tlirinde daha
fazla degiskenlige izin vererek, cesitli parametrelerin
kolayca kontrel edilmesine imkan verir.

Boéyle bir ydntem, biyoreaktdrde bulunan mikroorganizmalarin
Uretim kapasitesini koruyarak, &n maddelerin yani ugucu vag
asitlerinden slirekli yararlanmaya imkan verir.

Nitekim, a) wve b) ekstraksivyvon wve toplama asamalari valnizca
fermantasyon reaktdorinde dretilen ugucu vag asidi
molekiillerinin ekstrakte edilmesine ve siirekldi olarak
toplanmasina dedil, ayni zamanda bu UUretimden sorumlu olan
mikroorganizmalarin korunmasini da imkdn verir. Nitekim,
ekstraksiyon ve fiilen toplama biitin mikroorganizmalar igin en
azindan Sldirici olmayan kosullar, vani biyvo-uyumlu
ekstraksiyon wve toplama kogullari altinda gerceklestirilir,
yani ekstraksiyon mikroorganizmalarin aktivitesini korur ve
toplama fermantasvon reaktdrinin disinda gergeklesir.

Bu gsekilde, fermantasyon reaktoriinde metabolitlerin
birikmesivyle, ornegin fermantasyon ortaminin
mikroorganizmalara zararla olan ucucu vag asitlerinin
birikerek asitlenmesiyle ilgili sorunlar
asilir. Mikroorganizmalarin miktari ve aktivitesi, tum
fermantasyon doéngisii boyunca, baslangi¢ seviyesine vyakin,
yiksek bir seviyede tutulur.

Siirekli wve diizenli bir AGV iretiminden vyararlanarak, kolayca
kullanilabilir wve hizli bir sekilde c¢esitli bir ©&n madde
kaynagina sahip olunur. Bulusun konusu <¢lan vydntemde, bu

kullanim c¢) asamasindan baslayarak, kimyasal sentez yoluyla ve
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delavyisivla kolayca kontrol edilebilir wve dedistirilebilir
kosullar altinda yapilir, bu ayni zamanda sentezlenen
molek{illerin tiirtindii biyik bir dediskenlik sunar. Nitekim, <)
agamasinda, halojenasvyonu gerceklestirmek icin secgilen AGV ye
gbre, belirli bir o-halojenli asit tUrid ve dolayisiyla, daha
sonra, tanimlanmis bir o-hidroksi asit tirid wve declayisivla
belirli bir «o-PHA tirii elde edilir. Bulus ayni zamanda
yontemin son asamasinda heteropolimerler iretmek dic¢in bu
sekilde elde edilen birkag¢ a-hidroksi asidin kombinasyonuna da
imkadn verir.

Endiistrivel, kozmetik, tTibbi, gida wveya dider Kkullanimlar ic¢in
bir vyarar sunan birkag PHA tirll vardir. Crnek olarak,
polihidroksiblitirat veya PHB, poli (3-hidroksiblitirat-co3-
hidroksivalerat) wveya PHBV sayilabilir. PHA tirleri arasinda
ayni zamanda, teknikte bilinen vyo&ntemle, dogrudan bilinen bir
yontemle dodrudan PLA {Uretmenin mimkin olmadidini bkilerek,
glikol poliakid veya PGA veya poli laktik asit wveya PLA
Uretimi sayilabilir, bu sonuncu bir laktik asit
fermantasvyonuyla liretimden polimerize edilmelidir.

Baska Dbir deyisle, Dbulus sayesinde, biyoeclojik yella bir
Uretimin kimyasal yolla bir {retimle birlegtirilerek biyolojik
kaynakli bir substrattan birkac¢ PHA tirinin yvani homo, ko wvevya
heteropolimerik tilirlerin diizenli wve kontrollil bir gsekilde
sentezlenmesi gergeklestirilebilir.

Béyle bir ydntem, anaerobik fermantasyon fazi1 sirasinda,
fermente edilebilir biyokitlenin kullanilmasina imkan
verir. Fermente edilebilir biyokiitleden, burada, organik
maddelerden, yani evsel, endistriyel, tarimsal, ormancilik, su
drinleri vetistiriciligi, tarimsal-endistriyel olsun 1insan
aktivitelerinden tiretilen, hayvan vetistiriciligi veya
baskasindan tiretilen biyokitleden olusturulan atiklardan, yan
Urinlerden ve es drinlerden elde edilen, avantajli olarak gida
olmayan organik bir substrat anlasilir. Sinirlavici olmavan
brnek olarak, organik substrat olarak glbreler, ev ¢oplerinin

organik kismi, mezbaha es {Uriunleril, seker kamisi (kiispe),
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aygigedi veya soyanin doéntusiminden tiretilenler giki tarimsal
sanayiden elde edilen seliilozik weya lignoseliilezik artiklar
sayilabilir.

Anaerobik fermantasyondan, anaerobik kosullar altinda, 6rnedin
bakteriler, mantarlar, algler veya mayalar gibi okaryotik veya
prokaryotik mikrcoorganizmalar tarafindan vapilan bir
fermantasyon anlasilair.

Bulusun avantajli ama =zorunlu olmayan ydnlerine gbdre, bdyle
bir vontem asadgidaki dzelliklerden bir vevya birkagini

icerebilir:

- c) agamasi gsirasinda, kullanilan halcjenli bilegik
dibromdur.

- ¢} asamasl sirasinda, kullanilan halojenli bilesik dibromdan
farklidar.

- ¢) agamasinda, asetik anhidrit ugucu vad asidine gdre %12’ ye
yvakin bir molar yluzdesinde kullanilair.

- ¢) asamas1 sirasinda, halojenlenecek ucgucu vad asidine (AGV)
karsilik gelen bir anhidrit kullanilair.

- c) asamasi sirasinda, brominasyon reaksiyonunun
gerceklestirildigi sicaklik ugucu vad asidinin kaynama
sicakligindan 20°C ila 40°C diusiiktiir.

- d) asamasi sirasinda, kullanilan kaz sodadir.

- d) asamasi sirasinda, soda wo-halcjenli asitle esit mol
miktarindadir.

- d} asamasi sirasinda, «-halojenli asidin sodayla reaksiyonu,
20°C ile 120°C arasinda, avantajla clarak  50°C ile
90°C arasinda gercgeklestirilir.

- d) asamasi sirasinda, o-halojenli asidin sodayla reaksiyonu,
o-halojenli asidin en az dért karbonu varsa 50°C’ye yakin bir
sicaklik ig¢in ve o-halojenli asidin dortten az karbonu varsa

90°C’ye yakin bir sicaklik icin optimumdur.

Bulus wve bunun dider avantajlari, sinirlayici olmavan &rnek

olarak vaerilen, bulusun birkac gergeklestirme seklinin
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tarifinin okunmasiyla daha acgik clarak ortaya c¢ikacaktir.
Yéntemin c¢esitli asamalari simdi birkac¢ gerceklestirme sgekline
ati1fta bulunularak tarif edilmektedir, bilinen asamalar pek
tabii ayraintili de§ildir.

Her seyden &nce, kullanilan substrat, avantajli olarak, islem
goérmemistir, vani herhangi bir fiziksel-kimyasal veya
enzimatik &n iglemden geg¢irilmemistir. Bu substrat adirlikl:
olarak fermente edilebilir biyokiitleden
olusturulur. Sinirlavici olmayan tamamlayici Ornek olarak,
tarimsal veya bitkisel atiklar (=aman, kispe, misir, ¢im,
ocdun, bigme maddesi), ka&git atiklari (karton, kagyt), tarimsal
gida atiklari, mezbaha atiklari, ev ¢dplerinin organik kismaz,
hayvan yetistiriciligi atiklari (glibreler, yari sulu gibreler,
kiimes hayvani glibreleriy, algler, su Urlinleri atiklara,
ormancilik atiklari wveya kozmetik endistrisinin fermente
edilebilir es drinleri sayillabilir. Bazi substratlar,
fermantasyon islemini etkilemeyecek veya marjinal sekilde etki
edecek, organik asitler gibi organik molekiiller ig¢erir. Buna

karsilik, bu molekiiller fermantasyon ortaminda bulunabilir ve

drnedgin ftanimlanmig S0rI1 organik molekiillerin Uretimine
katilabilir.
Hatirlatma olarak wve bilinen bir sekilde, substrat, kendi

basina bilinen wve 1ister testler vapmak i¢in laboratuvar
Olcedinde ister endistrivyel Olgekte olsun, istenen iUretim icgin
boyutlandirilmis olan bir fermantasyon reaktdrine
sokulur. Baska bir deyisle, fermantasyon reaktodri  veya
biyoreaktdér, ihtivaca gdre, birkagc litre ile birkag vyiiz
metrekiip arasinda dedisen bir hacme sahiptir.

Mikroorganizmalar, avantajli olarak, 1lk é&énce fermantasyon
reaktdriine, fermantasyonu baslatmak icin yeterli bir miktarda
sokulur. Mikrcoorganizmalar, avantajli olarak, bir konsorsiyum
halinde asilanir. Konsorsiyum terimi, bakteri, maya, mantar
veya alg olsun, dkarvet ve preokarvot olan mikrcoorganizmalarin
bir karisimi vevya karmasi anlamina gelir. Bu cesitli

mikroorganizmalar, esasen dogal ekosistemlerden, avantajli
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olarak fakat ¢zel olmavarak, sinirlayici clmavan ornek olarak,
baz1 gdllerin anoksik bdlgesi, tepraklar, batakliklar,
kanalizasyon ¢amurlari, gevisgetirenlerin iskembeleri veya
termit badirsadi gibi su ortamlarinin anaerckik bélgesi gibi
anaerobik ekosistemlerden gelir. Konsorsiyumdaki
mikroorganizmalarin farkli tiUrlerinin ve cinslerini niteliksel
ve niceliksel dagiliminin tam olarak bilinmedidi ve her seyden
dnce Snemli &6lcgiide dedisebilecedi akilda tutulmalidar. Bu
niteliksel ve niceliksel c¢esitlilidin, sasirticai bir sekilde,
substratlarin optimum bir sekilde kullanimina imkdan veren
mikroorganizmalarin saglamlidini ve uvarlanabilirlidini, bu
sonuncularin olugsumu nasil clursa clsun ve degisken
fermantasyon kosullarinda olmak  {izere, sagladiga ortavya
cikmistir.

Diger vandan, substrat, oldudu gibi kullanildigindan, vani
sterilize edilmedidinden wveya daha genel olarak, biyoreaktdre
sckulmadan Once 1ig¢erdidili mikroorganizmalardan temizlenmemis
oldudundan, substrata endemik olan mikroorganizmalarin fiilen
konsorsiyuma dahil oldudu va da en azindan bivoreaktérde bu
sonuncuyla iligkili oldugu ortaya g¢ikmaktadir.

Diger vandan, fermentasyon anaerobik kosgsullar altinda, daha
kesin olarak redoks potansiyeli -300Mv’den dusik, avantajla
olarak -550mV ile -400mV arasinda oldufunda wve pH 8'den diisik,
tercihen 4 ile 7 arasinda ocoldudunda gergeklesir. Fermentasyon,
avantajlil olarak, 1ki ila sekiz karbona, tercihen iki ila alt:
karbona sahip, on madde denilen fermentasyon metabolitlerinin,
vani ugucu yad asitlerinin veya AGV'nin iretimivyle
sinirlidir. Bé&ylece, geviggetirenlerde karsilasilan asidoz
fencmenine Dbenzer kir reaksiyon sifira vyakin Dbir metan
Uiretimine neden c¢lur. Metan, genellikle dodal ekosistemlerden
tiiretilen mikroorganizmalar tarafindan bir anaerobik
fermantasyon sirasinda elde edilen son fermantasyon
metabolitlerinden biridir.

Fermantasvon, bagslangigta, asetik asit, propiyonik asit ve

butirik asit gibi, esas olarak iki ila dért karbona sahip
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ugucu vag asitlerinin olusumuna vyeol agar. Uzun zincirli ve
dolayisiyla deferli ve kaproik, heptanoik veya oktanoik
asitler gibi, doért karbondan daha az ucgucu vyvad asitleri de
daha kiicik miktarlarda elde edilir. Fermentasvyona devam
edilerek ve/veya biyoreaktdrdeki mikroorganizmalarin miktari
artirilarak, gerekirse segilen mikroorganizmalarla, uzun vani
dért karbondan vyiiksek karbon =zincirli AGV’/lerin {Uretimini
tesvik etmek mimkiindiir.

Baska Dbir deyisle, fermantasyon sirasinda miktar olarak
Uretilen ucgucu vag asitleri, esasen 1iki 1ila alti karbonlu
ugucu vag asitleridir.

Fermantasyon her durumda sivi fazda AGY {iretimini sadglamak
igin vyapilir. Tipik olarak, fermantasyon siiresi 1 ile 7 giln
arasinda, tercihen 2 ile 4 giin arasindadir. Bu slrenin sonunda
fermantasyon ortaminda elde edilen metabolitlerin
konsantrasyonu dediskendir, ancak ugucu vagd asitleri ig¢in,
ugucu vag asitlerine gbre, genel olarak 10 ila 20 g/L’dir, pek
tabii belirli kosullar altinda, 35 g/L’den ylksek, &rnedin 50
g/L’ye vakin olabilir. Fermantasyon asamasinin sonunda,
fermantasyon ortami, fermantasyon ortaminda ugucu yag
asitlerinin bulunmasi nedeniyle, genel olarak 4 ile €& arasinda
olan bir asidik pH'tadir.

AGV'nin iretimi tanimlanmis bir miktara ulastiginda,
genellikle fermantasyonun sabkit durum fazinda, meolekiillerin a)
ekstraksiyon asamasi baslatilir. Tercihen ancak zorunlu
olmayarak, bu Tanimlanmigs AGV miktari, mikrcorganizmalarin
bliyliimesinin yavaglamasina, dolavisivla mikroorganizmalarin
inhibisyon esidi yakinina karsilik gelir.

Ekstraksiyon araci, en azindan fermentasyon ortaminda
cdzlinmeyen si1vil veya kati1 clan ekstraksiyon arag¢lari arasindan
se¢ilir. Ekstraksiyon araci sivil oldudunda, dclayisiyla bkir
cozlicd 86z konusuysa, tercihen, c&ziclinln yvogunludu
fermantasyon crtamininkinden distktir.

Daha agik olarak, ekstraksivyon, uygulama kogullarys

biyoreaktdorde baskin o¢lan ve fermantasycnu gerg¢eklestirmek
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i¢in tanimlanmis olan fermantasyon kosullara altinda
mikroorganizmalarin aktivitesini ve/veya Dbliyimesini korumaya
imk&n  veren kata veya 81Vl bir ekstraksivon araciyla
gerceklestirilir. AGV molekiilleri tercihen molekill aileleri
tarafindan ekstrakte edilir, sonra kendi basina bilinen
tekniklerle avantajli olarak ayri ayri ayrilir.

Ucucu vyag asitleri gibi molekiiller fermantasyon ortamindan
ekstrakte edildiginde, fermantasyon ortaminin fiili
asitlenmesi bu asitler tarafindan azaltilir. Boylece,
fermantasyon ve dolayisiyla metabolitlerin Uretimi, baslangig
kosullarina benzer kosullar altinda devam eder, fermantasyon
ortami hafif asidik kalair.

Fkstraksiyon, avantajlil olarak, stirekli wveya en azindan
sirayla, drnedin her 12 saatte bir ekstraksiyonla
gerceklestirilir. Baska bir deyigle, UUretilen metabolitleri
gerek {lretilirken gerek dizenli olarak, ekstrakte ederek
fermantasyona devam etmek mumkindir.

Ekstraksiyon araci olarak organik c¢ozicilerle yapilan sivi-
S51vl ekstraksiyonu tercihen ama Gzel olmayarak secilen
ekstraksiyon seklidir.

Rir gercgeklestirme gseklinde, ekstraksiyon fermantasyon
reaktdriiniin ayri bir organinda dedil, dodrudan onun icinde
gerceklestirilir. Co&zicii, Srnedin, reaktérin alt kisminda
bulunan fiskiye tipi bir tertibatla sckulur. Varyant olarak,
bir ekstraksiyon organi reaktdrle bhirlestirilir, fermantasyon
ortamiyla bir iletisim dizenlenir.

Ekstraksiyonun sonunda, b) toplama asamasi uygulanir. Bu agama
sirasinda, AGV’'ler, damitma veya buharlastirma gibi kendi
basina bilinen tekniklerle organik fazdan itibaren toplanir.
Toplama, gerek AGYV karigimi olarak gerek AGV tirt basina
gerceklestirilir, AGV wveya AGV karisimi se¢iminin, istenen son
molekiil (ler)in tiriine gdre belirlemesi diisliniilebilir. Bunun
igin toplama kosullari, tipik c¢larak buharlasma vevya damitma
parametreleri uyarlanir.

Bu toplama asamasi gergeklegince, sonraki c) asamasi
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gerceklestirilir. Bu, avantajli olarak ama &zel olmayarak,
toplama asamasinl tTakiben gergeklestirilir. Varyant olarak, bu
baska bir =zamanda ve/veya baska bir yerde gerceklestirilir
iretilen AGV'ler, kendi basina bilinen tekniklere gdre tasinar
ve/veya saklanir.

Bu halojenleme asamasi, ¢ok reaktif olan ve dolayisiyla baska
molekiiller {iretmek icin &zellikle ilgi ¢ekici olan bir molekiil
tirldl olan «@-halojenli bir asit {lretmek i¢in bir halojeni bir
AGV 1ile etkilesime sokmaktan ibarettir. Kendi basina bilinen
béyvle bir reaksivon, tercih edilen bir sekilde, bromin
eklenmesiyle cgergeklestirilir, pek tabkii difer halojenler,
yani klorin, florin wveya iyot wveya <fosfor trihalitler,
halcjenli asitler veya asil halitler gibi halojenli molekiiller
de kullanilakbilir.

Bromlu bir o-haloasit karsilik gelen klorlu w-haloasitten daha
reaktif oldudundan dibrom seg¢ilmistir, bir karbon-brom baga
bir karbon-klor badindan daha kolay kirilir. Dahasi, sivi
formu nedeniyle bromun kullanimi daha kolaydir.

o-bromlu asit sentezini gercgeklestirmek icin, vyol bir anhidrit
kullanir, burada asetik anhidrit ve piridin
secilmistir. Ornedin polifosforik asit veya fosfor
trihalitlerle olmak lzere, kendi basina bilinen baska sentez
yollara da diistintilebilir. Pglifosforik asitle testler
vapirlmistair, ancak dierlerinin yvaninda, bu bilesidin
kullanimi =zorlastiran yilksek wvigkozitesi nedeniyle sonuglar
ikna edici olmamistir.

Bagsvuru sahibi tarafindan o-klorlanmis asitlerin, ©&rnedin
trikloroizosiyaniirik asitle sentezi ig¢in klorlama testleri de
vapllmistir. Elde edilen sonuclar dibrominle elde edilenlerden
verim ve uygulama kolaylidil ag¢isindan disuktir.
Halojenlegtirilmek istenen ucgucu vyad asidine karsilik gelen
bir anhidrit kullanan sentez yolu ilgingtir ve burada belirli
bir tiirde bir o-bromlu asit c¢lan bir o-halojenli asit elde
etmeye 1mk&n verir. Asetik anhidridin iki 1la alti karbonlu

diger AGV' lerle ve/veya bir AGV karigimi ilzerinde
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kullanilmasi, 1iki ila alti karbonlu bir «o-halojenli asitler
karisimi elde etmeye imkadn verir,

Asetik asit (iki karbonlu AGV), propiyonik asit (tic¢ karbonlu
AGV), bUtirik zsit (dért karbonlu AGV), kaproik asit (alt:
karbonlu AGV) wve 1ki 1ila altai karbonlu bkir AGV karigimi
kullanilarak vapilan testler asetik anhidrit miktarinin vani
sira sicaklik gibi dider parametrelerin dedistirilmesiyle
gerceklestirilmistir.

Cesitli testler sirasinda bir protokole uyulur. On fazda, bir
AGV, asetik anhidrit ve piridin baslangig¢ karigimi geri akisla
1sitilir. Sonra, fiili brominasyon sirasinda, dibrom karisimin
kaynama sicaklidinin altindaki bir sicaklikta birkag saat
boyunca vyavas yavas eklenir, sofutulmadan &nce karisim tekrar
geri akisa getirilir. Reaksiyonun sonunda, avantajli olarak,
var olan anhidridi vycok etmek ic¢in su eklenir. Ardindan o-bromo
asit aside gdre farkli ydntemlerle ekstre edilir. Bu, &rnedin,
damitma, ayirici ekstraksiyondur.

Karisim1 geri akisa getirmek i1g¢in baslangic sicaklidr iki
karbonlu AGV/ler dic¢in 120°C ve alti karbonlu AGV' ler ic¢in
200°C arasindadir. AGV/lerin iki ila alti karbona sahip
olmasina gdre, brominasyon sicaklig:t 80°C ile 180°C arasinda
degdigir. Brominasyon reaksivonunun sliresi, dolayisivyla
dibromun eklenme siiresi, alti karbonlu AGV ler igin vyaklasik
bir saat ile 1ki karbonlu AGV'ler 1ig¢in vyaklasik dért saat
arasinda degisir.

Tki, g, doért, alti karbonlu ucucu vad asidi brominasyon
deneyleri wve ayrica bir ugucu vad asitleri karisimi lizerinde

bir test gergeklestirilmistir:

Asetik asit (C2): 0,53 mol
Propiyonik asit (C3): 0,53 mol
Butirik asit (C4): 0,53 mol

Kaproik asit (C6): 0,24 mol

C2 ila C6’1li AGYV karigimi: 0,54 mol.
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FEklenen dibrom miktari ucgucu yvag asidinin fazla olmasi ig¢in
0,21 mol wveya 0,11 mol’dir. Avantajli olarak, basvuru sahibi
AGV lehine 2:171ik bir molar oraninin optimum oldugunu
bulmustur.

Eklenen anhidrit miktari, her bir asit ig¢in, bir test igin
0,06 mocl wve baska bir test icin 0,03 mol’dir. AGV karisima
asetik (CZ2), propiyonik (C3), bilutirik (C4), wvalerik (Cb) wve
kaproik (C6} asitleri icerir.

On faz sirasinda geri akis sicakliklari AGV/ ye gdre dedisir:
asetik asit ig¢in 120°C; propiyonik asitli testler icgin 120°C
ve 140°C; biUtirik asit icin 150°C wve 160°C; kaproik asit icin
200°C ve karisim icin 180°C.

Her bir asitle ¢esitli testler ig¢in brominasyon sicakliklar:
ugucu vag asidinin geri akis, dolayisivyla kaynama
sicakliklarinda 10°C ila 50°C ve avantaijli olarak 20°C ila 40
°C disiktir.

Cesitli testlerin sonunda elde edilen o-bromlu asitlerin
verimleri ve safliklara asagida tablo 17de

gdsterilmistir. AGV’ler, basitlestirmek ic¢in, karbon sayisivla

belirtilmistir,
Tablo 1
asitler [Anhidrit miktari Brominasyaon Geri akig Brominasyon Verim Saflik
{(mal) siiresi (sa) sicaklify sicakligl (°C) (%) (%)
(°C)
cz 0,086 2,2 120 100 87 98
c2 0,03 4 120 20 80 93
C3 0,06 3 120 80 ila 110 77 g0
C3 0,03 3 1490 125 100 93
c4 0,06 1,25 160 140 80 95
c4 0,03 3 150 110 ila 140 100 96
Cé 0,03 0,92 200 150 100 uyg. ded.
karisim 0,06 1,5 180 130 100 uyg. ded.




10

15

20

25

30

35

Analiz ve verim hesaplamalari kendi bagina bkilinen analitik

tekniklerle, yani NMR (Niikleer Manyetik Rezonans) wve HPLC

(High Performance Ligquid Chromatography) ile
yapilmistir. Verimler, tiketilen AGV miktarina gbre
tanimlanir.

Basvuru sahibi, dibrom eklenmesinden sonra, reaksiyon

karisiminda renk dedisikligiyle kendini gdsteren reaksiyon
hizinin anhidrit miktari daha vyiiksek oldudgunda daha hizla
oldugunu bulmustur, saflik ise az etkilenir. Bununla birlikte,
5n ve brominasyon gibi iki asamanin sicaklidinin optimum
olmasi uygundur. Bunun ig¢in bkasvuru sahibi, ucucu yad asidinin
kaynama sicaklidindan disik bkir brominasyen sicakliginin, bu
sicakliktan c¢ok uzak olmadan gerekli oldudunu belirtmistir.
Farkli testler, ucucu vag asidinin kavnama sicakligindan
vaklasik 10°C ila 50°C diisiik ve avantajli olarak 20°C’den
diisik bir brominasyon sicaklidinin, diJer tim kosullar ayni
olarak, tipik o¢larak %60 dile %100 arasinda, 1 saat ila 4
saatlik bir reaksiyon siresiyle optimum bir verim elde etmeye
imkd&n verdigini tanimlamaya imkdn vermistir.

Asetik anhidridin roliyle ilgili olarak, tablodaki sonuglarin
1s1dinda, AGV'ye gbre anhidridin melar vyizdesinin optimum
brominasyon reaksiyonu i¢in %12'ye vyakin olmasi gerektidi
anlasilmaktadir, %5 1ile %20 arasindaki Dbir vyiuzde kabul
edilebilirdir.

Arcdindan, elde edilen o-bromlu asitlerden, vani daha acik
olarak belirli bir a-bromlu asitten d) asamasi sirasinda ayni
zamanda «—-hidroksiasit olarak adlandirilan, belirli bir o-
hidroksile asidin sentezi gercgeklestirilir. Bunun icin bir baz
eklenir. Avantajli olarak ama ozel olmayarak, bu sodadir.
Bagvuru sahibi tarafindan 1iki dila alti karbona sahip -
bromoasitler, vyani Dbromcasetik asit, o-bromopropiyonik asit,
o-bromcbiitirik asit, wo-bromokaproik asit wve bir c-bromoasitler
karigsimi Gizerinde sodanin (NaCH) ikamesivle testler

gerceklestirilmistir. B&yle bir Ilkame, sirasiyla 1ki, g,
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dért, bes wveya alti karbonlu bir karbon =zincirine sahip o-
hidroksile asitleri, vyani g¢glikelik asit, laktik asit, o-
hidroksibiitirik, o-hidroksvalerik asit wveya o-hidroksikaproik
agit asit elde etmeve imkdn verir.

Bu o-hidroksile asitler, polimerizasyondan sonra Kkozmetik veya
gida ambalaji Uretmek icin en cok kullanilanlar
arasindadir. Bulusun konusu olan yontemin, diger PHA
tirlerinin polimerizasyonuna imk&n wveren baska tiir asitlerin
Uretilmesine imkén verdigi kolayca anlasilabilir. Ornek
olarak, a-hidroksidekanoik asitten sayilabilir.

Cesitli testler ig¢in protcokol, bir ila iki saatlik bir silire
boyunca es molar bir soda wve o-bromlu asit karigiminin geri
akisini sadlamaktan ibaretti. Tsitma sicaklidr 80° C ile 120°C
arasinda dedismektedir. Diizenli araliklarla alinan numuneler
en az ¢ karbonu olan asitler i1igin wverimin %60 1ile %100
arasinda ve avantajli olarak %80 1le %100 arasinda oldudunu
gbstermeye imkdn vermistir.

Aynil zamanda, dértten ¢ok karkona sahip Dbilesikler idg¢in
si1cakliktaki kademeli vyikselme sirasinda optimum verimin elde
edildigi de gdrilmektedir. Bdylece basvuru saehibi, sicaklik o-
hidroksile asidin bozulmaya bagladidir bkir sicaklidin altainda
kaldidinda verimin optimum oldudunu bulmustur, bu sicaklik o-
bromlu asidin kaynama sicaklidindan £iili clarak disuktiir.
Ozelde, basvuru sahibi, sasirtici bir sekilde, optimum verimin
ulasildigr sicakligin 20°C ile 120°C arasinda, avantajli
olarak 50°C ile 90°C arasinda oldugdunu bulmustur.

Bagsvuru sahibi, o&zellikle, beklenmedik bir sekilde, optimum
verimin wulasildidir sicakligin, en az doért karbona sahip o-
bromlu asitler i1cin 50°C’ve ve dértten az karbona sahip o-
bromlu asitler icin 90°C'ye vyakin oldugunu bulmustur, pek
tabii C2 ve C3 a-hidroksile asitler icgin 100°C’den yilksek bir
sicaklik bilesidin bozunmzsina neden clmaktadar.

Nitekim, optimum verime ulasildiktan sonra, d&rt karbona sahip
o-bromlu asitler icin, reaksiyon slresinde pkir uzatma, bir

saat vyerine 1ki saatlik bir reaksiyon siresi 1ic¢in valnizca
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minimum bir kazang, drnedin verimde %47 1ik bir kazancg
sadlamaktadir.
BAsagidaki tablo 2 gergeklestirilen testlerden bazilarini

g&stermektedir.

Tablo 2
Halo-asitler Mol asit diaoéﬁ Isitma sicakligl (°C) sgiéiia}ai) Vi:?m
BrC2 0,05 0,05 110-120 2 80
BrCz 0,05 0,05 110-120 2 85
BrC3 0,05 0,05 110-120 2 80
BrC4 0,05 0,05 110-120 2 100
BrC4 0,05 0,05 110-120 1 96
BrC6+RBrC2 0,041+0,0019 0,043 100 1 85
BrC3+BrCz 0,05+0,014 0,064 100 2 62
BrCa-BrCe 0,042 0,042 80 2 a3
karisimi

Analiz wve verim hesaplamalari daha &nce sézi edilen NMR ve
HPLC analitik tekniklerivle gerceklegtirilmistir. Verimler
baslangictaki hzalecjenli asit miktarina gdre tanimlanmaktadir.
Y&ntemin son asamasi, elde edilen w-hidroksi asitten karsilik
gelen polihidroksialkanat wveya PHA’'nin polimerizasyonundan
ibarettir. Ornek olarak, gida ambalajlarinda kullanilan laktik
poliasit wveya  PLA, dikis malzemesi o¢larak tibbi alanda
kullanilan, glikeolik poliasit wveyva PGA sayilabilir. PLA o-
bromopreopiyonik asitten elde edilen laktik asitten
tiiretilir. PGA  bromoasetik asitten elde edilen glikolik
asitten tiretilir.

Kendi basina bilinen bu polimerizasyon avantajli olarak g
yolla gergeklesgtirilir: halka ag¢gmalil polimerizasyonla (Ring-
Opening Polymerization), kat1 faz polimerizasyonuyla veya
dogrudan bir polikeondensasyonla. Bu polimerizasyonu  kendi

basina bilinen PHA'nin geri kazanilmasi izler.
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