RAPORT STIINTIFIC

privind implementarea proiectului PN-111-P4-ID-PCE-2016-0007,
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Etapa 3

Conform programului experimental prevazut in acest proiect pentru perioada mentionata,
obiectivele principale si activitatile de cercetare pot fi redate unitar astfel:

3. Pertractia sinergica a cefalosporinei C, acidului 6-aminopenicilanic, mupirocinului, acizilor
hialuronic si 2-cetogluconic, metilbenzilaminei si acetofenonei si optimizarea sistemelor hibrid pentru
obtinerea produselor fermentative si enzimatice.

Activitatile prevazute pana la data raportarii au fost realizate in totalitate si au inclus studiile

dedicate:

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

3.2. Proiectarea si constrctia sistemelor hibrid

3.3. Aplicatii ale sistemelor hibrid pentru obtinerea compusilor studiati

3.4. Modelarea bioproceselor hibride

3.5. Optimizarea proceselor hibride.

In continuare va fi prezentata o sinteza a rezultatelor experimentale derulate in aceasta etapa a
proiectului, insistand pe principalele rezultate.

Acidul pseudomonic A (Tabelul 1) reprezinta 90 - 95% din amestec si este principalul compus al
Mupirocinului. Are o activitate antibacteriana larga asupra bacteriilor Gram pozitive si unele Gram
negative si o adsorbtie sistemica limitata: timpul de injumatatire este de 15 minute, fiind transformat in
acid monic (forma inactiva) excretat prin rinichi. Este cel mai utilizat antibiotic din lume, in acest
moment, pentru tratarea infectiilor tesuturilor moi si pielii cu Staphylococcus aureus rezistent la
meticilina (MRSA) sau pentru decolonizarea pacientilor cu risc la aceasta bacterie.

Pseudomonas fluorescens este microorganismul utilizat pentru producerea de Mupirocin prin
fermentatia submersa. Multi cercetatori au Tncercat sa mbunatateasca performanta fermentatiei
selectand tulpini noi sau aplicand diferite tehnici de control. Genul Pseudomonas include bacterii gram-
negative, in forma de bacili, strict aerobe, care sunt capabile sa produca mai multi metaboliti secundari
cu activitate antibiotica: pirrolnitrina, alchilresorcinol, piocianind. Prima tulpina care a fost izolata pentru
producerea Mupirocinului a fost P. fluorescens NCIMB 10586, dar sapte tulpini noi: D7 si G11 (izolate
dintr-un acvifer curat), W2Junl17, LMG 14677, W15Feb34, B329, W2Aug9 (din colectia raului Woluwe)
au fost investigate si prezentate in tabelul 2. Toate tulpinile au fost izolate din apa si sol, cu exceptia
speciilor B329 care au fost obtinute din rizosfera din iarba, iar rezultatele sunt raportate pentru



cresterea pe acelasi mediu (pe litru): 10 g de triptona bacto, 5 g extract de drojdie, 5 g NaCl, 1 g glucoza,
0,7 g K;HPO, si 0,3 g KH,PO,.

Tabelul 1. Structurile mupirocinului.
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Pentru a optimiza etapele de separare a Mupirocinului, am propus o tehnica neconventionala,
respectiv extractia reactiva, ca o cale selectiva pentru recuperarea de produse de biosinteza in
concentratie scazuta dintr-un amestec complex. Acesta combina intr-o singura operatie extractia lichid-
lichid si o reactie chimica intre un extractant si produsul de interes, ceea ce poate duce la intensificarea
procesului. Extractia reactiva implica, de obicei, doua faze imiscibile: faza apoasa care contine produsul
util si faza organica (solventul) care va reprezenta extractul. Etapa cheie a procesului este formarea unui
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complex hidrofob si reversibil intre extractant si produs, acesta din urma fiind recuperat din complex
printr-o alta etapa de extractie cu o solutie de baza diluata sau prin cresterea temperaturii.
Tn cadrul acestui studiu s-au urmarit urméatoarele obiective:
e Eficienta extractiei si variatia coeficientul de distibutie in urma utilizarii ca solventi a diclormetanului
si n —heptanului si ca extractanti: Amberlite LA — 2 si tri —n- octilamina TOA.
e Studiul influentei pH-ului asupra extractiei reactive.
e Studiul influentei concentratiei de extractant asupra eficientei separarii produsului.
e Selectivitatea separarii prin metoda de extractie reactiva.

Tabelul 2. Tulpini de Pseudomonas utilizate pentru producerea de Mupirocin.

Nr. | Tipul de tulpina Productivitate, ug/ml
1 Pseudomonas fluorescens NCIMB 10586 8,3

2 Pseudomonas fluorescens D7 1,8-3,5

3 Pseudomonas fluorescens G11 1,8-3,5

4 Pseudomonas fluorescens W2Jun17 1,0

5 Pseudomonas fluorescens LMG 14677 6,7

6 Pseudomonas fluorescens W15Feb34 5,8

7 Pseudomonas fluorescens B329 4,5

8 Pseudomonas fluorescens W2Aug9 15,2

Experimentele de extractie lichid-lichid pentru separarea Mupirocinului au fost efectuate intr-o
coloana de extractie cu amestecare vibratorie, care ofera posibilitatea obtinerii unor viteze de extractie
ridicate, datorita ariilor interfaciale foarte mari generate de agitarea vibratorie si a atingerii rapide a
echilibrului interfazic. Instalatia de extractie este formata dintr-o coloanad de sticla cu un diametru
interior de 3,6 cm si o inaltime de 25 cm prevazutad cu un agitator vibrator (disc perforat cu 45 mm in
diametru si o sectiune liberd de 20%), cu frecventd de 50 s™ si amplitudinea de 5 mm, mentinut la
interfata initiala dintre cele doua faze (apoasa si organicd). Timpul de extractie a fost de 1 min si
separarea fazei a fost facuta intr-un separator centrifugal la 6000 rpm. Toate experimentele au fost
efectuate la 25 £ 0,02 °c.

Concentratia initiald a acizilor pseudomonici in faza apoasa a fost de 0,0265g /L (5,3 - 10> M),
cu aceste proportii: 90,2% acid pseudomonic A, 5,82% acid pseudomonic B si 1,98% acizi pseudomonici
C si D, iar cei doi agenti de extractie de tip aminic (lauril tri-alchilmetilamina, Amberlite LA-2 si
trioctilamina, TOA) au fost dizolvati individual in doi solventi cu constanta dielectrica diferita.
Concentratia extractantilor in faza organica a variat intre 0 si 20 g / L. Valoarea pH-ului fazei apoase a
variat intre 4 si 9, ajustata cu o solutie de acid sulfuric 3% sau hidroxid de sodiu 3%, in functie de
valoarea pH-ului prescris, folosind pH-metrul digital (CONSORT C 836).

Acizii pseudomonici au o structura complexa (Tabelul 1) cu o grupa carboxilica si o valoare
teoretica pKa cuprinsa intre 4,76 (acidul Pseudomonic B si C) si 4,83 (acidul Pseudomonic A si D).
Mupirocinul este un acid puternic, dar activitatea antibiotica in solutii apoase depinde de pH: activitatea
se mentine doar intre pH 4 si 9 (la pH 1, antibioticul sufera rearanjari moleculare in doar 30 de minute,
in timp ce la pH 13 doar 30% compusi este degradat), deci experimentele de extractie au fost efectuate



in acest interval de stabilitate. Mecanismul de extractie reactiva pentru acizii pseudomonici este
reprezentat in figura 1. Mupirocinul a fost extras din solutii apoase folosind doua amine: una secundara
(Amberlite LA-2) si una tertiara (TOA) dizolvate in diferiti solventi organici: diclorometan, n-heptan si n-
heptan cu 1-octanol. Complexul format intre Mupirocin (solut) si extractant este solubil numai in faza
organica si n reprezinta numarul de molecule de amine implicate in formarea complexului. Reactia
chimica care duce la complexul solut-extractant este reversibila, astfel incat, dupa separare, re-extractia

cu o solutie alcalind si crestere a temperaturii duce la recuperarea acizilor pseudomonici in faza de
reextractie .
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Figura 1. Extractia reactiva a Mupirocinului (MupCOOH) cu amine alifatice cu greutate moleculara
mare (Q).

Sistemul de extractie reactiva este puternic influentat de bazicitatea aminei si de aciditatea
solutului, dar si de concentratia initiala a extractantului si a acidului, de bariera sterica, valorile de pH ale
fazei apoase, tipul de solvent si solubilitatea in apa.

Acizii pseudomonici cu o solubilitate scazuta in solventii nepolari ca n-heptan, ceea ce genereaza
eficienta scazuta a extractiei fizice, pot fi separati prin adaugarea unui extractant sau a unui modificator
de fazd (1-octanol). Tn figura 2 sunt prezentate rezultatele acestor doud moduri de imbuntitire a
eficientei recuperarii acizilor pseudomonici din solutii apoase.
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Figura 2. Eficienta de extractie a acizilor pseudomonici (pH 4).



Addugarea de 1-octanol (constantad dielectrica 10,3 la 25 °C) a generat o crestere a polaritatii
fazei organice si a imbunatatit eficienta extractiei in special pentru acidul pseudomonic A cu un factor de
9,38, atingdnd un maxim de 32,17%, comparativ cu un factor de numai 5,59 pentru acidul pseudomonic
B si 6,57 pentru acidul pseudomonic C. Acizii carboxilici cu caracter hidrofil datorita polaritatii lor, au
tendinta de a forma asociatii (dimeri, trimeri, etc.) in solventi organici nepolari: (Mup-COOH) nQ,
fenomene mai putin importante in solventii polari. In cazul utilizdrii unui solvent protic, ca 1-octanol,
acest fenomen este inhibat datorita capacitatii acestor solventi de a participa ca donatori la legarea de
hidrogen. Un efect sinergic puternic a fost observat atunci cand Amberlite LA-2 a fost amestecat cu 1-
octanol si n-heptan, eficienta extractiei atingdand 89,23%, respectiv 87,56% atat pentru acidul
pseudomonic B si C, si 90,89% pentru acidul pseudomonic A, datorita Tmbunatatirii proprietatile
hidrofobe ale acizilor complexati si abilitatilor de solvatare ale fazei organice, care Tmbunatatesc
eficienta extractiei.

Influenta pH-ului asupra extractiei reactive a fost studiata atat pentru extractanti, cat si pentru
solventi diferiti: n-heptan, n-heptan / octanol si diclorometan si sugereaza ca legaturile de hidrogen
reprezinta interactiunea dominanta. Intervalul de pH= 4 - 9 a fost ales in corelatie cu stabilitatea acidul
pseudomonic A: in afara acestui interval, rearanjarile moleculare au loc mai ales in conditii foarte acide
prin deschiderea intramoleculara a inelului epoxidic.

Dupa cum se poate observa din figura 3, variatia eficientei extractiei cu pH-ul sugereaza ca
natura extractantului are o influenta mai mica asupra performantei de separare in comparatie cu
polaritatea solventului. Pentru toti solventii, eficienta extractiei reactiva scade odata cu cresterea pH-
ului, ceea ce sugereaza formarea legaturii de hidrogen intre acizii pseudomonici si amine, care necesita
ca primul sa fie sub forma nedisociata (forma moleculara a acizilor pseudomonici este extrasa in mod
selectiv in faza organica in timp ce forma protonata ramane in faza apoasa).

La valoarea pH-ului egala cu pKa a acidului, jumatate din cantitatea de acid pseudomonic este
protonatad, iar cresterea pH-ului genereaza o protonare completd care va induce o scadere mai
accentuata a randamentului de extractie. Pentru domeniul considerat al valorilor pH-ului, pH-ul optim
pentru extractia reactiva s-a dovedit a fi 4, pentru toti solventii analizati, favorabil atat pentru separarea,
cat si pentru stabilitatea si mentinerea activitatii antibacteriene a antibioticului.

Gradul de extractie mai mare a fost obtinut pentru diclorometan, datoritda polaritatii sale
superioare comparativ cu n-heptan, care este un solvent inactiv. in n-heptan, legiturile de hidrogen se
pot forma intre complexul (solut-extractant) si alte molecule de acizi suplimentari, datorita
imposibilitatii formarii legaturii de hidrogen a solutului cu solventul (figura 4). Cu toate acestea, datorita
moleculei voluminoase a acizilor pseudomonici care induce impiedicari sterice cumulata cu o
concentratie initiald mai micd comparativ cu extractantul, aceastd posibilitate este putin probabild. in n-
heptan acizii pseudomonici sunt insolubili, astfel incat extractia reactiva cu amine cu lant lung are loc
printr-o reactie interfatiald, urmatd de difuzarea complexului rezultat in faza organicid. Tn cazul
diclormetanului si n-heptanului cu 1-octanol la eficienta extractiei contribuie atat extractia fizica, cat si
cea reactiva. In cazul n-heptanului si 1-octanolului randamentul de extractie superior poate fi explicat
prin formarea unui complex intre solut, extractant si modificator de faza.
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Figura 3. Influenta pH-ului asupra extractiei Mupirocinului folosind Amberlite LA-2 si TOA.

Pentru compusi carboxilici (muconici, succinici, lactici), complexul solut-extractant este format
pe baza unei legdturi de hidrogen intre hidrogenul din grupa hidroxil a acizilor pseudomonici si atomul
central de azot al aminei (negativ polarizatd). Formarea legaturii de hidrogen este mai usoara pentru o
polarizare negativa mai mare a atomului de azot, care este influentata atat de numarul cat si de
lungimea lanturilor de carbon, ultima cu influenta mai mare. Acest lucru ar putea explica rezultatele mai
bune care s-au obtinut atunci cand a fost utilizata Amberlite LA-2 (amina secundara) decat TOA (amina



tertiara), cumulata cu: densitatea superioara a gruparilor aminice, impiedicari sterice mai reduse in jurul
gruparilor aminice reactiv si bazicitatea superioara a aminelor secundare. Avand in vedere acest aspect,
influenta concentratiei extractantului a fost analizata doar pentru Amberlite LA-2.

Extractia reactiva a acizilor pseudomonici cu Amberlite LA-2, Q, se bazeazd pe formarea la
interfata de separare dintre fazele apoas3 si organicd a unui compus puternic hidrofob. Tn acest proces
este implicata gruparea —COOH a acidului, procesul decurgand prin intermediul interactiunilor dintre cei
doi componenti, interactiuni de tipul legaturilor de hidrogen, daca acidul este nedisociat in faza apoasa.
Reactie interfaciala poate fi reprezentata astfel:

MUP-COOH ,qp + NQ(,) *—> MUP-COOHQ, (o)
Pentru acest sistem, coeficientul de distributie, D poate fi calculat cu ajutorul unui algoritm

prezentat anterior, care conduce la expresia logaritmata:
Kg

[H"’]) =In KE + IE[Q{G)] (5)

Reprezentarea grafica a acestei ecuatii este prezentata in figura 4 pentru sistemele de extractie

lnD + lu(l +

studiate. Din panta dreptei date de ecuatie este posibila determinarea numarului de molecule de
Amberlite LA-2, n, care participa la formarea complexului interfacial si din intersectiei cu ordonata
valoarea constantei de extractie, K.
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Figura 5. Reprezentarea grafica a ecuatiei (5).
Conform figurii 4, independent de polaritatea solventului, numarul de molecule extractante
aminice implicate Tn aductele interfaciale este 1 (tabelul 3), dar valorile constantei de extractie (tabelul

3) depind de polaritatea fazei organice.

Tabelul 3. Valorile constantelor de extractie corespunzatoare sistemelor studiate si Amberlite LA2.

Solvent n Ke, (L mol™)
n-heptan 0.77251 2.31
n-heptan/octanol 1.26328 269.93
diclormetan 1.28128 2122.45

Aceste rezultate indica faptul ca, indiferent de valoarea pH-ului si polaritatea solventului, o

molecula din fiecare component a sistemului de extractie participa la reactia interfaciala. Cu toate
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acestea, din figura 5 se poate observa ca pentru a obtine un randament ridicat de extractie, concentratia
de amina in faza organica trebuie sa fie mult mai mare decat necesarul stoechiometric pentru reactia cu
acizii pseudomonici. Acest comportament este cauzat de o reactie interfaciala lenta (prin cresterea
concentratiei unui reactant viteza de reactie va creste si, respectiv, cantitatea de acizi pseudomonici
extrasi) cumulata cu o solubilitate redusa a gruparilor nereactive din structura solutului (tabelul 1), care
poate fi depdsita prin formarea de asociatii aminice care includ complexul de solut-extractant in faza
organica sau induc solvatarea acestuia. Datorita dimensiunii mari a ambelor molecule (extractant si
solut), formarea de aducti aminice este inhibata de impiedicari sterice.

Factorul de selectivitate, calculat ca raportul dintre gradul de extractie reactiva a acidului
pseudomonic A si gradul de extractie al acizilor pseudomonici B si C, este prezentat in figura 5.
Rezultatele indica faptul ca diferentele inregistrate intre randamentele de extractie ale acizilor
pseudomonici nu permit obtinerea unei selectivitati satisfacatoare a separarii lor, indiferent de solventul
utilizat.
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Figura 5. Influentele valorii pH-ului si concentratiei extractantului asupra factorului de selectivitate al
acidului pseudomonic A.

Acest comportament este cauzat de similitudinea structurii la cei patru acizi pseudomonici:
radicalul care diferentiaza acidul nu este unul activ din punct de vedere chimic (acid sau bazic), iar
gruparea carboxil activa a Mupirocinului nu este afectat de tipul substituentului in radical, ca si in cazul
separarii selective a Gentamicinei.

Din punct de vedere al obiectivelor generale ale programului PCE-IDEI, rezultatele obtinute in
etapa a 3-a a proiectului au fost diseminate pana in prezent dupa cum urmeaza:

~

1) publicarea a 4 articole in reviste cotate ISl (inclusiv din ,zona rosie”) (incluzdnd

acknowledgements);
2) 12 participari la conferinte internationale cu comunicari si postere;

3) includerea rezultatelor in 2 teze de doctorat ale membrilor doctoranzi ai echipei de cercetare;
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4) includerea rezultatelor in 2 rapoarte de cercetare prezentate de membrii doctoranzi ai echipei de
cercetare;

5) obtinerea unei Medalii de aur la Saloanele intenationale de Inventica;

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

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



