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INTRODUCERE

Posibilitatea utilizarii tehnologice a organismelor vii cu scopul obtinerii de
produse naturale s-a datorat aplicarii integrate a stiintelor biologice si ingineresti.
Produsele de biosintezd detin o largd raspandire la nivel mondial si sunt
valorificate sub diferite forme in industria cosmetica, alimentara si farmaceutica.
Eficienta unui proces de biosintezd depinde In mare masurd de operatiile de
separare, care asigura puritatea si calitatea substantelor organice naturale.

Proiectarea si optimizarea tehnicilor de separare integrate in cadrul proceselor
fermentative urmaresc dispunerea operatiilor individuale Tntr-un mod serial, care sa
permitd atat transformarea substratului, cit si recuperarea si purificarea produselor
pe parcursul formarii lor.

Interesul acordat separarii compusilor elaborati de microorganisme direct din
mediul de culturd se datoreazd faptului cd numeroase procese de biosinteza sunt
inhibate de acumularea produsului in mediul de fermentatie (inhibitie de produs).
Acest fenomen este Intilnit Tn special in cadrul sistemelor discontinue, la care
concentratia finala a produsului atinge valori relativ ridicate, conducénd astfel la
scaderea productivitatii proceselor fermentative. O alternativd eficientd pentru
eliminarea acestui inconvenient o constituie tehnica fermentatiei extractive, care
constd in recuperarea prin extractie a produsului util din mediul de fermentatie pe
parcursul formarii acestuia.

Pentru separarea directd a produselor de biosinteza din lichidele de fermentatie
au fost propuse si utilizate urmatoarele tehnici: extractie fizica, extractie prin
membrane, adsorbtia, pervaporizare, osmozad inversda, dializd, precipitare,
cristalizare, schimb ionic, stripare cu gaze. Un procedeu nou cu aplicatii deosebite
in separarea directa a produselor de biosinteza il reprezintd extractia reactiva.

Prin tematica abordatd, teza de doctorat isi propune sa aduca contributii
originale semnificative referitoare la: (i) cunoasterea mecanismului separarii unor
compusi de biosintezd cu caracter acid cu utilizari cosmetice, farmaceutice si
alimentare (acizii carboxilici: propionic, succinic si p-aminobenzoic) prin procedee
moderne de extractie (extractie reactivd si transportul facilitat prin membrane
lichide), (ii) cuantificarea influentei factorilor asupra eficientei separdrii,
(iii) modelarea, optimizarea si transpunerea acestor procese la un nivel superior de
operare, in scopul Tmbunatatirii tehnologiilor sau biotehnologiilor de obtinere a
acestor compusi.

Teza de doctorat este extinsa pe 155 de pagini, contine un numar de 119 figuri,
5 tabele, 20 de ecuatii matematice si 182 referinte bibliografice.

Lucrarea de doctorat este structuratd in doud parti principale. Prima parte a
tezei cuprinde trei capitole si reprezintd o sinteza de literaturd de specialitate
referitoare la sistemele si mecanismele de separare directd prin extractie reactiva si
pertractie a unor produse de biosintezd, precum si la posibilitatea integrarii acestora
in procesele de fermentatie. in aceasti parte sunt, de asemenea, redate
dezavantajele utilizdrii metodelor conventionale in cadrul proceselor de biosinteza,
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cat si avantajele oferite de aplicarea integratd a metodelor neconventionale
(extractie reactiva si pertractie) pentru separarea eficientd a unor compusi direct din
mediul de fermentatie.

Cea de-a doua parte a tezei de doctorat are o pondere de peste 70% din
volumul total al lucrdrii si include contributiile originale referitoare la separarea
directd a unor produse de biosintezd care manifesta inhibitie de produs, precum
acizii carboxilici, folosind tehnicile extractiei reactive si pertractiei. Aceasta parte
este structuratd in 5 capitole. In capitolul IL.1 sunt prezentate obiectivele principale
ale studiilor desfasurate in cadrul programului de doctorat.

Capitolul II.2 cuprinde tehnica de lucru, echipamentele, precum si materialele
si metodele experimentale utilizate.

Capitolul II.3 este dedicat studiului separdrii directe prin extractie reactivd a
acidului propionic din lichidele de fermentatie. In cadrul acestui capitol sunt
analizate influentele viscozitatii lichidelor de fermentatie simulate si reale si ale
prezentei biomasei asupra transferului de masa al acidului, precum si eficienta
extractiei acidului propionic in prezenta 1-octanolului, modificator de faza, in
corelatie cu polaritatea diferitilor solventi considerati In experimente. Pe baza
datelor experimentale obtinute, au fost propuse modele matematice care descriu
influenta parametrilor urmariti asupra eficientei separarii acestui acid.

Capitolul II.4 cuprinde rezultatele experimentale referitoare la separarea
directa prin extractie reactiva a acidului succinic din lichidele de fermentatie,
analiza procesului fiind realizatd prin intermediul fluxului masic, a fortei motrice
globale si a coeficientului global de transfer de masa, in relatie directd cu
caracteristicile reologice ale lichidelor de fermentatie (viscozitate aparentd) si
concentratia biomasei. Pentru evidentierea influentelor principalilor factori asupra
performantei separdrii acidului succinic au fost propuse diferite modele
matematice.

In capitolul IL5 este abordat studiul separirii directe a acidului
p-aminobenzoic din lichidele de fermentatie prin tehnica pertractiei, analizandu-se
comparativ sistemele de pertractie liberd si facilitatd a acidului din lichidele de
fermentatie simulate, fara biomasa, si din cele reale, culturi de E. coli.

Rezultatele cercetarilor proprii din cadrul tezei de doctorat s-au concretizat 1n
elaborarea a 6 lucrari stiintifice publicate in reviste de specialitate (4 lucrari in
reviste cotate ISI cu factor de impact important si 2 articole publicate in
reviste cotate BDI), precum si 15 participari la manifestari stiintifice nationale
si internationale.



II. CONTRIBUTII ORIGINALE LA STUDIUL EXTRACTIEI DIRECTE A
UNOR COMPUSI DE BIOSINTEZA DIN LICHIDELE DE FERMENTATIE

IL1. OBIECTIVELE CERCETARILOR

Prin tema abordata, teza de cercetare se inscrie 1n principalele directii de
cercetare §i dezvoltare ale procedeelor de separare care vizeazd domeniul
biotehnologiilor.

Studiile propuse au drept scop separarea prin extractie reactivd si pertractie a
unor acizi carboxilici (propionic, succinic si p-aminobenzoic) direct din lichidele
de fermentatie, fara Tndepartarea biomasei.

In cadrul tezei de cercetare se vor aborda urmatoarele obiective principale:

e Studiul separdrii directe a unor acizi carboxilici (acizii propionic si
succinic) din lichidele de fermentatie simulate si reale (fara Tndepartarea
biomasei) prin extractie reactivda, folosind diferiti solventi organici
(n-heptan, acetat de butil, diclormetan) si agenti de extractie
(tri-n-octilamina (TOA), precum si un modificator de faza (1-octanol).

e Studiul separarii directe a unor acizi carboxilici (acidul p-aminobenzoic)
din lichidele de fermentatie simulate si reale (fara indepartarea biomasei)
prin  pertractie  facilitatd, folosind  agentul  purtator  acid
di-(2-etilhexil)fosforic (D2EHPA) si un modificator de faza (1-octanol).

Pentru realizarea acestor obiective s-a studiat mecanismul si cinetica
proceselor de separare mentionate, influenta caracteristicilor reologice, ale
caracteristicilor mediului, precum si ale conditiilor de operare asupra mecanismului
interfacial, vitezei transferul de masa si asupra eficientei separarii prin extractie
reactiva sau pertractie facilitata.

I1.2. TEHNICA EXPERIMENTALA
I1.2.1. ECHIPAMENTE

Echipamentele experimentale utilizate au asigurat obtinerea unor rezultate
reproductibile si au sustinut valoarea stiintificd a acestora. Cele mai importante
echipamente destinate studiilor experimentale cu scopul de a solutiona obiectivele
propuse sunt:

¢ Coloana de extractie cu agitare vibratorie

Experimentele privind analiza influentei conditiilor de operare asupra
eficientei extractiei reactive a acizilor studiati s-au realizat Intr-o coloand de
extractie cu agitare vibratorie (figura 37), care ofera avantajul unei arii interfaciale
de contact dintre faze foarte mari si atingerii rapide a echilibrului.
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Figura 37. Coloana de extractie cu agitare vibratorie (1 - coloana de sticla;
2 - manta de termostatare; 3 - agitator; 4 - pH-metru digital; 5 — termostat).

e Instalatia de extractie Lewis

Acest tip de echipament este adecvat studiului mecanismului $i a cineticii
extractiei fizice si reactive si ofera posibilitatea functionarii in regim discontinuu
sau continuu, cu debite precis reglate. Elementul central al instalatiei
experimentale, celula de extractie (figura 38.b), este alcdtuit din doua
compartimente cilindrice de sticla, avand fiecare capacitatea de 750 ml, prevazute
cu cate un agitator perforat cu diamentrul de 15 mm si latimea paletei de 5 mm,
care realizeazd amestecarea independenta a fazelor, cu o turatie variabild Intre O si
1300 rpm. Agitator cu Senzor pH

-

douad palete

JFaza A

0 O 00 Sicane
00O O O
Fﬂ’- Interfata

Faza B

Figura 38.b. Celula de extractie Lewis modificata.

e Instalatia de pertractie (extractie si transport prin membrane lichide)

Acest echipament de separare permite obtinerea §i mentinerea cu usurintd a
stratului de solvent organic intre cele doud faze apoase (membranad lichida libera)
(figura 39). Elementul central al instalatiei 1l reprezintd celula de pertractie,
dispozitiv brevetat de colectivul de cercetare [163].
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Figura 39. Celula de pertractie.

Bioreactor B. Braun Biotech. International

pH-metru digital (CONSORT C 836)

Separator centrifugal MLW T23D

Viscozimetrul rotativ de tipul Viscotester 6 plus (HAAKE)
Spectrofotometru UV-VIS Camspec M550

Cromatograf tip HPLC (UltiMate 3000 Dionex)

11.2.2. MATERIALE SI REACTIVI

1. Acizi carboxilici studiati: acid propionic, acid succinic, acid para-
aminobenzoic.

2. Solventi organici: n-heptan, diclormetan, acetat de butil.

3. Extractanti (agenti purtatori) utilizati: (a) agenti de extractie (extractanti) de
tip aminic, trioctilamina (TOA), (b) agenti de extractie (extractanti) de tip
organofosforic, acid di-2(etilhexil)fosforic (D2EHPA).

4. Modificator de fazi: 1-octanol

5. Medii supuse extractiei sau pertractiei: lichide de fermentatie simulate,
suspensii de Propionibacterium acidipropionici, Actinobacillus succinogenes i
Escherichia coli.

6. Diferiti reactivi: solutii pentru corectarea pH-ului.

7. Componenta mediilor de culturi pentru fermentatiile studiate: glicerol,
glucoza, extract de drojdie, peptona, fosfat de potasiu, fosfat acid de potasiu, fosfat
monosodic, fosfat disodic, sulfat de magneziu, clorurd de sodiu, clorurd de
magneziu, clorura de calciu, acetat de sodiu.

I1.2.3. MARIMI UTILIZATE PENTRU DESCRIEREA SI ANALIZA
PROCESELOR STUDIATE

Rezultatele obtinute au fost analizate prin intermediul: randamentului
separarii, coeficientului de distributie, constantei de extractie, fluxului masic
specific, coeficientului global de transfer de masa, fortei motrice globale a
transferului de masa, fluxurilor masice, factorului de permeabilitate.
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I1.3. STUDIUL SEPARARII DIRECTE PRIN EXTRACTIE REACTIVA A
ACIDULUI PROPIONIC DIN LICHIDELE DE FERMENTATIE

Acidul propionic este un acid monocarboxilic cu numeroase aplicatii in
industria chimica, farmaceutica, alimentara, precum i in obtinerea parfumurilor
[77,165]. Acidul propionic este obtinut prin sintezd chimica via aldehida
propionici, materia prima fiind propanul [85]. Ins, in ultimii ani, a crescut
interesul fatd de obtinerea acidului propionic prin procesele fermentative, datorita
dificultatilor asociate cu sinteza chimicd si a cerintelor pentru extinderea unor noi
tehnologii nepoluante. Dintre potentialii producatori microbieni, specii care apartin
genurilor Propionibacterium (P. acidipropionici, P. acnes, P. arabinosum,
P. shermanii), Clostridium (C. propionicum), Veillonella si Selenomonas, doar
P. acidipropionici s-a dovedit eficient in aplicatii la nivel industrial [77-
79,166,167].

Separarea acidului propionic din lichidele de fermentatie se realizeaza in
prezent prin precipitare cu saruri de calciu sau prin retinere pe schimbatori de ioni,
urmata de elutie si cristalizare, Tnsa toate aceste metode necesita consumuri ridicate
de materiale si energie. Acidul propionic i acizii carboxilici secundari
biosintetizati (in special acidul acetic si acidul succinic) manifestd un efect puternic
de inhibitie de produs, fenomen care poate fi evitat doar prin separarea directd a
acizilor organici pe parcursul formarii lor.

in cazul lichidelor de fermentatie simulate (care nu contin biomasi), ct si ale
suspensiilor de microorganisme care apartin genului Propionibacterium
acidipropionici, eficienta extractiei reactive poate fi afectatd semnificativ de
caracteristicile reologice specifice si de prezenta si concentratia biomasei.

Din aceste considerente, studiile anterioare, referitoare la extractia reactiva a
acidului propionic din solutii apoase pure, au fost continuate prin investigarea
performantei separarii acidului propionic prin extractie reactiva atit din lichidele
de fermentatie simulate (fara biomasd), cat si din lichidele reale
(P. acidipropionici).

I1.3.1. STUDIUL EXTRACTIEI REACTIVE A ACIDULUI PROPIONIC
DIN LICHIDELE DE FERMENTATIE SIMULATE

Studiile experimentele privind extractia reactivd a acidului propionic din
lichidele de fermentatie simulate au fost efectuate In coloana de extractie cu agitare
vibratorie, prezentata in figura 37. Acidul propionic a fost extras din lichidele de
fermentatie simulate a caror concentratie initiald in acid a fost de 5 g/1 (0,047 M).
Lichidele de fermentatie simulate au avut urmatoarele viscozitati aparente: 5, 9, 12,
16 si 20 cP. Analiza procesului de extractie reactiva a acidului propionic s-a
realizat prin intermediul randamentului separarii, al coeficientului de distributie, al
factorului de amplificare si constantei de extractie. Acesti parametri s-au calculat
prin dozarea acidului propionic din solutia initiald si din rafinat si efectuarea
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bilantului de masa al acidului in sistemul de extractie.

In cazul extractiei acidului propionic din solutii apoase pure, experimentele
anterioare au subliniat influentele majore ale valorii pH-ului fazei apoase,
concentratiei extractantului 1n faza organicd si a polaritdtii solventului asupra
eficientei separarii [172].

Dupa cum se poate observa din figura 56, in cazul 1n care separarea este
realizatd din lichidele de fermentatie simulate, gradul de extractie se reduce
semnificativ odata cu cresterea viscozitdtii aparente.

1004 Diclormetan
—o— Acetat de butil
—*— n-Heptan

80<

of TN
ol \

5 10 15 2
Viscozitate aparenta, cP
Figura 56. Influenta viscozitatii aparente asupra gradului de extractie al acidului

propionic, pentru faza organica fara 1-octanol (conc. TOA =40 g/l, pH = 2).

Grad de extractie, %

Astfel, pentru toti solventii considerati, viscozitatile ridicate ale lichidelor de
fermentatie simulate manifestd o influentd negativa, datoritd accentudrii
rezistentelor la difuzia solutului dinspre faza apoasa spre faza organica.

Pentru a verifica daca modificarea viscozitdtii aparente controleazd
mecanismul reactiei interfaciale dintre acidul propionic si extractant, a fost aplicat
algoritmul folosit in cazul extractiei reactive din solutii apoase pure [172].

Deoarece polaritatile solventilor sunt diferite, iar concentratia initiala a
acidului propionic este relativ scdzutd, extractia reactivd cu TOA decurge conform
urmatoarelor mecanisme ale reactiei interfaciale dintre solut si extractant (numarul
de molecule de acid care participa la formarea complexului interfacial depinde de
polaritatea solventului si de raportul molar dintre acid si extractant):

e diclormetan, acetat de butil

RCOOH,qy + pQ © &=— RCOOH.Q,,
e n-heptan
2RCOOH, + pQ, &= (RCOOH)Q,

Aceste mecanisme au fost analizate distinct Tn functie de polaritatea fiecarui
solvent, pentru sisteme de extractie cu si fara 1-octanol. Astfel, Tn absenta
alcoolului, la pH = 2 al fazei apoase, pentru solventii cu polaritatea ridicata,
coeficientul de distributie, D, este calculat cu relatia:
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D= lRCOOH'QP(o)]

RCOOH (10)

(aq)
in care [RCOOH(aq)J si [RCOOH.Q,,)] simbolizeaza concentratiile totale la

echilibru ale acidului propionic §i compusului extras.
Conform echilibrului interfacial, constanta de extractie, Kg, se calculeaza cu
expresia urmatoare:
_ [rRCOOHQ,) ]
E=
[RCOOH(aq) ] [Q(o) ]p

Concentratia acidului nedisociat din faza apoasa, lRCOOH(aq)J’ poate fi calculat

(1)

prin intermediul concentratiei acidului disociat si a constantei de disociere, k,.
Astfel, concentratia acidului propionic nedisociat din faza apoasa este:

| lrcoon.|
K (12)

1+
]
Expresia de calcul a coeficientului de distributie, D, se obtine prin combinarea
ecuatiilor (10) si (12), valabila pentru extractia in diclormetan sau acetat de butil:

D= KE'[Q(o)]P
V]

Prin logaritmarea expresiei (13) se obtine ecuatia unei drepte:
ki]
lnD+1n[l+[I_ﬂJ = InK, +p-In[Q,, ] (14)

In conditiile in care concentratia initiald a TOA este mult mai mare decit cea a
acidului propionic, [Q)] se poate considera ca fiind concentratia initiald a
extractantului.

Astfel, din pantele dreptelor descrise de ecuatia (14) pentru diclormetan si
acetatul de butil, se poate determina numarul de molecule de extractant aminic, p,
care participd la formarea compusului interfacial, iar din intersectiile cu ordonata
se obtin valorile constantelor de extractie corespunzdtoare, Kg.

Pentru extractia in n-heptan, folosindu-se echilibrul interfacial corespunzator,
coeficientul de distributie si constanta de extractie se calculeazd cu relatiile
urmatoare:

[RCOOH,

aq)

13)

2-|(RCOOH), Qo) |

D= 15
RCOOH 5y ] (15

o [(RCOOH), Q) |
* RcooH o P[0 P

(16)

12



Folosindu-se un algoritm de calcul similar cu cel utilizat anterior, se obtine
expresia specifica de calcul a coeficientului de distributie:

k
1nﬂ%%]+ 2~1n[l+[H—“+]] = InK;+p- 1n[Q,, ] (17)

care poate fi folositd pentru calcularea numarului de molecule de extractant, p, si a
constantei de extractie.
Dreptele descrise de ecuatiile (14) si (17) sunt reprezentate grafic in figura 57.
-

4 Diclormetan Acetat de butil

ID+In(1+k/C,,)
InD+In(1+k,/C,,,)

S h oAb b Lo 4N
T R S S

-4,5 -4,0 -3,5 -3,0 2,5 -2,0 -15
Q)

n-Heptan .

]+2In(1+kn/[H‘])
AL P I 4

(ag)

. In(D/2[RCOOH,

T T T T T !
40 35 80 25 20 -5
In[Q,,]

Figura 57. Reprezentarea grafica a dreptelor redate de ecuatiile (14) si (17), pentru
faza organicd fara 1-octanol (conc. TOA =40 g/l, pH = 2).

Eal
2

In conformitate cu figura 57, in absenta l-octanolului din faza organica,
numdrul de molecule de TOA incluse in structura complexului interfacial acid
propionic-TOA variaza in faza organica astfel:

¢ diclormetan
apa p=2,13
lichide de fermentatie simulate cu viscozitate aparentide ScP  p=1,93
lichide de fermentatie simulate cu viscozitate aparenti de 9 cP  p =2,07
lichide de fermentatie simulate cu viscozitate aparenta de 12 cP p=1,91
lichide de fermentatie simulate cu viscozitate aparentd de 16 cP  p=1,97
lichide de fermentatie simulate cu viscozitate aparentd de 20 cP  p =2,05
e acetat de butil
apd p=190
lichide de fermentatie simulate cu viscozitate aparentide ScP  p=2,05
lichide de fermentatie simulate cu viscozitate aparentide 9 cP  p =2,06
lichide de fermentatie simulate cu viscozitate aparentd de 12 cP  p =1,92
lichide de fermentatie simulate cu viscozitate aparenta de 16 cP  p=2,11
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lichide de fermentatie simulate cu viscozitate aparentd de 20 cP  p =1,91
e n-heptan
apa p=3,88
lichide de fermentatie simulate cu viscozitate aparenti de ScP  p =3,87
lichide de fermentatie simulate cu viscozitate aparenta de 9 cP  p =3,86
lichide de fermentatie simulate cu viscozitate aparentd de 12 cP  p =3,91
lichide de fermentatie simulate cu viscozitate aparentd de 16 cP  p = 4,08
lichide de fermentatie simulate cu viscozitate aparentd de 20 cP  p = 3,97

Valorile calculate pentru p sugereazd faptul ca structurile compusului
interfacial ramén aceleasi ca 1n cazul extractiei din solutii apoase pure, respectiv
RCOOH.Q, pentru extractia in diclormetan sau acetat de butil, (RCOOH),.Q,
pentru n-heptan.

Dupa cum s-a concluzionat 1n experimentele anterioare, eficienta extractiei
reactive a acidului propionic poate fi imbunatatita prin addugarea 1-octanolului in
faza organica [172]. Desi se mentine alura generala a dependentei eficientei
extractiei de pH-ul fazei apoase, 1n cazul extractiei reactive a acidului propionic
din lichidele de fermentatie simulate magnitudinea efectului produs de prezenta
alcoolului este mai mare decét in cazul extractiei acidului din solutii apoase pure
(figura 59).

Astfel, la viscozitati ridicate, efectul pozitiv al adaugarii 1-octanolului poate fi
amplificat de marirea rezistentei la difuzia solutului prin stratul organic limita de la
interfata de separare.

1004
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Figura 59. Influenta valorii pH-ului asupra gradului de extractie al acidului
propionic, pentru faza organica cu 1-octanol
(conc. 1-octanol =

20% vol., conc. TOA =40 g/l).
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Pentru intreg domeniul de viscozitdti aparente ale lichidelor de fermentatie
simulate si in prezenta a 20% vol. 1-octanol in faza organica, au fost calculate
valorile pantelor dreptelor reprezentate in figura 61.

3 Diclormetan Acetatdebutl =

InD+In(1+k /C,,)
InD+In(1+k/C,,,)

T 1
2,0 -15

InD+In(1-+k /C,, )

-4,5 74‘,0 —3‘.5 73‘,0 £5| @ iéO 4‘,5
Figura 61. Reprezentarea grafica a dreptelor calculate cu ecuatia (14), pentru faza

organica cu 1-octanol (conc. TOA =40 g/1, pH = 2).

Valorile calculate ale coeficientului stoechiometric p sunt urmatoarele:
¢ diclormetan
apa p=1,12
lichide de fermentatie simulate cu viscozitatea aparentd de 5 cP  p = 1,08
lichide de fermentatie simulate cu viscozitatea aparentd de 9 cP p =0,92
lichide de fermentatie simulate cu viscozitatea aparentd de 12 cP p=1,11
lichide de fermentatie simulate cu viscozitatea aparentd de 16 cP p =1,03
lichide de fermentatie simulate cu viscozitatea aparentd de 20 cP p = 1,05
e acetat de butil
apa p=092
lichide de fermentatie simulate cu viscozitatea aparentd de 5 cP  p = 0,88
lichide de fermentatie simulate cu viscozitatea aparentd de 9 cP  p = 0,92
lichide de fermentatie simulate cu viscozitatea aparentd de 12 cP p = 1,06
lichide de fermentatie simulate cu viscozitatea aparentd de 16 cP p = 1,08
lichide de fermentatie simulate cu viscozitatea aparentd de 20 cP p= 1,11
¢ n-heptan
apd p=211
lichide de fermentatie simulate cu viscozitatea aparentd de 5 cP p =2,13
lichide de fermentatie simulate cu viscozitatea aparentd de 9 cP p =2,14
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lichide de fermentatie simulate cu viscozitatea aparentd de 12 cP p = 1,94

lichide de fermentatie simulate cu viscozitatea aparentd de 16 cP p =2,14

lichide de fermentatie simulate cu viscozitatea aparentd de 20 cP p =2,11

Aceste rezultate, cat si cele obtinute pentru extractia reactiva a acidului din
lichidele de fermentatie simulate, pentru faza organica fara modificator de faza,
sunt similare cu cele inregistrate anterior pentru extractia reactivd a acidului
propionic din solutii apoase pure, fiind observatd blocarea formdrii aductilor
aminici in solventii cu polaritate ridicata [172]. Prin urmare, se poate afirma faptul
cd odata cu cresterea viscozitdtii fazei apoase nu se modificd mecanismul reactiei
interfaciale dintre acid §i extractant, structurile generale ale compusilor extrasi
fiind de forma RCOOH.Q pentru extractia In diclormetan si acetat de butil,

respectiv RCOOH.Q, pentru extractia in n-heptan.
£

£ £

Performanta extractiei reactive a acidului propionic cu TOA este puternic
afectatd de viscozitatea fazei apoase. Cu toate cd mecanismul interfacial se
modificd in comparatie cu extractia din solutii apoase pure, randamentul si
constanta de extractie au fost semnificativ reduse de cresterea viscozitdtii aparente
a fazei apoase de la 5 la 20 cP. Influentele cele mai importante au fost inregistrate
pentru solventii cu polaritate scazuta, cum ar fi acetatul de butil si n-heptan.
Adaugarea 1-octanolului 1n faza organicd atenueazd influenta negativa a
viscozitatii, magnitudinea relativd a acestui efect fiind amplificatd odatd cu
scaderea constantei dielectrice a fazei organice.

11.3.2. STUDIUL EXTRACTIEI REACTIVE A ACIDULUI PROPIONIC
DIN LICHIDELE DE FERMENTATIE ALE
Propionibacterium acidipropionici

Studiul extractiei reactive a acidului propionic din lichidele de fermentatie
simulate a fost continuat prin realizarea extractiei acidului din lichidele de
fermentatie reale, cu viscozitdti aparente similare cu ale lichidelor de fermentatie
simulate, deoarece, prezenta biomasei poate afecta suplimentar performanta
procesului de extractie. In cadrul acestui studiu, experimentele au fost realizate cu
ajutorul celulei de extractie Lewis (figura 38.b). Faza apoasad a fost alcatuitd din
suspensii de P. acidipropionici (figura 52) cu o concentratie a biomasei variind
intre 5 si 30 g/l s.u.

Procesul de extractie a fost analizat prin intermediul fluxului masic al
solutului, n, dinspre faza apoasa catre solvent.

Studiile experimentale, realizate in conditii similare cu cele din cadrul
extractiei reactive a acidului propionic din solutii apoase pure si din lichidele de
fermentatie simulate, au vizat cuantificarea efectului datorat prezentei celulelor de
P. acidipropionici in faza apoasa asupra vitezei transferului de masa al acidului,
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influente incluse in corelatii matematice intre fluxul masic specific al acidului
propionic si concentratia biomasei.

Pentru a stabili natura limitativa a rezistentei difuzionale sau cinetice asupra
transferului acidului propionic dinspre faza apoasa spre faza organica, a fost
reprezentatd grafic dependenta dintre fluxul masic interfacial al acidului si turatia
agitatoarelor, pentru sistemul de extractie fard 1-octanol (figura 63 obtinutd pentru

extractia din solutii apoase pure).
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Figura 63. Influenta intensittii amestecarii asupra fluxului masic specific al
acidului propionic, pentru faza organica fara 1-octanol
(conc. TOA =40 g/1, C,=0 g/D).

Cele mai ridicate valori ale fluxului masic au fost obtinute pentru diclormetan,
diminuéndu-se pentru acetatul de butil si, suplimentar, pentru n-heptan.

Din figura 63 se poate observa faptul cd domeniul de turatii corespunzdtor
regimului difuzional este mai extins pentru solventii cu polaritati scazute, precum
acetatul de butil (pentru diclormetan, difuzia controleaza procesul de extractie
pentru turatii sub 700 rpm, pe cind pentru acetatul de butil pana la 1000 rpm).
Extinderea domeniului de turatii conduce la modificarea naturii etapei limitative
(valoarea turatiei corespunzatoare tranzitiei naturii etapei limitative din difuzionala
in cinetica este denumita turatie critica) [176].

Diferenta dintre cele doua domenii de turatii este datorata capacitatii scazute a
acetatului de butil de a solubiliza compusul interfacial si, implicit, a rezistentei
ridicate la difuzia interfaciald in comparatie cu diclormetanul. in acord cu cele
discutate anterior, rezistenta difuzionald si valoarea turatiei critice ar trebui sd fie
mai mari Tn cazul extractiei in n-heptan, datoritd polaritdtii si mai reduse a
solventului. Insi, dupa cum se poate observa din figura 63, domeniul intensitatii
amestecarii corespunzator regimului difuzional este cuprins intre 0 si 600 rpm,
datoritd mecanismului diferit al extractiei reactive in sistemele care contin n-heptan
ca faza organica.

Indiferent de solventul folosit, prezenta celulelor de P. acidipropionici reduce
viteza de transfer de masd a solutului, efect care devine mai accentuat pentru
solventii cu polaritate scazuta (figura 64).
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Figura 64. Influenta intensitatii amestecarii si a concentratiei biomasei asupra
fluxului masic specific al acidului propionic, pentru faza organica fara 1-octanol
(conc. TOA =40 g/).

Pentru diclormetan, in figura 64 se constatd o crestere a turatiei critice de la
700 rpm, pentru faza apoasd care nu contine celule bacteriene, la peste 1200 rpm,
pentru suspensii de celule cu o concentratie a biomasei de 30 g/l s.u. Aceasta
variatie sugereaza amplificarea rezistentei la difuzia solutului dinspre faza apoasa
catre faza organica odata cu acumularea biomasei 1n lichidele de fermentatie.

O variatie similard a fost observatd in cazul utilizarii acetatului de butil,
valoarea turatiei critice variind de la 1000 rpm, la o concentratie a biomasei in jur
de 12 g/ s.u., la peste 1200 rpm, pentru concentratii mai ridicate ale suspensiei de
P. acidipropionici.

Dependenta directa dintre turatia criticd si concentratia biomasei nu este
valabild pentru extractia in n-heptan. In conformitate cu figura 64, pentru acest
solvent a fost Tnregistratd cea mai pronuntatd crestere a valorii turatiei critice
pentru concentratii ale biomasei mai mari de 18 g/l s.u. (pentru variatii ale
concentratiei biomasei cuprinse 0 si 18 g/1, turatia criticd a crescut de la 600 rpm la
peste 1200 rpm). In plus, fluxurile masice inregistrate la cele mai ridicate
concentratii ale suspensiilor de P. acidipropionici (23 si 30 g/ s.u.) sunt superioare
celor obtinute la concentratii de 18 g/l s.u., datoritd accelerarii vitezei de transfer de
masd odatd cu cresterea turatiei peste 300 rpm. Aceastd comportare poate fi
explicatd prin afinitatea diferitd a celulelor bacteriene pentru faza organicd, in
functie de etapa de dezvoltare a acestora [177].
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Aparitia unei rezistente suplimentare la transferul solutului dinspre faza apoasa
catre faza organica prin crearea unei bariere fizice datorate prezentei fazei solide
(biomasa) genereaza diminuarea fluxurilor masice ale acidului propionic. Conform
datelor din literatura [176], adsorbtia celulelor P. acidipropionici la interfata de
separare dintre lichidul de fermentatie i compusii organici hidrofobi, in principal
n-alcani, are loc doar la concentratii scazute ale biomasei, la inceputul cresterii
celulare, iar odatd cu inmultirea bacteriand se produce desorbtia si dispersia
celulelor Tn mediul apos.

Fenomenul desorbtiei, care conduce la accelerarea fluxului masic dinspre faza
apoasd spre faza organica, este amplificat prin intensificarea amestecarii,
justificand, astfel, valorile ridicate ale vitezei de transfer de masa obtinute pentru
n-heptan la concentratii superioare ale biomasei si la turatii de peste 300 rpm.

Dupa cum se poate observa din figura 66 trasatd pentru extractia din solutii
apoase pure, adaugarea 1-octanolului in faza organica determina cresterea fluxului
masic al acidului propionic si modificd domeniul turatiei corelat cu etapa limitativa
de naturd difuzionala sau cinetica.

Ca rezultat al imbunatatirii capacitatii solventului de a dizolva compusul
interfacial, valoarea turatiei critice este redusd la 600 rpm pentru diclormetan,

respectiv 800 rpm pentru acetatul de butil.
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Figura 66. Influenta intensitatii amestecarii asupra fluxului masic specific al
acidului propionic, pentru faza organica cu 1-octanol (conc. 1-octanol = 20% vol.,
conc. TOA =40g/1, C, =0 g/l).

Contrar, pentru n-heptan, adaugarea alcoolului induce cresterea turatiei critice
la 1000 rpm. Polaritatea scazutd a n-heptanului §i, prin urmare, capacitatea scazuta
de solubilizare a acidului explicd domeniul extins al intensitatii amestecarii
corespunzitor etapei limitative de natura difuzionala. In acelasi timp, mecanismul
interfacial se modificd Tn prezenta 1-octanolului, structura compusului interfacial
devenind RCOOH.Q pentru diclormetan si acetat de butil, respectiv RCOOH.Q,
pentru n-heptan [172]. Astfel, prin reducerea considerabila a numadrului de
molecule de acid propionic si TOA participante la formarea aductilor aminici, este
acceleratd viteza reactiei chimice interfaciale si, in consecintd, este diminuata
rezistenta cinetica.
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Influentele principalilor factori, si anume turatia (N, s), concentratia celulelor
bacteriene (C,, g/l s.u.) si constanta dielectrica a solventilor organici (g), au fost
incluse in urmatoarea expresie matematicd (18) pentru calculul fluxului masic
interfacial (n, mol/m*h), corespunzitor regimului difuzional (turatii mai mici de
600 rpm):

0,146 £y6.185107¢
n="° Cl\im , mol/m*h (18)
X

%

* *

Analiza transferului de masa interfacial in procesul de separare directd a
acidului propionic din lichidele de fermentatie ale P. acidipropionici prin tehnica
extractiei reactive cu TOA 1in solventi cu polaritati diferite (diclormetan, acetat de
butil, n-heptan) a indicat diferente semnificative comparativ cu extractia reactiva
din solutii apoase sau lichide de fermentatie simulate, fara biomasa.

In toate sistemele de extractie, prezenta biomasei determind scadderea
semnificativa a fluxului masic interfacial. Addugarea 1-octanolului in faza organica
manifestd un efect pozitiv asupra vitezei de transfer de masd, insd magnitudinea
acestui efect este diminuata Tn comparatie cu extractia din solutii apoase pure sau
lichide de fermentatie simulate. De asemenea, influenta 1-octanolului este
suplimentar afectatd Tn cazul n-heptanului, datoritd afinitatii ridicate a celulelor
bacteriene pentru acest solvent la concentratii ale biomasei mai mici de 18 g/l s.u.
Peste aceasta valoare a concentratiei biomasei, are loc desorbtia celulelor
bacteriene de la interfata si cresterea semnificativa a fluxului masic.

IL4. STUDIUL SEPARARII DIRECTE PRIN EXTRACTIE REACTIVA A
ACIDULUI SUCCINIC DIN LICHIDELE DE FERMENTATIE

Acidul succinic poate fi utilizat ca intermediar pentru obtinerea unei game
largi de substante chimice, rdsini sintetice, polimeri biodegradabili, ierbicide,
fungicide, cerneluri, detergenti, regulatori de crestere a plantelor [116,117,119].

Comerecial, acidul succinic poate fi obtinut prin sinteza chimica din butan, Tnsa
cercetarile recente au aratat faptul ca obtinerea acidului succinic prin procese
fermentative reduce costurile de productie. In acest scop, dintre numeroasele
microorganisme cu potential producator de acid succinic, aplicatii promitatoare si-
au gasit doar tulpinile de Actinobacillus succinogenes si Actinobacillus
succiniproducens.

Separarea selectivda a acidului succinic din amestecuri de biosintezd se
realizeaza, Tn general, prin precipitare, cristalizare si schimb ionic, Tnsa cu eficientd
destul de scazuta si cu consumuri ridicate de materiale si energie [127-131]. Acidul
succinic, ca si ceilalti acizi carboxilici, manifestd un efect puternic de inhibitie de
produs, din acest motiv, s-a urmdrit separarea directa a acestuia direct din mediul
de fermentatie.
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in cadrul acestui capitol, studiile au urmdrit influenta caracteristicilor reologice
ale lichidelor de fermentatie (viscozitatea aparentd) si prezentei biomasei asupra
vitezei transferului de masa al acidului succinic. In acest scop, experimentele au
fost realizate Tn doua etape: (1) studiul extractiei reactive directe a acidului succinic
din lichidele de fermentatie simulate si (2) studiul extractiei reactive directe a
acidului din lichidele de fermentatie reale (suspensii de celule ale Actinobacillus
succinogenes).

Determindrile experimentale au fost realizate cu ajutorul celulei de extractie
Lewis (figura 38.b). Initial, acidul succinic a fost extras din lichidele de fermentatie
simulate a cdror concentratie initiald in acest acid a fost de 10 g/l (0,085 M).
Lichidele simulate au avut urmatoarele viscozitati aparente: 5, 9, 12, 16 si 20 cP. in
cadrul celui de-al doilea studiu, privind extractia acidului succinic din lichidele de
fermentatie reale, faza apoasad a fost alcatuitd din suspensii de Actinobacillus
succinogenes (figura 53) cu o concentratie a biomasei variind intre 6 si 27 g/l s.u.

Analiza procesului de extractie reactiva a acidului succinic din lichidele de
fermentatie simulate si reale s-a realizat prin intermediul fluxului masic, n,
transferat dinspre faza apoasd catre solvent, a fortei motrice globale si
coeficientului global de transfer de masa, determinati prin dozarea acidului
succinic din solutia initiald si din rafinat si efectuarea bilantului de masa al
solutului 1n sistemul de extractie.

I1.4.1. STUDIUL EXTRACTIEI REACTIVE A ACIDULUI SUCCINIC DIN
LICHIDELE DE FERMENTATIE SIMULATE

Experimentele anterioare asupra extractiei reactive a acidului succinic din
solutii apoase pure cu TOA au evidentiat influenta semnificativa a valorii pH-ului,
a polaritatii solventului si a concentratiei extractantului asupra eficientei separarii
[179]. Similar extractiei altor compusi de biosinteza din lichidele de fermentatie
simulate, viscozitatea ridicata a fazei apoase poate manifesta o influentd negativa
semnificativa, prin amplificarea rezistentei la transferul de masa al solutului din
faza apoasa catre faza organica [176].

Dupd cum a fost mentionat anterior, eficienta extractiei reactive poate fi
imbunatatita prin adaugarea 1n faza organicd a unui modificator de fazd
[56,65,179].

Pentru a sublinia influenta pozitivd a alcoolului asupra extractiei reactive a
acidului succinic, a fost introdus factorul de amplificare, A, definit, 1n acest caz, ca
raportul dintre fluxul masic al acidului succinic in prezenta 1-octanolului si cel
obtinut in conditii indentice fara alcool. Pentru toate sistemele de extractie, figura
71 confirma influenta pozitiva a 1-octanolului, deoarece valorile factorului A sunt
mai mari decét 1. Insa, dependenta factorului A de turatia agitatoarelor este diferit
si trebuie corelatd cu viscozitatea aparentd a fazei apoase si cu mecanismul de
extractie.

21



La pH = 1, prin intensificarea amestecarii solutiei apoase cu viscozitatea
aparentd de pana la 9 cP, in figura 71 se poate observa o crestere initiald a
factorului A pana la o valoare maxima, urmatd de scaderea acestuia. Aceastd
variatie este rezultatul modificarii contributiei relative a 1-octanolului si a turatiei

asupra difuziei si solubilizarii compusului interfacial.
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Figura 71. Influenta intensitatii amestecarii §i a viscozitatii aparente asupra
factorului de amplificare (conc. 1-octanol = 20% vol., conc. TOA =70 g/l).

Astfel, la turatii scazute, cresterea polaritatii solventului si, Tn consecinta, a
capacitatii de a solubiliza acidul, constituie principalul factor care controleaza
transferul solutului din faza apoasd catre faza organicd. La turatii superioare,
intensitatea amestecarii constituie principalul factor care influenteaza viteza de
difuzie si de solubilizare si determina diminuarea diferentelor dintre sistemele de
extractie cu si fard 1-octanol. Prin urmare, datorita limitarii difuzionale determinata
de viscozitatea ridicatd a fazei apoase, valoarea turatiei corespunzatoare maximului
factorului de amplificare creste de la 400 rpm pentru 1 cP la 1000 rpm pentru 9 cP.

In aceste conditii, in cazul extractiei acidului succinic din solutii apoase pure,
modificarea factorului A este mult mai evidentd, deoarece valorile acestuia
obtinute la turatii ridicate devin inferioare celor corespunzdtoare turatiilor scazute,
datorita efectului mai putin pronuntat al alcoolului asupra solubilizérii si difuziei
acidului in lichidele cu viscozitati scazute.

Cresterea viscozitdfii aparente a fazei apoase schimbd complet alura
dependentelor dintre factorul de amplificare §i intensitatea amestecarii. Astfel, la
pH = 1, factorul de amplificare creste continuu cu turatia agitatoarelor, insa este
redus de cresterea viscozitatii aparente. Acest fenomen poate fi atribuit efectului
pozitiv al addugarii 1-octanolului cumulat cu intensificarea amestecarii, ambele
fiind importante, In egald masura, in cazul solutiilor apoase viscoase.

Dupa cum a fost mentionat anterior, la pH = 5, datoritd disocierii partiale a
acidului succinic, solubilitatea acestuia in faza organicd este diminuati. In plus,
prezenta alcoolului modifica mecanismul extractiei, facilitdnd reactia interfaciald
dintre acid si TOA. In aceste circumstante, magnitudinea efectului pozitiv al
adadugarii modificatorului de fazd este mai pronuntatd la pH = 5 comparativ cu
pH=1.
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Datorita efectelor generate de prezenta 1-octanolului, variatia factorului de
amplificare pentru solutii apoase cu viscozitati de 1 si 5 cP devine mai putin
evidentd, In timp ce 1n cazul celorlaltor viscozitati aceasta este complet schimbata.
Valorile factorului A inregistrate la turatii de peste 700 - 800 rpm scad de la cea
mai ridicatd viscozitate a fazei apoase pana la cea a solutiilor apoase pure,
subliniind, astfel, influenta semnificativd a modificatorului de fazd si a intensitatii
agitdrii asupra vitezei de difuzie din faza apoasa cu viscozitate aparenta superioara.

In figura 73 este reprezentat variatia coeficientului global de transfer de masi
al acidului succinic, K, 1n functie de viscozitatea aparenta, Tn regim difuzional
(turatia de 500 rpm). Indicand un comportament similar fluxurilor masice, pentru
ambele valori de pH, se observa reducerea coeficientului de transfer de masa odata
cu cresterea viscozitatii aparente, insa, amplitudinea acestui efect devine mai
importantd la viscozitdti aparente de peste 12 cP. De asemenea, adaugarea
modificatorului de faza determina cresterea coeficientului K, efect care devine mai
pronuntat la viscozitati ridicate ale fazei apoase.
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Figura 73. Influenta viscozitatii aparente asupra coeficientului global de transfer
de masa al acidului succinic, pentru faza organica fara si cu 1-octanol
(conc. 1-octanol = 20% vol., conc. TOA =70 g/l, turatia = 500 rpm).

Valorile coeficientului de transfer de masa obtinute la pH = 5, Tn absenta
1-octanolului, sunt inferioare celor corespunzdtoare la pH = 1, ca rezultat al
disocierii partiale a acidului succinic la pH = 5, ceea ce afecteaza solubilizarea
acestuia, si, implicit, viteza de difuzie spre faza organica.

Prin adaugarea alcoolului 1n solvent, coeficientii de transfer de masa
inregistrati la pH = 5 1i depasesc pe cei obtinuti la pH = 1. Dupa cum a fost
mentionat anterior, simplificarea mecanismului reactiei interfaciale dintre acidul
succinic i TOA, la pH = 5 si in prezenta 1-octanolului, faciliteazd transportul
acidului cétre faza organica prin cresterea vitezei de difuzie si, implicit, a
coeficientului de transfer de masa.

Deoarece dependenta dintre coeficientul de transfer de masa si parametrii
extractiei este similard cu cea inregistratd pentru fluxurile masice si contrara
variatiei fortei motrice a transferului de masa, se poate concluziona cd viteza de
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transport a acidului succinic catre faza organicd depinde in mod direct doar de
coeficientii de transfer de masa.

Pentru cuantificarea influentei mecanismului interfacial asupra coeficientului
de transfer de masa al acidului succinic a fost introdusa constanta de extractie, Kg.
Acest parametru este corelat direct cu mecanismul extractiei prin intermediul
valorii pH-ului fazei apoase si a polaritatii solventului [28]. Influentele cumulate
ale viscozitatii aparente si ale constantei de extractie asupra vitezei de transfer de
masa a acidului succinic sunt reprezentate 1n figura 74.

Figura 74. Influentele cumulate ale viscozitatii aparente si constantei de extractie
(Kg) asupra coeficientului de transfer de masa al acidului succinic
(turatie = 500 rpm).

Influentele cumulate ale turatiei (N, s'l), constantei de extractie (Kg) si
viscozitatii aparente a solutiei apoase (n, Pa.s) au fost incluse ntr-o expresie
matematica de calcul al coeficientului global de transfer de masd, valabild pentru
regimul difuzional (turatia = 500 rpm):

N3.82><10'4><KE

)
K:eZ.SGXIO XK oo /s (19)
9.94x107
a

Folosind domeniul de variatii corespunzator factorilor considerati, valoarea
coeficientului de transfer de masa al acidului succinic a fost calculat pentru fiecare
combinatie de parametri ai extractiei. Dupa cum se poate observa din figura 75,
valorile calculate ale coeficientului de transfer de masa, K, sunt apropiate de
valorile experimentale obtinute, abaterea maxima fiind de 8,52% si abaterea medie
+3,63%.
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Figura 75. Reprezentarea grafica a erorii ecuatiei (19) obtinute pentru fiecare
combinatie de parametri ai extractie.

*
* *

Analiza transferului de masa 1n extractia reactivd a acidului succinic din
lichidele de fermentatie simulate, care posedd viscozitate aparentd si comportare
reologica similare cu cele ale suspensiilor de bacterii de Actinobacillus
succinogenes, a evidentiat influenta puternica a viscozitatii aparente, a prezentei
1-octanolului i, implicit, a mecanismului reactiilor interfaciale asupra vitezei de
transfer a acidului dinspre faza apoasa catre faza organica.

Valoarea turatiei critice creste odatd cu cresterea viscozitatii fazei apoase,
acest efect sugerand rolul major al difuziei asupra vitezei transferului de masa in
procesul de extractie reactiva. Influenta procesului difuzional este amplificatd de
cresterea valorii pH-ului fazei apoase, insd, este diminuatd prin adaugarea
1-octanolului Tn faza organica.

Efectul pozitiv al 1-octanolului a fost evidentiat prin intermediul factorului de
amplificare, care atinge valoarea maxima la pH = 5 si la viscozitdfi ridicate,
datoritd simplificarii mecanismului reactiei interfaciale dintre acidul succinic si
TOA si a Tmbunatatirii solubilitatii acidului Tn acetat de butil 1n prezenta alcoolului.

I1.4.2. STUDIUL EXTRACTIEI REACTIVE A ACIDULUI SUCCINIC DIN
SUSPENSII DE Actinobacillus succinogenes

Studiul anterior, care a utilizat lichidele de fermentatie simulate, a evidentiat
rolul major al viscozitdtii aparente a fazei apoase asupra vitezei de extractie a
acidului succinic [180,181]. Astfel, pe baza informatiilor oferite de extractia
reactiva a acidului succinic din solutii apoase pure §i din solutii viscoase, a fost
abordatd analiza performantei separarii acidului succinic prin extractie reactiva din
lichidele de fermentatie ale A. succinogenes [181]. Deoarece prezenta biomasei va
crea o rezistentd suplimentard la transferul de masa al acidului, au fost folosite
viscozitati aparente identice cu cele ale lichidelor de fermentatie simulate care nu
contin biomasa.
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Pentru cuantificarea influentei celulelor bacteriene asupra fluxului masic
interfacial, a fost introdus factorul de reducere, R, definit ca raportul dintre
fluxurile masice obtinute pentru extractia reactiva a acidului succinic din lichidele
de fermentatie produse de A. succinogenes si fluxurile corespunzatoare extractiei
reactive a acidului din medii simulate cu viscozitati aparente similare celor reale.

Indiferent de valoarea pH-ului fazei apoase si de prezenta sau absenta
1-octanolului, figura 78 indica faptul ca factorul R Tnregistreaza valori subunitare,
subliniind, astfel, efectul negativ al prezentei celulelor bacteriene, datoritd blocarii
transportului solutului de catre adsorbtia celulelor la interfata de separare dintre
cele doua faze.

Cresterea concentratiei biomasei conduce la reducerea factorului R la o
valoare minima, corespunzatoare concentratiei de 18 g/l s.u., urmata de cresterea
acestuia. Evolutia factorului R sugereaza faptul ca pentru concentratii ale celulelor
de A. succinogenes mai mari de 18 g/l s.u., valorile fluxurilor masice ale acidului
succinic pentru aceste sisteme devin mai apropiate celor obtinute pentru extractia
reactiva din lichidele de fermentatie simulate fara biomasa.
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Figura 78. Influenta concentratiei celulelor de A. succinogenes asupra factorului
de reducere (turatia = 500 rpm).

Factor R

0,64

Pentru ambele pH-uri ale fazei apoase, valorile factorului R sunt mai ridicate
pentru faza organica care contine 1-octanol, datoritd cresterii solubilitatii acidului
succinic in acetatul de butil, efect care compenseazd partial fenomenul blocajului
interfacial datorat adsorbtiei celulelor. Dependenta dintre factorul R si concentratia
biomasei este mult mai pronuntatd la pH = 5. in acest caz, transferul solutului
dinspre faza apoasd spre faza organicd este blocat suplimentar de disocierea
partiala a acidului succinic, magnitudinea relativa a efectului pozitiv al desorbtiei
celulelor devenind mai importanta. Din acest motiv, valorile factorului de reducere
obtinute la pH = 5 pentru o concentratie a biomasei de 27 g/l s.u. le depasesc pe
cele Tnregistrate la pH = 1.

Similar extractiei reactive a acidului succinic din lichidele simulate [180],
dependenta fortei motrice globale de transfer a acidului dinspre faza apoasa catre
faza organica de intensitatea amestecarii a indicat influenta negativa a turatiilor
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ridicate. Acest efect este diminuat de acumularea biomasei si de cresterea valorii
pH-ului fazei apoase.

Dupa cum se poate observa in figura 80, prezenta biomasei induce cresterea
gradientului de concentratie al acidului succinic dintre faza apoasa si faza organica,
datoritd obstructiondrii transportului acidului prin adsorbtia celulelor la interfata.
Accelerarea turatiei conduce la diminuarea diferentelor dintre fortele motrice
corespunzdtoare extractiei acidului succinic din solutii apoase cu biomasad (ACc) si
din lichidele de fermentatie simulate fara biomasa (ACy).
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Figura 80. Influenta intensitatii amestecarii si a concentratiei celulelor de
A. succinogenes asupra fortei motrice de transfer de masa a acidului succinic,
pentru faza organica fara si cu 1-octanol
(conc. 1-octanol = 20 % vol., conc. TOA =70 g/l).

Pentru concentratii ale biomasei de peste 18 g/l s.u., diminuarea diferentei
dintre AC¢ si AC, devine semnificativa peste 0 anumita valoare a turatiei, valoare
care scade de la 500 rpm pentru 18 g/l s.u. la 200 rpm pentru 27 g/l s.u. Reducerea
valorii raportului dintre fortele motrice ale transferului de masa pentru extractia din
suspensii bacteriene, respectiv, din lichide simulate constituie rezultatul afinitatii
scazute a microorganismelor pentru faza organicd la concentratii ridicate ale
biomasei. Fenomenul desorbtiei celulelor de la interfatd permite reducerea
diferentelor dintre ACc si AC,, acest fenomen fiind amplificat de cresterea turatiei.
Prin urmare, cea mai mare diferenta dintre ACc si AC este obtinuta la concentratii
ale biomasei de 18 g/l s.u., iar cea mai scazuta este inregistratd pentru cele mai

ridicate concentratii ale suspensiilor de A. succinogenes la turatii superioare.
*

* *

Studiul transferului de masa interfacial al acidului succinic in extractia reactiva
directa a acestui acid din lichidele de fermentatie ale A. succinogenes cu TOA
dizolvata in acetat de butil a indicat comportéri diferite in comparatie cu extractia
din solutii apoase pure sau medii simulate, fara biomasa.

27



In toate sistemele de extractie studiate, prezenta biomasei conduce la
reducerea semnificativa a vitezei transferului de masa, acest efect fiind analizat
prin intermediul fluxului masic si al coeficientului de transfer de masa.

Rezultatele obtinute sugereaza faptul ca celulele bacteriene sunt adsorbite la
interfata de separare dintre suspensia apoasa si solvent si actioneaza similar unei
bariere fizice, generand aparitia unei rezistente suplimentare la transferul de masa
dinspre faza apoasa spre faza organica. Acest efect depinde de afinitatea celulelor
microbiene pentru faza organicd, care este mai importantd pentru concentratia
biomasei inferioara valorii de 18 g/l s.u.

Prezenta masei celulare manifestd un efect pozitiv doar asupra fortei motrice a
transferului de masd. Adaugarea l-octanolului in faza organicd determina
accelerarea vitezei transferului de masa, insd, magnitudinea acestui efect este
diminuata in comparatie cu extractia din solutii apoase pure sau lichide simulate cu
viscozitati similare celor reale.

IL.5. SEPARAREA PRIN PERTRACTIE DIRECTA A ACIDULUI
p-AMINOBENZOIC DIN LICHIDELE DE FERMENTATIE

Acidul p-aminobenzoic, denumit si vitamina By, component al
pteroilglutamatului, are rol de provitamind pentru unele bacterii, factor de crestere
pentru unele specii superioare de animale, corpul omenesc avind capacitatea de a
sintetiza folati utilizind acest acid ca precursor [3].

Cele mai recente metode de obtinere a acidului p-aminobenzoic constau in
sinteza chimicd plecidnd de la metil-4-formilbenzoat [136] si biosinteza de catre
tulpini mutante de E. coli [137]. In ambele cazuri etapele de separare sunt
laborioase si necesitd consumuri ridicate de materiale si energie.

Avand ca premise rezultatele anterioare privind mecanismul separarii si
influenta factorilor determinanti asupra extractiei reactive a acidului
p-aminobenzoic, studiile experimentale au abordat posibilitatea pertractiei directe a
acestui acid din lichidele de fermentatie nefiltrate. In acest scop, au fost analizate
comparativ sistemele de pertractie din lichide de fermentatie simulate, fara
biomasa, si din cele reale, culturi de E. coli.

Atét pentru pertractia acidului p-aminobenzoic din lichidele de fermentatie
simulate, cat si din lichidele reale, cercetarile experimentale s-au efectuat
folosindu-se instalatia de pertractie prezentatd in figura 39. In prima serie de
experimente, faza apoasd initiald a constat din apa si lichide de fermentatie
simulate cu viscozitate aparentd In domeniul 3 - 30 cP. Pentru al doilea studiu, faza
apoasa initiala a fost alcatuita din suspensii de E. coli avand concentratia biomasei
in domeniul 5 - 20 g/l s.u. Evolutia procesului s-a urmarit prin intermediul
fluxurilor masice initiale si finale ale acidului p-aminobenzoic si al factorului de
permeabilitate prin membrana lichida.
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I1.5.1. STUDIUL PERTRACTIEI DIRECTE A ACIDULUI
p-AMINOBENZOIC DIN LICHIDELE DE FERMENTATIE SIMULATE

In cazul pertractiei acidului p-aminobenzoic, studiile anterioare au evidentiat
influenta majora pe care o manifestd asupra eficientei separarii gradientul de pH
dintre fazele apoase, concentratia agentului purtitor in membrana lichida, si mai
putin intensitatea amestecarii fazelor apoase [27]. Aparitia unui factor suplimentar,
respectiv viscozitatea aparentd a fazei apoase initiale, poate exercita un efect
negativ semnificativ, similar cazului extractiei altor compusi de biosintezd din
lichidele simulate sau reale de fermentatie [157,158].

Studiul pertractiei libere a acidului p-aminobenzoic din solutii apoase pure a
indicat faptul ca pana la un pH al fazei apoase initiale, pH;, egal cu 1 pertractia
libera nu este posibild, datoritd ionizarii accentuate a acidului la gruparea aminica
(pka = 4,65; pky = 9,35 [52]), peste aceasta valoare ambele fluxuri masice, initial
si final, crescand puternic cu pH;, ca rezultat al cresterii eficientei extractiei fizice
[144,145].

Cresterea viscozitatii fazei apoase initiale induce reducerea accentuatd a
fluxului masic initial, n;, al acidului, datoritd amplificarii rezistentei de natura
difuzionala. In acest sens, in figura 84 se observa o reducere de circa 2 - 2,6 ori a
ambelor fluxuri masice, reducerea fiind mai pronuntatd In domeniul mai acid al
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Figura 84. Influenta valorii pH-ului fazei apoase initiale asupra fluxurilor masice
ale acidului p-aminobenzoic pentru pertractia libera (pH; = 4, turatia = 500 rpm).

Fluxul masic final, ns, creste, de asemenea, datoritd cresterii concentratiei
acidului p-aminobenzoic Tn membrana lichida. Mentinerea fluxului masic final la o
valoare relativ constantd pentru valori ale pH-ului fazei apoase initiale mai mari
decat 6, dupa cum a fost constatat si in experimentele anterioare [144,145], este
valabild numai pentru viscozitati aparente ale solutiei initiale mai mici de 15 cP.
Pentru aceste viscozitati, valoarea constantd a fluxului masic indicd atingerea
vitezei maxime de reextractie in conditiile experimentale considerate, datoritd unor
concentratii ridicate ale acidului transferat Tn membrana lichida dinspre faza apoasa
initiala. In cazul unor faze initiale mai viscoase, viteza de transfer a acidului fiind
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mult diminuatd, concentratia sa in membrand este mai redusa, iar viteza de
reextractie se mentine direct proportionald cu cea de extractie.
Similar sistemelor in care acidul se separd din solutii cu viscozitatea de
1 cP, cresterea valorii pH-ului fazei apoase finale, pH;, determind reducerea
semnificativa a fluxurilor masice ale acestuia, efectul fiind mai pronuntat odata cu
cresterea viscozitatii fazei apoase initiale (figura 86).
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Figura 86. Influenta valorii pH-ului fazei apoase finale asupra fluxurilor masice
ale acidului p-aminobenzoic pentru pertractia libera (pH; = 7, turatia = 500 rpm).
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In acest caz, influenta negativi a viscozititii aparente se accentueazi puternic
pe masura cresterii valorii pHy, ca rezultat al cumuldrii cu efectul negativ al
deplasarii pH; catre domeniul neutru (in intervalul de viscozitati 1 — 30 cP, fluxul
masic initial al acidului p-aminobenzoic a scazut de 2,1 ori pentru pHy = 2,
respectiv de 42,5 ori pentru pHy = 7).

Cresterea viscozitatii aparente a fazei apoase initiale determind reducerea
suplimentard a fluxului masic final. Astfel, comparativ cu pertractia acidului din
solutii cu viscozitate similara apei, la o viscozitate de 30 cP fluxul masic final se
reduce de circa 2,1 — 6 ori, efectul amplificAndu-se odata cu cresterea pH;.

Adaugarea agentului purtator, D2EHPA, 1n membrana lichidd oferd
posibilitatea realizarii pertractiei si la valori ale pH-ului fazei apose initiale sub 4,
datoritd modificarii mecanismului interfacial de realizare a extractiei acidului
p-aminobenzoic in stratul de diclormetan (figura 88).

Din figura 88 se poate constata cd prin madrirea viscozitatii aparente in
intervalul considerat, fluxurile masice initial si final au scézut de circa 1,2 - 1,6 ori,
efectul fiind mai pronuntat la valori mai mici ale pH;. Insi, datoriti prezentei
agentului purtator si, implicit, al transferului acidului din faza apoasa initiala in
faza membranei si prin intermediul extractiei reactive, influenta rezistentei
difuzionale induse de viscozitate este atenuatd, astfel ca reducerea fluxurilor
masice cu cresterea viscozitatii a fost mai putin accentuata decat in cazul pertractiei
libere.
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Figura 88. Influenta valorii pH-ului fazei apoase initiale asupra fluxurilor masice
ale acidului p-aminobenzoic pentru pertractia facilitatd (pHs = 2, Cp,gppa = 40 g/1,

turatia = 500 rpm).

Indiferent de valoarea viscozitatii aparente a fazei apoase initiale, influenta
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p-aminobenzoic este similard cu cea inregistratd pentru pertractia liberd a acidului
(figura 90).
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Figura 90. Influenta valorii pH-ului fazei apoase finale asupra fluxurilor masice
ale acidului p-aminobenzoic pentru pertractia facilitatd (pH; = 4, Cpoenpa = 40 g/1,

turatia = 500 rpm)

Insa, influenta sa asupra fluxului masic initial este mult mai redusa, datorita
reactiei interfaciale care deplaseaza echilibrul spre formarea derivatului de tip di-
(2-etilhexil)fosfat al acidului p-aminobenzoic in faza organici. in acest caz,
reducerea concentratiei agentului purtator liber din membrana lichida, ca rezultat al
cuplarii cu acidul p-aminobenzoic, controleaza fluxul masic initial, influentd mult
mai redusa avand-o valoarea pH;.

Cresterea viscozitdtii aparente a solutiei initiale de la 1 la 30 cP a determinat
reducerea fluxului masic initial de 1,6 ori la pH; = 2, respectiv de 3,2 ori la pHy =7,
efect mult diminuat comparativ cu pertractia facilitatd, datorita prezentei D2EHPA.
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in schimb, influenta pH-ului fazei apoase finale asupra fluxului masic final
este mult mai accentuatd, in special pentru pH; > 4, ca rezultat al reducerii
semnificative a gradientului de pH dintre fazele apoase. Influenta negativa a
viscozitatii asupra fluxului masic final este atenuata, si in acest caz, de prezenta
agentului purtitor in membrana lichida, reducerea vitezei de transfer a acidului
p-aminobenzoic catre faza apoasa finala diminudndu-se doar de 1,6 ori la cea mai

mare viscozitate considerata.
*

* *

Studiul separdrii acidului p-aminobenzoic prin pertractie libera si facilitatd din
lichide de fermentatie simulate, avand viscozitatea aparentd cuprinsa intre 3 si 30
cP, a evidentiat rolul decisiv al viscozitatii, prin limitarea vitezei de difuzie, in
realizarea eficienta a separarii. Astfel, atat in cazul pertractiei libere, cat si in cazul
pertractiei facilitate cu D2EHPA, cresterea viscozitatii aparente a fazei apose
initiale 1n intervalul 1 — 30 cP a condus la reducerea semnificativd a fluxurilor
masice initial si final ale acidului. Aceastd influentd este atenuatd, insa, prin
addugarea agentului purtator in membrana lichida. De exemplu, in anumite conditii
experimentale, reducerea maxima a fluxurilor masice a fost de 42,5 de ori pentru
pertractia liberd, pe cand pentru pertractia facilitata de 7,5 ori.

Viscozitatea manifestd un efect pozitiv doar asupra capacitatii de transport a
membranei, efect care este, Tnsa, datorat reducerii fluxului masic initial si al
eficientizdrii reale a separarii.

I1.5.2. STUDIUL PERTRACTIEI DIRECTE A ACIDULUI
p-AMINOBENZOIC DIN LICHIDELE DE FERMENTATIE ALE
Escherichia coli

Avand ca premise rezultatele anterioare privind mecanismul separarii si
influenta factorilor determinanti asupra pertractiei libere si facilitate a acidului
p-aminobenzoic din solutii cu viscozitate aparentd similard cu a lichidelor de
fermentatie ale E. coli, studiile experimentale au abordat in continuare pertractia
directd a acidului din lichidele reale de fermentatie nefiltrate, Tn scopul cuantificarii
influentei biomasei asupra eficientei separarii.

Pentru cuantificarea acestui efect negativ al prezentei biomasei, s-a introdus
factorul de reducere, F, definit ca raportul dintre fluxurile masice initiale
corespunzatoare pertractiei din suspensii de E. coli si din lichide de fermentatie
simulate, F;, respectiv ca raportul dintre fluxurile masice finale Inregistrate in cele
doua cazuri, F;.

Influenta prezentei fazei solide ca atare, care induce cresterea suplimentara a
viscozitatii, este evident indicata 1n figura 102, din care se constatd reducerea de
peste 3 ori a factorilor F; si F; odata cu cresterea concentratiei biomasei de la 0 la
20 g/l s.u. Reducerea este mai puternicd pentru concentratii ale E. coli de pand la 5
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g/l s.u., ceea ce confirma cd, la aceleasi viscozitati aparente, prezenta fazei solide
reprezinta un factor perturbator important.

Identificarea efectului prezentei fazei solide asupra permeabilitatii prin
membrana lichida s-a realizat prin utilizarea factorului Fp, calculat ca raportul
dintre factorii de permeabilitate obtinuti in conditii experimentale similare pentru
fazele initiale care contin biomasa si cele care contin lichide de fermentatie
simulate cu aceeasi viscozitate (figura 102).
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Figura 102. Influenta concentratiei biomasei asupra raportului F pentru pertractia
libera din suspensii de E. coli (pH; = 7, pH; = 4, turatia = 500 rpm).

Dependenta dintre factorul Fp si concentratia biomasei este opusd celor
analizate anterior. Deoarece concentratia acidului p-aminobenzoic la interfata de
contact dintre faza apoasa initiala si membrana lichida este redusa intr-o proportie
mai insemnatd prin cresterea concentratiei biomasei comparativ cu cresterea
viscozitatii aparente, fluxurile masice finale se apropie din ce 1n ce mai mult de
cele initiale la concentratii mai mari ale biomasei. In consecinti, factorii de
permeabilitate sunt mai mari In sistemele de pertractie libera directd din suspensii
de E. coli, iar factorul Fp creste 1n intervalul de concentratii ale biomasei considerat
experimental.

Atét Tn cazul pertractiei libere, cat si facilitate, accelerarea fluxurilor masice
ale acidului este determinatd de madrirea gradientului de pH dintre fazele apoase
initiala si finald, iar capacitatea maxima de transport a membranei este atinsa in
domeniul acid de pH al celor doud faze apoase.

Si 1n cazul pertractiei facilitate, influenta prezentei fazei solide se poate analiza
prin intermediul factorilor de reducere. Din figura 107 se constatd reducerea de
circa 1,8 ori a factorilor F; si F; odata cu cresterea concentratiei biomasei de 1a 0 la
20 g/l s.u.

Comparativ cu pertractia libera, intensitatea acestui efect este diminuatd de
adaugarea D2EHPA in membrana lichida, care determind accelerarea fluxurilor
masice initiale ale solutului. Similar pertractiei libere, dependenta dintre factorul Fp
si concentratia biomasei este opusa celor corelate cu fluxurile masice.
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Figura 107. Influenta concentratiei biomasei asupra raportului F pentru pertractia

facilitata din suspensii de E. coli (pH; = 4, pH¢ =
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Conform celor mentionate in cazul pertractiei libere, cresterea concentratiei
biomasei induce apropierea fluxurilor masice finale de cele initiale. Din acest
motiv, factorii de permeabilitate sunt mai mari si in cazul pertractiei facilitate din
suspensii de E. coli, ceea ce conduce la cresterea factorului Fp odatd cu acumularea
biomasei. Insa, tot datoritd prezentei agentului purtitor, cresterea este mult mai
redusa, de circa 10 ori, comparativ cu sistemele care nu contin D2EHPA.

Indiferent de concentratia agentului purtdtor, prezenta fazei solide determina
reducerea fluxurilor masice initial si final, comparativ cu pertractia din lichide de
fermentatie simulate cu viscozititi identice. In acest context, factorii F; si F; se
reduc de circa 1,5 - 2,2 ori in intervalul de concentratii ale E. coli variind de la 5 la

20 g/l s.u.,
membrana lichida (figura
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Figura 110. Influenta concentratiei biomasei si a concentratiei D2ZEHPA asupra
raportului F pentru pertractia facilitata din suspensii de E. coli
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Factorii de permeabilitate Tn sistemul de pertractie care contine biomasd in
faza initiala sunt superiori celor nregistrati pentru pertractia facilitatd din lichidele
de fermentatie simulate, dupa cum se observa din figura 111.
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Figura 111. Influenta concentratiei biomasei si a concentratiei D2EHPA asupra
raportului Fp pentru pertractia facilitatd din suspensii de E. coli (pH; = 4, pH; = 2,
turatia = 500 rpm).

Explicatia constd in reducerea suplimentara a fluxului masic initial al acidului
p-aminobenzoic prin crearea unei rezistente difuzionale datorate si biomasei, nu
doar viscozitatii fazei initiale. Valoarea factorului Fp se reduce odata cu cresterea
concentratiei D2EHPA, datoritd amplificérii vitezei de extractie in membrana
lichida si, implicit, a reducerii permeabilitatii prin membrana.

*
* *

Studiul separdrii acidului p-aminobenzoic prin pertractie libera si facilitatd din
lichide de fermentatie reale, avand concentratia celulelor de E. coli cuprinsa intre 5
si 20 g/l s.u., a evidentiat faptul cd prezenta fazei solide poate afecta suplimentar
performanta separarii acidului. Efectul negativ al acesteia se manifesta, In special,
asupra vitezei de difuzie a solutului, datoritd blocarii interfetei de separare dintre
faza apoasa initiala si membrana lichida.

Astfel, atat In cazul pertractiei libere, cat si in cazul pertractiei facilitate cu
D2EHPA, fluxurile masice initial si final ale acidului sunt reduse puternic de
cresterea concentratiei biomasei din faza apoasd initiald. Insa, acest efect este
atenuat de addugarea agentului purtator Tn membrana lichida.

Prezenta fazei solide manifestda un efect pozitiv doar asupra capacitdtii de
transport a membranei, efect care este, insa, datorat reducerii fluxului masic initial
si nu eficientizarii reale a separdrii.
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III. CONCLUZII GENERALE

Studiile efectuate in cadrul tezei de doctorat se inscriu in problematica actuala
de varf privind separarea produselor de biosinteza prin tehnici moderne (extractia
reactiva si pertractia), tehnici care sd elimine dezavantajele procedeelor clasice de
separare, sa fie adecvate -caracteristicilor fizico-chimice ale produselor
biosintetizate, oferind, astfel, performante superioare acestei etape importante a
procesului tehnologic. In acest context, studiile intreprinse au urmdrit separarea
directd a unor compusi de biosinteza, precum acizii carboxilici (acizii propionic,
succinic si p-aminobenzoic) din lichidele de fermentatie simulate si reale prin
extractie reactiva si pertractie.

Lucrarea este structuratd pe doud parti principale. Prima parte reprezintd o
sinteza de literatura de specialitate referitoare la separarea directd a produselor de
biosintezd prin extractie reactiva si, respectiv, pertractie facilitatd. Cea de-a doua
parte, extinsd pe circa 70% din continutul tezei de doctorat, cuprinde studiile
experimentale originale realizate Tn cadrul programului de doctorat.

Pe baza studiului de literatura si a studiilor experimentale originale se pot
formula urmatoarele concluzii:

1. Fermentatia extractiva, care constd in integrarea unei tehnici de separare
in cadrul procesului de fermentatie, constituie o metoda viabild pentru
obtinerea produselor naturale.

2. Pe baza unui studiu al informatiilor existente in literatura de specialitate,
a fost analizatd posibilitatea de integrare a tehnicilor neconventionale,
precum extractia reactiva si pertractia, in cadrul proceselor fermentative,
in scopul realizarii separarii eficiente a compusilor de biosinteza (acizi
carboxilici, antibiotice, vitamine, aminoacizi, alcooli), produsi care
manifesta efectul inhibitiei de produs.

3. Alegerea agentilor de extractie (extractant, agent purtdtor) pentru
separarea compusilor de biosintezd se realizeaza in functie de structura
compusului care se separd. Astfel, derivatii aminici sunt utilizati pentru
separarea acizilor carboxilici, antibioticelor si aminoacizilor, derivatii
organofosforici au aplicatii, in special, pentru separarea acizilor
carboxilici, aminoacizilor si compusilor fenolici; derivatii macrociclici
sunt utilizati, in principal, pentru separarea aminoacizilor.

4. In cadrul experimentelor s-a studiat separarea unor acizi carboxilici prin
procedeele neconventionale de extractie reactiva si extractie si transport
prin membrane lichide.

5. Tehnica experimentald utilizata a constat din trei tipuri de echipamente
de conceptie originald si care constituie subiectul unor brevete ale
colectivului (coloana de extractie cu agitare vibratorie, celula de extractie
de tip Lewis si celula de extractie si transport prin membrane lichide), iar
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11.

12.

13.

metodele analitice utilizate cuprind spectrofotometria UV - VIS si
cromatografia HPLC.

Compusii a caror separare a fost studiata fac parte din categoria acizilor
carboxilici de biosinteza, precum acizi monocarboxilici (acidul propionic)
dicarboxilici (acidul succinic) si aminoacizi aromatici (acidul
p-aminobenzoic).

In functie de sistemul de separare utilizat, procesele de extractie reactiva
si pertractie facilitata s-au realizat cu tri-n-octilamina (TOA), dizolvata in
trei solventi organici cu constante dielectrice diferite (diclormetan, acetat
de butil, n-heptan), si cu acid di-(2-etil-hexil)fosforic (D2EHPA), dizolvat
in diclormetan. In scopul evidentierii avantajelor acestor tehnici, s-a
experimentat comparativ separarea acizilor mentionati prin extractie fizica
si pertractie liberd, n conditii similare.

Pentru descrierea performantelor proceselor de separare respective, s-au
determinat marimile: gradul de extractie, coeficientul de distributie,
constanta de extractie, fluxul masic al solutului, fluxurile masice extrase
(initiale) si reextrase (finale), coeficientul de transfer de masa, factorul de
permeabilitate, factorul de amplificare.

In capitolul I1.3. s-a realizat studiul extractiei reactive directe a acidului
propionic din lichidele de fermentatie cu TOA dizolvata 1n trei solventi
organici diferiti (diclormetan, acetat de butil, n-heptan). In prima parte, s-a
analizat extractia reactiva a acidului propionic din lichidele de fermentatie
simulate, fiind evidentiatd influenta puternica a viscozitatii fazei apoase
asupra transferului de masa si randamentului extractiei reactive.

Astfel, utilizdnd coloana de extractie, s-a constatat cad randamentul si
constanta de extractie au fost semnificativ reduse de cresterea viscozitatii
aparente a fazei apoase de la 5 1a 20 cP.

Determinarile experimentale au fost continuate prin investigarea
mecanismului si al factorilor care controleaza extractia reactivd in
prezenta 1-octanolului, modificator de faza, in corelatie cu polaritatea
diferitilor solventi considerati In experimente. Pe baza datelor obtinute, a
fost stabilit faptul ca adaugarea 1-octanolului Tn faza organicd atenueaza
influenta negativa a viscozitatii, magnitudinea relativd a acestui efect fiind
amplificatd odatd cu scaderea constantei dielectrice a fazei organice.

Pentru a sublinia efectul pozitiv al prezentei 1-octanolului, a fost
introdus factorul de amplificare. Valoarea maxima a acestui parametru a
crescut de la diclormetan la n-heptan de circa 3,4 pana la 6,3 ori.

Cea mai semnificativd scadere relativi a constantei de extractie cu
cresterea viscozitatii aparente a fost inregistratd pentru solventii cu
constanta dielectricad redusa (acetat de butil si n-heptan).

Deoarece prezenta fazei solide (biomasa) poate afecta suplimentar
performanta procesului de separare, a fost abordatd extractia reactiva
directd a acidului propionic din suspensii de Propionibacterium

37



14.

15.

16.

17.

18.

acidipropionici, la valori similare ale viscozitatii aparente cu cele ale
lichidelor de fermentatie simulate. Utilizdnd celula de extractie Lewis, a
fost stabilitd importanta relativd a rezistentei difuzionale sau cinetice
asupra transferului acidului propionic din faza apoasa spre faza organica.
Astfel, domeniul turatiilor corespunzator regimului difuzional este mai
extins pentru solventii cu polaritati scazute, precum acetatul de butil.

Indiferent de solventul folosit, acumularea biomasei determina scaderea
semnificativi a fluxului masic interfacial al acidului propionic. Insi,
adaugarea 1-octanolului 1n faza organicd favorizeazad cresterea fluxului
masic al acidului propionic si modificd domeniul de turatii corelat cu
etapa limitativi de naturd difuzionald sau cinetici. Insi, magnitudinea
acestui efect este diminuatd In comparatie cu extractia din solutii apoase
pure sau lichide de fermentatie simulate, fara biomasa.

Influentele factorilor principali, respectiv, turatia (N, s'l), concentratia
celulelor bacteriene (Cy, g/l s.u.) si constanta dielectricd a solventilor
organici (g¢), au fost incluse intr-o expresie matematica pentru calculul
fluxului masic interfacial (n, mol/m>h), corespunzitor regimului
difuzional (turatii sub 600 rpm):

0,146€ 16,1851072-
e N ¢ , mol/m*h

n=
CX1,812

Modelul matematic propus prezintd o abatere medie de + 5,17%,
comparativ cu datele experimentale.

In subcapitolul IL.4. a fost abordati separarea directa a acidului succinic
din lichidele de fermentatie prin extractie reactivd cu TOA in acetat de
butil. Cercetdrile experimentale au fost realizate cu ajutorul celulei de
extractie Lewis. In prima etapi a determindrilor s-a realizat extractia
acidului din lichidele simulate. Rezultatele obtinute au sugerat faptul ca
viscozitatea ridicatd a fazei apoase poate manifesta o influentd negativa
semnificativa asupra transferului de masd al acidului, prin amplificarea
rezistentei la difuzia solutului dinspre faza apoasa catre faza organica.
Astfel, 1a 1000 rpm, fluxurile masice obtinute pentru faza apoasa cu
viscozitatea aparentd de 1 cP sunt de 5,2 - 5,7 ori mai ridicate fata de cele
inregistrate pentru faza apoasa cu viscozitatea de 20 cP.

Influenta negativd a viscozitatii este, de asemenea, evidentiatd de
extinderea domeniului de turatii corespunzator modificarii naturii etapei
limitative care controleaza procesul de separare prin extractie reactiva.
Prin urmare, cresterea viscozitatii aparente a solutiei apoase determina
extinderea domeniului turatiilor corespunzator regimului difuzional (de la
500 pentru 1 cP la 1200 rpm pentru 20 cP).

Prezenta 1-octanolului 1n faza organicd determind cresterea fluxurilor
masice ale acidului succinic si modificd domeniul de turatii corelat cu
etapa limitativd de naturd difuzionald sau cinetica. Efectul adaugarii
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alcoolului a fost analizat in corelatie cu valoarea pH-ului fazei apoase,
implicit cu mecanismul de extractie. Astfel, la pH = 1 valoarea turatiei
critice este redusa, ca rezultat al Tmbunatatirii capacitatii solventului de a
solubiliza complexul interfacial, si, In consecintd, al cresterii vitezei de
difuzie a acidului catre faza organica. ins3, 1a pH = 5, datorita disocierii
partiale a acidului succinic, care afecteaza suplimentar solubilizarea
acestuia 1n faza organicd, influenta adaugarii 1-octanolului asupra difuziei
este diminuata.

Pentru a sublinia influenta pozitiva a alcoolului asupra extractiei reactive
a acidului succinic, a fost introdus factorul de amplificare. Pentru toate
sistemele de extractie, valorile factorului de amplificare sunt supraunitare,
fiind confirmatd influenta pozitivdi a 1-octanolului. Datoritd limitarii
difuzionale determinata de viscozitatea ridicatd a fazei apoase, valoarea
turatiei corespunzatoare maximului factorului de amplificare creste de la
400 rpm pentru 1 cP la 1000 rpm pentru 9 cP.

Influenta viscozitatii fazei apoase asupra transferului de masa al
acidului succinic In procesul de extractie reactiva din lichidele simulate
poate fi redatd si prin intermediul coeficientilor globali de transfer de
masi ai acidului. In acest sens, cresterea viscozititii aparente manifestd un
efect negativ asupra coeficientului de transfer de masa, insa, amplitudinea
acestuia devine mai importanta la viscozitati aparente de peste 12 cP.
Adaugarea modificatorului de faza determind cresterea coeficientului,
efect care devine mai pronuntat la viscozitati ridicate ale fazei apoase.

Principalii parametri (viscozitatea, m,, turatia, N, si constanta de
extractie, Kg) care influenteazd extractia reactivd din lichidele de
fermentatie simulate au fost inclusi intr-o expresie matematica de calcul al
coeficientului de transfer de masa, valabila pentru regimul difuzional
(turatia = 500 rpm):

3,82x104xK
2.56x103xKg N E m/s
K=e Xx—

9,94x10-2
MNa

Aceastd ecuatie oferd o bund concordantd cu datele experimentale,
abaterea medie fiind de + 3,63%.

Studiul anterior a fost continuat, in conditii experimentale identice, prin
realizarea extractiei reactive directe a acidului succinic din suspensii de
Actinobacillus  succinogenes, cu viscozitati similare, analizandu-se
influentele principalilor factori asupra vitezei interfaciale de transfer de
masa in relatie directd cu concentratia biomasei din faza apoasa.

Influenta concentratiei fazei solide asupra fluxului masic al acidului
succinic a fost redatd prin intermediul factorului de reducere, care
inregistreaza valori subunitare, datoritd blocarii transportului solutului ca
rezultat al adsorbtiei celulelor la interfata de separare dintre cele doud
faze.
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Rezultatele au indicat faptul ca prezenta masei celulare manifestd un
efect pozitiv doar asupra fortei motrice a transferului de masa. Cea mai
mare diferentd dintre fortele motrice corespunzatoare extractiei acidului
succinic din solutii apoase cu biomasd si din lichidele de fermentatie
simulate fard biomasa este obtinutd la concentratii ale biomasei de 18 g/l
s.u., iar cea mai scazutd este inregistratd la cele mai ridicate concentratii
ale suspensiilor de A. succinogenes si la turatii superioare.

Influentele factorilor principali, turatia, concentratia biomasei i
constanta de extractie au fost incluse intr-o expresie matematicd pentru
calculul fluxului masic interfacial:

—3
n =70 Ke , mol/m*h

Extractia cu ajutorul membranelor lichide reprezinta una dintre cele mai
recente tehnici de separare, cu aplicatii deosebite la separarea produselor
de biosinteza. In acest context, a fost studiati separarea directa a acidului
p-aminobenzoic prin extractie si transport prin membrane lichide
consituite din diclormetan si D2EHPA ca agent purtdtor. Pentru
determindrile experimentale s-a utilizat o instalatie de pertractie, de
conceptie originala, brevetatd n cadrul colectivului de cercetare.

Initial, a fost studiata pertractia acidului p-aminobenzoic din lichidele de
fermentatie simulate. Rezultatele experimentale obtinute au evidentiat
influenta majora a diferentei de pH dintre fazele apoase, a concentratiei
agentului purtator in membrana lichida si a intensitatii amestecarii fazelor
apoase in corelatie cu viscozitatea aparentd a fazei apoase initiale.
Cresterea viscozitatii aparente a fazei apose initiale in intervalul 1 — 30 cP
a condus la reducerea semnificativa a fluxurilor masice initial si final ale
acidului, de 42,5 de ori pentru pertractia liberd si de 7,5 ori pentru
pertractia facilitata.

Marirea gradientului de pH dintre cele doud faze apoase, respectiv
deplasarea pH; catre domeniul neutru si bazic, iar a pH; cdtre domeniul
acid, determind accelerarea fluxurilor masice ale acidului p-aminobenzoic,
atat pentru pertractia libera, cat si pentru pertractia facilitatd a acestui acid,
evolutie care nu este afectatd calitativ de cresterea viscozitatii aparente a
fazei apoase initiale.

Pentru pertractia facilitatd, atingerea vitezei maxime de reextractie la o
valoarea mai redusd a pH; genereaza reducerea mai puternica a factorului
de permeabilitate pentru pH; < 4 comparativ cu cazul pertractiei libere.
Amplitudinea acestui efect este diminuatd de cresterea viscozitatii
aparente a solutiei initiale, factorul de permeabilitate inregistrind o
crestere odatd cu madrirea viscozitatii de circa 1,03 - 1,3 ori, efect mai
pronuntat in domeniul de pH corespunzator unui aport dominant al
pertractiei libere (pH; = 7)
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30.

31.

32.

33.

Studiile anterioare au fost continuate, in conditii experimentale identice,
prin investigarea separarii directe a acidului p-aminobenzoic din suspensii
de E. coli, cu viscozitati aparente identice cu cele ale lichidelor de
fermentatie simulate.

Fluxurile masice sunt reduse considerabil odatd cu cresterea
concentratiei E. coli din faza initiald. Astfel, prin acumularea biomasei de
la 51a 20 g/1 s.u., fluxul masic initial se reduce de circa 2,1 - 6,3 ori, iar
cel final de 2,3 - 7 ori, influenta fiind atenuati de cresterea turatiei. Insa,
prezenta agentului purtitor in membrana lichidd diminueaza efectul
cresterii concentratiei biomasei.

Influenta prezentei fazei solide se poate analiza si prin intermediul
factorilor de reducere (F; si Fy), care se diminueaza, in cazul pertractiei
libere de 3 ori odatd cu cresterea concentratiei biomasei de la 0 la 20 cP,
insd magnitudinea acestui efect este atenuatd de adaugarea agentului
purtator in membrana lichidd (pertractia facilitatd); 1n acest caz, fluxurile
masice inregistreaza o reducere de doar 1,8 ori.

Rezultatele cercetarilor originale din cadrul tezei de doctorat s-au
concretizat prin elaborarea a 6 lucriri publicate in reviste de specialitate,
din care 4 publicate in reviste stiintifice cotate ISI, 2 lucrari publicate
in reviste cotate BDI, prin numeroase participari la sesiuni stiintifice
nationale si internationale, precum si prin contributii la derularea a patru
granturi de cercetare.
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