RAPORT STIINTIFIC

privind implementarea proiectului PN-I11-P4-1D-PCE-2016-0007,
contract nr. 6/2017
Etapa 2

Conform programului experimental prevazut in acest proiect, obiectivele principale si activitatile
de cercetare aferente acestei etape pot fi redate unitar astfel: Pertractia sinergica a cefalosporinei C,
acidului 6-aminopenicilanic, mupirocinului, acizilor hialuronic si 2-cetogluconic, metilbenzilaminei si
acetofenonei.

Activitatile prevdzute au fost realizate in totalitate si au inclus studiile dedicate:

1) Pertractia sinergica a cefalosporinei C, acidului 6-aminopenicilanic, mupirocinului, acizilor
hialuronic si 2-cetogluconic, metilbenzilaminei si acetofenonei din solutii pure;

2) Pertractia sinergica a cefalosporinei C, acidului 6-aminopenicilanic, mupirocinului, acizilor
hialuronic si 2-cetogluconic, metilbenzilaminei si acetofenonei din medii simulate.

In continuare, avaand in vedere volumul de informatii si limitdrile tehnice ale redactarii
raportului, va fi prezentata o sinteza a rezultatelor experimentale derulate in acesta etapa a proiectului.

Unul dintre compusii studiati si care, prin problematica abordata, include numeroase dintre
aspectele relevante intalnite in studiile celorlaltor compusi de biosinteza, este acidul 2-cetogluconic.
Acidul 2-cetogluconic este principalul compus secundar din tehnologia de obtinere a vitaminei C, care se
gaseste in lichidul de fermentatie in concentratii reduse. in scopul stabilirii conditiilor optime de
separare a celor doi compusi cu ajutorul membranelor lichide si pe baza datelor experimentale obtinute
pentru extractia reactiva a acidului 2-cetogluconic, s-a realizat separarea acestuia prin pertractie in
aceleasi conditii utilizate la separarea vitaminei C. Aceasta deoarece cea mai eficienta metoda pentru a
mbunatati performanta selectivitatii si a permeabilitatii membranelor lichide consta in adaugarea in
faza organica a unui agent purtator capabil sa reactioneze reversibil cu solutul (pertractia facilitata).
Astfel, pe baza specificitatii interactiilor Amberlite LA-2 — acid 2-cetogluconic, in functie de tipul legaturii
si de celelalte caracteristici ale sistemului de pertractie se pot separa selectiv fie acidul, fie vitamina C
din amestec.

Cercetarile experimentale s-au efectuat utilizdndu-se instalatia de pertractie care constituie
subiectul brevetului acordat colectivului de cercetare (Instalatie pentru studiul extractiei si transportului
printr-o membrana lichida, Brevet RO119690 B1/2005). Solutiile apoase au fost alimentate separat cu un



debit volumic de 1,85 I/h, membrana lichida a fost alcatuitd din diclormetan in care a fost dizolvat, in
diferite concentratii variind intre 0 si 100 g/l (2,63-10" M) Amberlite LA-2. Concentratia acidului 2-
cetogluconic in faza apoas3 initiald a fost 1 g/l (5,15-10 M), iar pH-ul acestei solutii a fost modificat
intre 1 si 6, cu ajutorul unor solutii de 4% acid sulfuric, respectiv 4% hidroxid de sodiu. Faza apoasa finala
a constat din solutii de hidroxid de sodiu, cu valori ale pH-ului cuprinse intre 7 si 12. Corectarea valorii
pH-ului celor doua faze apoase s-a efectuat pe baza indicatiilor unui pH-metru digitalic. .

Evolutia procesului s-a urmarit prin intermediul fluxurilor masice initiale si finale ale celor doi
acizi si a factorilor de permeabilitate prin membrana lichida, calculate pe baza dozarilor HPLC.

Gradientul de pH dintre fazele apoase, concentratia agentului purtator dizolvat in membrana
lichida si intensitatea amestecarii fazelor sunt principalii parametri care controleaza eficienta pertractiei.
n figura 1 este reprezentat mecanismul de separare al acidului 2-cetogluconic prin pertractie utilizand
un agent purtator aminic.

Membrana
lichida

Solutie apoasa Solutie apoasa

initiala finala

0]

~HO

OH OH O

T OH "
OH OH O

o
s

OH OH O

0

OH OH

A

H OH

OH

OH OH ©
OH

OH OH O

C H
12 2

5

NH-CZR
R,

R4

+-

NaQ

3= 0

Na

OH OH

OH OH

OH

OH OH Q
Amberlite LA-2

Figura 1. Mecanismul pertractiei facilitate sinergice a acidului 2-cetogluconic

n faza apoasi initiald acidul 2-cetogluconic se giseste in forma liberd sau sub form& de dimeri, in
stransa legatura cu pH-ul fazei apoase. La interfata dintre solutia initiala si membrana lichida se
formeaza, doar intre forma libera nedisociata a acidului si agentul purtator (Amberlite LA-2), prin
extractie reactiva, complecsi puternic hidrofobi care traverseaza membrana lichida. La interfata dinspre
solutia apoasa finala, prin reactii de reextractie, complexul se descompune eliberand agentul purtator,
care poate participa la un nou transport, si acidul care reactioneaza cu hidroxidul de sodiu formand
sarea de sodiu.

Coeficientul de distributie este principalul parametru care descrie eficienta extractiei reactive de la
interfata membrana lichida/faza apoasa initiala, iar in cazul acidului 2-cetogluconic acesta este in stransa
legatura cu pH-ul solutiei. Influenta pH-ului fazei apoase initiale si finale asupra fluxurilor masice ale
acidului 2-cetogluconic este redata in figura 2. Pentru fluxul masic initial, rezultatele indica un maxim
corespunzator valorii de pH = 3, atat pentru fluxul masic initial cat si pentru cel final (variatie mai
pronuntata Tn cazul fluxului masic initial), urmat de o reducere accentuatda odata cu apropierea de
domeniul neutru.

Aceasta variatie a fluxului masic de la interfata de separare a membranei lichide cu faza apoasa
initiala este rezultatul mecanismului extractiei reactive cu Amberlite LA-2:
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- datorita prezentei dimerilor, la un pH puternic acid, care blocheaza gruparea carboxil facand
imposibila reactia cu agentul purtator, eficienta extractiei si implicit fluxul masic initial au valori
mici in domeniu de pH < 3.

- cresterea pH-ului determind reducerea semnificativa a dimerizarii acidului 2-cetogluconic
(determinand cresterea eficientei separarii), dar si disocierea acidului (cu efect negativ asupra
extractiei reactive), astfel incat la pH = 3 fluxul masic initial este maxim.
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Figura 2. Variatia fluxurilor masice initial si final a acidului 2-cetogluconic si a factorului de
permeabilitate in functie de pH-ul fazei apoase initiale si finale (pH; = 3, pHf = 11,
turatia = 500 rpm, concentratia Amberlite LA-2 = 40 g/I)

Fluxul masic final are o alura similara celui initial, datorita dependentei de concentratia acidului
2-cetogluconic din membrana lichida.

In cazul pertractiei facilitate cu Amberlite LA-2, reextractia acidului in faza apoasd finald se
bazeaza pe reactia interfaciala dintre compusul existent in membrana lichida si hidroxidul de sodiu la
interfata de separare membrana lichida/solutie finala:

CsHy05-COOH. Q) + NaOHzq) > CsHg0s-COO Na (a) + Qo) + H20

Cresterea pH-ului fazei finale, prin concentratia mai mare a hidroxidului de sodiu, induce marirea
vitezei de reextractie si implicit, determina accelerarea semnificativa a fluxului masic final al acidului 2-
cetogluconic. Prin cresterea gradientului de pH dintre cele doua faze apoase si a gradientului de
concentratie al acidului intre cele doua interfete ale membranei lichide, se induce intensificarea fluxului
masic initial.

Cresterea gradientului de pH dintre fazele apoase determina cresterea permeabilitatii prin
membrana lichida. Aceasta variatie se datoreaza eficientei ridicate a procesului de reextractie in
domeniul puternic bazic si a acumularii acidului in membrana lichida la pH; = 3 (in domeniul puternic
acid, eficienta extractiei reactive nu este foarte ridicata, fluxul masic final compensandu-I pe cel initial,
insa odata cu apropierea de pH-ul neutru scade eficienta extractiei, din membrana fiind reextras acidul
2-cetogluconic acumulat la pH; = 3). Cresterea factorului de permeabilitate cu pHs sugereaza faptul ca

accelerarea vitezei de reextractie a acidului 2-cetogluconic devine mai importanta decat a vitezei de
extractie.



Transportul acidului 2-cetogluconic intre cele doua solutii apoase depinde atat de pH-ul fazelor
apoase, cat si de proportia de agent purtator din membrana lichida. Rezultatele experimentale din
figura 3 au evidentiat faptul ca atat fluxurile masice, cat si factorul de permeabilitate cresc cu marirea
concentratiei Amberlite LA-2 in membrana lichida.
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Figura 3. Variatia fluxurilor masice initial, final si a factorului de permeabilitate in functie de concentratia
Amberlite LA-2 (pH; = 3, pHs = 11, turatia = 500 rpm)

Aceasta evolutie a fluxurilor masice este consecinta cresterii concentratiei unuia dintre
participantii la extractia reactiva care se desfasoara la interfata de separare dintre faza apoasa initiala si
solvent, care conduce la o viteza mai mare de formare a complexului (o cantitate mai mare de acid 2-
cetogluconic fiind extras Tn membrana lichida). Aceasta marire a concentratiei complexului in stratul de
solvent determina si cresterea fluxului masic final, dependent de concentratia acidului extras.

Aceeasi evolutie crescatoare o inregistreaza si factorii de permeabilitate, datorita rezistentei de
natura cinetica superioara care afecteaza procesul global de separare.

Stabilirea influentei proceselor de difuziune si a vitezelor reactiilor chimice asupra fluxurilor
masice este foarte importanta pentru a studia eficienta transportului acidului 2-cetogluconic prin
membrana lichida. Prin micsorarea straturilor limita de la ambele interfete de separare ale stratului de
solvent organic cu fazele apoase, intensitatea agitarii fazelor poate influenta semnificativ performanta
pertractiei. Turatia agitatoarelor a variat in intervalul 0 - 600 rpm, din figura 4 observandu-se o crestere
accentuata a fluxurilor si a factorului de permeabilitate cu intensitatea agitarii pana la 500 rpm, ceea ce
sugereaza o reducere a grosimii stratului limita din vecinatatea celor doua interfete.

Variatia Tnregistrata este specifica unui regim difuzional de realizare a pertractiei (scaderea
grosimii straturilor limita induce reducerea rezistentei datorate difuziei si, implicit cresterea fluxurilor
masice). Peste 500 rpm, fluxurile masice rdman constante, ceea ce corespunde atingerii unei grosimi
minime a straturilor limita si trecerea la regimul cinetic de realizare a pertractiei.



T T T T T T T
0,10 0,38
0,08
0,6
=
o~
£ 006+ -
[= L
g 0,4
c 0,04
0,2
0,02
0,00 T T T T T T T T T T T T T 0,0
0 100 200 300 400 500 600
Turatie, rpm

Figura 4. Variatia fluxurilor masice initial, final si a factorului de permeabilitate in functie de
turatie (pH; = 3, pHs = 11, concentratia Amberlite LA-2 = 40 g/I)

Cresterea factorului de permeabilitate cu turatia indica o rezistenta superioara la difuzie a 2-
cetogluconatului de sodiu comparativ cu difuzia acidului liber din faza apoasa initiala.

Din punct de vedere al obiectivelor generale ale programului PCE-IDEI, rezultatele obtinute in
cadrul proiectului pana in au fost diseminate pe parcursul anului 2018 dupa cum urmeaza:

1) transmiterea spre publicare a 2 articole in reviste cotate ISI (incluzdnd acknowledgements);
2) inregistrarea unei cereri de brevet OSIM pentru un procede de separare inclus in proiect;

3) transmiterea spre publicare a unui capitol intr-o monografie publicata la o editura internationala
de prestigiu;

4) 6 participari la conferinte internationale;

5) includerea rezultatelor intr-o teza de doctorat al unui membru al echipei de cercetare;
6) sustinerea unui raport de cercetare al unui doctorand membru in echipa proiectului;
7) obtinerea unei Medalii de aur la Saloanele intenationale de Inventica;

8) continuarea si dezvoltarea colaborarii cu alte universitati din tara (U.M.F. ,,Gr.T. Popa” din lasi).

Director proiect,
Prof.univ.dr.ing. Dan Cascaval



