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INTRODUCERE

Progresele stiintifice i tehnologice in procesele membranare au cunoscut o cregtere
insemnata in ultimii ani. Datoritd potenialului aplicatiilor industriale, operatiile membranare
pot fi utilizate comparativ cu alte tehnici de separare. Procesele membranare sub acfiunea
gradientului de presiune sunt cu succes aplicate in cea mai mare parte a sectoarelor industriale
si anume de la industria textild la cea farmaceuticd, de la industria pieldriei la cea alimantara.
Aplicatiile biomedicale §i biotehnologice, cum ar fi senzorii membranari, organele artificiale,
componentele avansate ale instrumentafiei analitice sunt numai citeva exemple ale utilizarii
sistemelor membranare. Tehnologiile membranare pot inlocui ou succes numeroase procedee
conventionale de separare pentru diferifi compusi. In cea ce priveste domeniul biomedical,
membranele lichide au fost utilizate pentru extracfia toxinelor din singe i pentru tratarea
uremiilor cronice.

Procedeele membranare conduc citre tehnologiile curate si reduc efectele de
deteriorare datorate industriei asupra mediului inconjurdtor. Transportul moleculelor prin
biomembrane constituie un proces fundamental in procesele biologice. Studiile fenomenelor
de transport, clarificd la nivel molecular, mecanismele care controleaza selectivitatea §i
permeabilitatea utilizarii membranelor polimerice. Un mare numir de operatii ..:~branare
sau procese membranare hibride sunt astézi utilizate in lumea intreagd In general procesele
biologice au loc la nivelul membranei celulare, implicind o serie de fenomene fizice si
chimice dirijate de specii chimice care in final conduc la un flux informational realizindu-se
in acest fel un efect biologic, respectiv fizico-chimic.

Lu(:rarea de fatd trateazd o parte din numeroasele posibilitafi de aplicare ale proceselor
membranare in separarea unor compusgi de interes chimic §i biologic. Dupd definirea
membranei §i a prezentdrii unor aspecte generale privind procesele membranare in capitolul
intdi se trece la prezentarea unor probleme fundamentale ale fenomenelor de transport prin
membrane lichide in capitolul al doilea. Astfel sunt prezentate §i discutate detaliat nofiuni ca
recunoagtere moleculard, tipuri de membrane lichide utilizate in separarea compusilor chimici
si biologici, factori care influenjeaz transportul prin membrane, mecanisme de transport prin
membrane lichide precum gi aspecte ale modeldril matematice a transportulul prin membrane
lichide. Capitolul al treilea cuprinde intr-un mod sintetic cdteva dintre cele mai importante
aplicatii ale membranelor lichide in separarea unor compusi chimici §i biologici de tip
anorganic , organic sau gazos precum §i posibilitatile de utilizare ale acestora in separarea

enantiomerilor.
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Capitolul al patrulea este dedicat catorva dintre cele mai utilizate procese membranaie
(osmoza inversd, nanofiltrarea, ultrafiltrarea §i microfiltrarea) in separarea diveselor
amestecuri de compusi, procese membranare care sunt determinate de actiunea unui gradient
de presiune. Lucrarea de fajd prezintd succint posibilitdfile de utilizare ale proceselor
menibranare in scopul separdrii §i acordd mai multd atentie unor aspecte legate direct de
intelegerea acestor procese. In capitolele cinci, $ase §i japte sunt prezentate detaliat cdleva
dintre procesele membranare implicate in separarea compusilor biologici cum ar fi
ultrafiltrarea proteinelor, procesarea plasmei sanguine prin electrodializi sau membrane
utilizate in realizarea unor organe artificiale. De asemenea au fost tratate succint §i
posibilitatile aplicatiilor proceselor membranare in procesarea produsilor alimentari.

In aceastd lucrare autorii incearcd s prezinte pe scurt cateva dintre multitudinea de

utilizare ale proceselor membranare in gtiinta separarii.

Autorii
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I. Definirea membranelor si a proceselor membranare

1.1. Aspecte generale

Membranele §i procesele membranare pot inlocui cu succes numeroase procedee
membrane cu proprietdtile pe care le dorim si care satisfac servicii vitale. Procesele
membranare pot fi incluse in grupul proceselor fizice care au ca obiectiv separarea diferitelor
sisteme de componenti. Fractionarea, purificarea sau concentrarea unor amestecuri de
compusi pot fi realizate cu ajutorul proceselor membranare [1-8].

De-a lungul istoriei, dorinfa de a purifica apa de baut a condus la crearea unor filtre in
cazul romanilor a unor vase de ceramicd pentru a filtra apa. latd, deci ci filtrele ceramice au o
lungd istorie izvordtd din dorinfa oamenilor de a avea lichide curate, §i purificate.
Modemizarea tehnologiei polimerilor, aspect care permite producerea unor membrane
polimerice cu pori uniformi §i cu o mare densitate in refeaua polimericd conduce la obtinerea
unor separdri foarte fine. in ultimii 20 de ani membranele au fost sintetizate pentru utilizarea
lor in laboratoarele bacteorologice. Este cazul membranelor simetrice pentru microfiltrare.

Studiile fundamentale in fenomenele de transport prin membrane lichide deschid
drumul ciitre dezvoltarea chimiei si biologiei oferind modele pentru mecanismele de transport
biologice. In chimia analiticd i in separare in mod special (analiza si separarea componenilor
din amestecuri, separarea amestecurilor racemice, recuperarea minereurilor, reciclare, etc.),
transportul joacd un rol important.

Un domeniu important pentru viitorul operatiilor membranare il constituie realizarea
combinati a transferului selectiv de masd prin membrand cu reactii tipice in diverse procese
chimice gi biologice [9,10]. Aceastd combinajie se realizeazd prin utilizarea insdsi a
membranei ca reactor sau prin integrarea unui reactor tradifional cu un proces membranar.
Membranele sintetice sau ceramice constituie excelen}i suporfi pentru imobilizarea
catalizatorilor §i a biocatalizatorilor datoritd unei largi suprafefe pe unitatea de volum si
pentru posibilitatea de a oferi noi procedee de imobilizare. Posibilitatea imobilizarii ligandului
pe o membrand polimericd prin afinitate utilizind procese membranare specifice reprezintd de
asemenea un domeniu atractiv al aplicatiilor membranare [11,12].

Membranele catalitice §i reactorii membranari au fost utilizati in special in
urmitoarele aplicafii : cresterea timpului de viatd al biocatalizatorului prin imobilizare,
indep'ﬁrtarea continud a inhibitorilor enzimatici precum si controlul secventelor reactiilor
[13,14].

Procesele membranare de separare prezintd o serie de avantaje, ca de exemplu:
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- separarea compusilor se face in mod continuu;

- cantitatea de energie consumata este minima,

- se pot cupla usor cu alte procese de separare,

- separarile se pot realiza in conditii blinde,

- proprietafile membranelor sunt variabile §i pot fi ajustate;

nu se cer aditivi.

Ca dezavantaje ale proceselor membranare se pot prezenta urmatoarele:

- fenomenul de incarcare al menibranelor, aspect care reduce fluxul de permeatie,

- timp scurt de functonare;

- in general selectivitate micd.
Recent utilizarea membranelor si a proceselor membranare in separarea §i purificarea gazelor
a insemnat un succes in extinderea aplicatiilor acestora.

in aceasta lucrare vom prezenta citeva aspecte ale unor procese membranare care pot
fi considerate §i nu numai, chiar sunt procedee de separare mai des utilizate in separarea unor
compugi de naturd chimici sau biologici. Astfel, menfiondam: osmoza inversi (Ol),
nanofiltrarea (NF), ultrafiltrarea (UF), microfiltrarea (MF), electrodializa, ultrafiltrarea de
afinitate, membrane lichide, procese membranare utilizate in separarea unor produgsi
alimentari §i nu in ultimul rand posibilitatea utilizarii membranelor in realizarea organclor

artificiale.

1.2. Definirea membranei

acestora. Howell [15] defineste membrana ca fiind o barierd intre doui lichide care selecteaza
trecerea unuia sau a mai multor componenti dintr-un lichid in altul prin barierd. Conform
nomenclatorului publicat in 1995 de cétre Societatea Europeand a Stiinfei si Tehnologiei
Membranelor [16] membrana este o structurd care intervine in separarea a doud faze si/sau
acfioneazi ca o barierd activi sau pasiva la transportul materiei intre fazele adiacente acesteia.

Membranele pot fi realizate dintr-o gama largd de materiale, organice sau anorganice
in forma asimetricd sau izotropicd, plane sau tubulare cu grosimea cuprinsi intre 100 nm si
I mm alcatuite dintr-un singur component sau sub forma compozita.

Membranele artificiale au aparut in jurul anilor *60. Inijial s-au dezvoltat membranele
polimerice in timp ce membranele anorganice au aparut la sfarsitul anului 1970. in functie de

natura si structura lor membranele sintetice se pot clasifica in cinci grupe de baza:

https://biblioteca-digitala.ro / https://www.iini.ro



- medii poroase,
- bariere solide omogene;
- structuri asimetrice;
- bariere incarcate electric,
- bariere lichide cu transportori selectivi.
La randul lor aceste grupe de baza sunt incluse in cele trei mari tipuri de membrane sintetice,
clasificate in tunctie de structura lor §i principiul de separare aplicat (Figura 1.1):
a) membrane poroase (utilizate in micrbﬁ]trare, ultrafiltrare, nanofiltrare),
b) membrane neporoase (separarea gazelor, pervaporafie),

¢) membrane lichide (transport mediat de transportori).

_ transportor
polimer lichid
I
@ o
o oA r o
A0 -
o) ne < .. .
() A A I
o A.: ."‘_c o o
0 O /? A _}:( . u °
=T E
membrana membrana membrana
poroasa neporoasa lichida
a) b) c)

Figura 1.1.

Lipuri de mebrane sintetice

1.3. Procese membranare

Dupa cum am mai mentionat, procesele membranare pot inlocui procedeele
convenfionale de separare a diferifilor compusi reducand efectele de deteriorare datorate
industriei asupra mediului inconjuritor Obiectivele principale ale procedeelor de separare
constau in concenfrarea anumitor compugi, purificarea componeniilor si fractionarea
compusilor de interes. Intr-o lucrare de review intitulatd The growth of membrane technology,

Lonsdale [17] pune bazele fundamentale ale dezvoltarii fiecdrui proces membranar.
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Filtrarea este definitd ca separarea a doud sau mai multe componente dintr-un flux
fluid. Concret, aceasta tehnica se referd la separarea solidelor, componentilor nemiscibili sau a
particulelor din fluxuri lichide sau gazoase. Filtrarea prin membrane extind aceste aplicajii la
includerea separdrii solugiilor dizolvate in flux lichid §i de asemenea la separarea gazelor [18].

O clasificare a procesclor membranare utilizate in proceseie de separare al diversilor
compusi poate fi realizatd in funclie de forfa motrice sub care aceste procese au loc.
Principalele forfe motrice utilizate in procesele membranare sunt: gradientul de presiune (VP),
gradientul de activitate (VIn(a)), si potentialul electric (VE). Gradientul termic (VWT) in
procesele membranare este ocazional utilizat cum de asemenea sunt posibile combinafii intre
acesti gradienti. Aceste forje sunt componentele potentialului chimic care poate fi scris astfel,

conform ecuatiei Gibbs pentru sisteme heterogene:
Vit = RTV(Ina) + V, VP - S;VT - zZFVE (1.1

Rezultatul gradientilor de potential este fluxul (J) unor anumite specii supuse transportului

prin membrand,

a) Diferenfa de presiune hidrostaticd (VP), intre doud faze separate printr-o membrani
conduc la separarea speciilor chimice cind permeabilitatea hidrostatici a membranei este
diferitd pentru diferiti componenti. Este cazul proceselor membranare: microfiltrarea (MF),
ultrafiltrarea (UF), nanofiltrarea (NF), osmoza inversa (OI) si gaz separarea (GS).

b) Diferenta activitdfilor (V(Ina)) intre doua faze conduce la un gradient de concentratie intre
acestea inducfind in acest fel separarea diverselor specii chimice cand difuzivitatea gi
concentratia sunt diferite pentru diversi componenti (membfane lichide, dializa).

c) Diferenta potentialului electric (VI2) intre doud faze separate printr-o membrani conduce
la separarea diferitelor specii chimice cind particule incircate diferit manifestd diferite
mobilitafi si diferite concentratii in membrani (electrodializa).

Osmoza inversd, nanofiltrarea, ultrafiltrarea §i microfiltrarea pot fi considerate procedee de

separare in faz3 lichidd prin permeafia de a lungul membranelor sub actiunea unui gradient de

presiune. La o primd aproximare se pot considera aceste procedee, ca procedee de filtrare in
mediu lichid care utilizeazd membrane al cdror diametru al porilor se micgoreaza progresiv
cénd se trece de la microfiltrare la ultrafiltrare, apoi la nanofiltrare §i in final osmoza inversa

Trebuie mentionat faptul ci in cazul osmozei inverse, membranele utilizate nu sunt membrane

microporoase §i deci selectivitatea rezultd dintr-un mecanism de solubilizare-difuzie.

in general prin membrand lichidd se injelege sistemul trifazic urmator (i) faza sursa (faza

apoasd in care se gisesc componeniii de separat), (ii) membrana propiu-zisa (faza organica in
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care se giseste transportorul si in care se realizeaza separarea) si (iii) faza acceptoare (faza
apoasd in care ajung componentii dupa separare.

in cazul unui mecanism de transport simplu, solubilitate-difuzie, faza organica este un
solvent pur in care specia transportatd este solubild. Acest sistem membranar nu prezintd o
eficacitate comparabild sub aspectul randamentului gi al selectivitajii cu sistemele
membranare in care sunt prezenfi transportorii. In cazul sistemelor membranare cu
transportori se utilizeazd mecanisme de transport facilitat §i activ, aspect care conduce la
cregterea performantelor separarilor membranare [19].

in prezent se utilizeaza trei tipuri de membrane lichide : membrane lichide in strat
gros, membrane lichide imobilizate pe un suport, membrane lichide emulsionate. Membranele
lichide in strat gros sunt utilizate adesea in studii de laborator in timp ce membranele
imobilizate pe un suport §i in special membranele emulsionate sunt aplicate deja in procese

industriale.
1.4. Membrane biologice

Membranele biologice s-au dezvoltat ca urmare a unor cerinfe de delimitare a:
(i) organismelor fajd de mediu, (ii) celulelor constitutive intre ele, si (iii) organitelor §i a
compartimentelor subcelulare intre ele. Se pot deosebi trei clase mari de membrane:
(i) membrane pluricelulare (epiteliile), (i) membrane plasmatice (celulare), si (iii) membrane
intraplasmatice (citomembranele) si ale organitelor celulare. Functiunile principale ale
membranelor biologice pot fi studiate in mod unitar pe mai multe directii generale: (i) bariere
selective pentru solviti gi apd, (ii) suportul structural al foarte multor enzime si al receptorilor
cu care interactioneazi moleculele care au rol de mesageri chimici, (iii) sediul proceselor de
transport §i cuplaje energetice greu de conceput intr-un mediu omogen [20,21].

Membranele biologice sau celulele membranare au structuri foarte complexe impuse
de specificitatea lor functional fiind definitorii pentru materia vie [22]. Ele definesc spafiul in
care au loc procesele metabolice si asigurd compartimentarea §i anizotropia materiei vii. Toate
formele de viatd au alcdtuire celulard. Membranele constituie sediul inifial al receptiei
stimulilor din mediu §i cadrul specific pentru realizarea principalelor transformiri energetice
(fotochimice, chemochimice, chemoelectrice,...). Ele regleaza schimburile de substante ale
celulei cu mediul inconjurator, permitand intrarea moleculelor necesare sintezelor biochimice
in citoplasma si iegirea catabolifilor. Regleazi totodata proprietdfile mediului citoplasmatic,

cum ar fi: tonicitatea; taria ionica, pH-ul, etc. Membranele sunt direct implicate in propagarea

N
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semnalelor (influxurilor nervoase) de la senzori la sistemul nervos central §i in interiorul

acestuia.
1.4.1 Structura membranelor

Membranele biologice sunt formatiuni flexibile avdnd grosimi cuprinse intre 50 i
100 A, fiind alcétuite in principal doud componente: bistratul lipidic care constituie scheletul
membranei §i din proteine care asigura functiile specifice de transport. (proteine variaza de la
25% la 75%). Lipidele sunt molecule cu o parte Aidrofobicd (sau apolard) si o parte
hidrofilicd (sau polard). O structurd schematici a bistratului lipid este prezentati in figura 1.2.
Aceastid structurd existd in diferite tipuri de membrane celulare, partea polara fiind situati la

interfaja apd/membrani iar partea hidrofobica fiind localizatd intre regiunile hidrofilice.

SR 111 s
MMMMMh

Figura 1.2

regiune hidrofilica

Reprezentarea schematicd a bistratului lipid

Proteinele membranare pot fi: (i) periferice (extrinseci) cind sunt adsorbite pe stratul
de lipide membranare; ele pot {i disociate prin tratamente nedistructive (spalare cu solufii
saline), i (ii) integrale (intrinseci) cand patrund adanc sau traverseaza chiar stratul lipidic.
Proteinele membranare sdﬁt agregate mari cu masa de ordinul 10’ Da si avind structurd
cuaternard. Pe fafa citoplasmatica a membranei celulare se alli o rejea de proteine fibrilare ce
formeazd citoscheletul de care sunt ancorate unele proteine integrale. Pe fata externd a
membranei se afld atdt proteine cat si unele lipide. Faja externd prezintd portiuni
oligozaharidice (glicoproteine si glicolipide) care formeazi invelisul celular (glicocalix).

Lipidele membranare pot {i nepolare (colesterolul) sau polare (glicerofosfolipidele).
Cele mai intélnite lipide sunt fosfolipide. De capitul polar al lipidelor sunt legate cite doud

catene hidrocarbonate apolare ale acizilor grasi ce esterifica glicerolul. Cu cét aceste catene
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sunt mai nesaturate (prezintd mai multe legdtur duble), stratul lipidic este mai fluid,

permitand modificari de conformatie spafiald §i miscari moleculare mai ample.
1.4.2 Transportul prin membrane biologice
Transportul speciilor chimice prin membrane poate fi pasiv si activ. Se pot evidentia

trei tipuri de mecanisme de transport pasiv mediat de purtatori (transportori) prin membranele

biologice: (i) difuzie facilitata, (ii) co-transport, si (ii) transport paralel (Figura 1.3 a,b,c).

membrana membrana membrana
) proteina
proteina
v A \ A

difuzie co-transport transport

facilitata paralel
a) b) c)
Figura 1.3 a,b,c.

Tipuri de transport pasiv mediate de puriétori

Cel mai simplu tip de transport pasiv mediat este difuzia sau difuzia facilitatd deoarece
proteina permite solutului sd difuzeze prin membrand (Figura 13a). Transportul este
determinat de gradientul de activitate sau concentratie al speciei de transportat §i se produce
din regiunea cu concentratie ridicata citre regiunea cu concentrafia scazuta.

in cazul co-transportului, solutul A este transportat in acelasi sens prin membrani cu
solutul B. Cei doi solufi se gisesc de aceeasi parte a membranei iar forfa motrice este
gradientul de concentratie al unuia dintre soluti, de exemplu specia A. Aceasta inseamnd c3
specia B poate fi transportata chiar impotriva gradientului sdu de concentratie (Figura 1.3b).

La transportul paralel, cei doi soluti sunt transportati in sensuri opuse. in acest proces
forja motrice este gradientul de concentratie al unuia dintre soluti. Astfel al doilea solut poate
fi transportat impotriva propriului gradient de concentratie (Figura 1.3c).

‘ Transportul activ implicé existenfa unei surse de energie in sistem care si permitd

transportul speciilor chimice impotriva gradienilor lor de concentratie. In cazul membranelor
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celulare, transportul facilitat activ se realizeaza pe baza enecrgiei celulare. Epergia se obtine
preponderent din hidroliza adenozintrifosfatului (ATP) la adenozindifosfat (ADP). Un
exemplu consacrat de transport activ 1l constituie pompele de sodiu gi potasiu prin membrana
celulard. In interiorul celulei concentratia de potasiu este ridicata iar cea de sodiu este scazuta,
in timp ce in afara celulei (in {esuturi) situafia este inversd, adica concentrafia de sodiu este
ridicatd iar cea de potasiu este scizutd. O moleculd de ATP permite intrarea a doi ioni de
potasiu in interiorul celulei, Tn timp ce trei ioni de sodiu sunt pompati afard din celula.

Schema acestui mecanism este prezentatd in figura 1.4.

+ . .
K exteriorul celulei
(concentratie de Na' mare)

o membrana celulara

e
/ Y interiorul celulei

(concentratie de K*mare)

faza Na/K - ATP Na*

ATP ADP

Figura 1.4

Reprezentarea schematica a transportului activ de Na* 5i K
1.4.3 Modele membranare

Au fost propuse mai multe modele pentru membranele biologice in tentativa de a
modela §i prezice interactiile complexe ale celulelor cu mediul inconjuritor. Studiul modern
al membranelor biologice a inceput in 1925 de catre Fricke [23] care masoard capacitatea
electric a eritrocitelor in suspensie i independent Gorter si Grendel [24].

Gorter §i Grendel [24] pornesc de la observatia cd substantele organice traverseazad
membranele celulare cu o vitezi proportionala cu gradientul lor de liposolubilitate. Ei propun
o structurd membranari alcituita dintr-o zoni lipidica cuasi-continud formata din doua straturi
lipidice monomoleculare juxtapuse, cu capetele polare spre exterior §i cu catenele

hidrocarbonate in contact.
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Danielli si Davson [25] avanseaza idea unei membrane plasmatice formata din douad
péturi proteice avand grosimea in jur de 20 A si care sunt opace pentru electroni. Paturile
proteice invelesc partea hidrofila a unui dublu strat lipidic orientat perpendicular in raport cu
paturile proteice, zonele hidrofobe fiind situate liniar §i dispuse fafd in faja cu cele doua
straturi lipidice hidrofile.

Robertson [26] sugereaza existen{da unei membrane unitate format3 din trei straturi §i
anume doud zone dense separate de o zond clard. Aceastd structurd se regasegte la toate
tipurile de membrane, diferengele de grosime realizindu-se pe seama variafiilor zonei clare.
Obiectia de principiu ridicat3d de acest model consti in faptul ca nu permite trecerea apei §i a
substanfelor hidrosolubile deoarece in arhitectura propusd fosfolipidele formeaza o paturad
continud. Aceasti dificultate este depasita teoretic de Danielli [27] prin postularea existentei
unor “pori polari” avind diametre intre 7 gi 10 A marginifi de grupari incdrcate pozitiv. Din
nefericire, acesti pori nu au fost pusi in evidenta experimental.

Utilizand rezultate obtinute cu microscopie electronicd se poate introduce ipoteza
organizdrii micelare a fosfolipidelor membranare care ar face posibil transportul apei si a
substantelor hidrosolubile prin membrane. Trecerea fosfolipidelor de la o organizare micelard
la una lamelard este un fenomen reversibil §i a fost demonstrata cu ajutorul modelelor de
membrane artificiale.

In anii 1970 devine unanim acceptat modelul membranei biologice ca mozaic fluid de
proteine globulare hidrofile intr-un dublu strat lipidic hidrofob. Membranele iau nastere prin
autoasamblarea pe baza efectului hidrofob la limita de separatie dintre doud medii apoase
lipidele formand structuri biomoleculare. Pe aceste structuri sunt adsorbite spontan proteinele,
care tind sa-§i ascunda propriile porjiuni hidrofobe ale moleculelelor in stratul hidrocarbonat

al lipidelor.
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11. Aspecte fundamentale ale fenomenelor de transport prin
membrane lichide

2.1. Transportul prin membrane lichide, parte a chimiei
supramoleculare

Studiul transportului prin membrane lichide deschide perspective noi in dezvoltarea
chimiei si biologiei oferind modele pentru mecanismele de transport biologic. Transportul
moleculelor prin biomembrane constituie un proces fundamental in sistemele biologice.
Transportul cationilor alcalini si alcalino-pdmantosi prin membrane lichide sintetice utilizand
diversi transportori constituie subiectul a numeroase studii de specialitate. Acest lucru se
datoreazi faptului ¢ in lumea vie membrana este sediul unor procese importante controlate
de concentrafiile intra- §i extracelulare ale cationilor Na', K*, Ca**, Mg®".

in chimia analitica si in separare in mod special (analiza si separarea componenilor
din amestecuri, separarea enantiomerilor, recuperarea minereurilor, reciclare, etc.), transportul

joacd un rol important.

2.1.1. Definirea chimiei supramoleculare

Dupd cum se stie chimia este stiinfa care se ocupd cu studiul materiei §i al
transformdrilor ei, viata fiind cea mai inalta forma a materiei. Chimia este de asemenea stiinja
transferelor, centrelor de comunicatie de la simplu la complex intre legile fizice i legile vietii,
intre fundament. §i aplicajie.[1] Prin metodele ei, chimia este sgtiinta interaciilor,
transformdrilor §i a modelelor. Prin obiectele sale, molecule §i materiale, chimia capata
expresia creativitdtii. Cu ajutorul sintezei chimice se objin noi molecule §i noi compusi cu noi
proprietdfi. De la sinteza ureii in 1828 de cdtre Friedrich Wohler [2) chimia moleculari s-a
dezvoltat pe o vastd arie beneficiind de metode sofisticate §i puternice de a construi sau
desface legdturi covalente intre atomi in scopul obtinerii unor structuri moleculare complexe.
Sinteza organicd a cunoscut §i cunoaste o stralucitoare dezvoltare combinind cu elegantd,
eficiena si selectivitatea noilor compusi. De la prima sinteza a lui Wohler [2] pand la sinteza
vitaminei Bj; de catre Robert B.Woodward [3] si Albert Eschenmoser [4] este numai un
exemplu al importantelor sinteze realizate de a lungul istoriei chimice.

Chimia moleculara este chimia legaturilor covalente. Deasupra chimiei moleculare se
afld chimia supramoleculara denumita astfel de citre intemeictorul ei Prof. J.-M. Lelm [1] de

la Universitatea Louis Pasteur din Strasbourg, Franja, chemistry beyond the molecule, care se
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bazeaza pe legdturi intermoleculare necovalente. Chimia supramoleculari constd din specii de
o inaltd complexitate numite specii supramoleculare §i ansambluri supramoleculare, care
interactioneaza intre ele prin forte intermoleculare.

Chimia supramoleculard este un domeniu interdisciplinar important al stiingei §i
tehnologiei care leagd chimistii cu biologii §i fizicienii. Chimia supramoleculard inglobeaza
puterea creativd a chimistului. Prin esenta sa, prin abilitatea sa de a crea §i prin frumusefea
obiectelor sale chimia este o gtiin{d si in acelasi timp o artd. Aceste aprecieri deosebite daruite
chimiei apartin Prof. Lehn [1], care impreund cu C. J. Pedersen §i D. J. Cram in 1987 au
primit Premiul Nobel pentru deosebitele contribujii aduse in domeniul chimiei
supi'amoleculare. Aceastd arie bine definit3, conceptualizatd gi structuratd este relativ tanara.
Radicinile sale se intind in chimia organicd i procedeele de sintezi moleculard, in chimia
coordinativd §i complecsii ion metal-ligand, in chimia fizicd §i in studiile experimentale si
teoretice ale interactiilor, in biochimie §i procesele biologice prin legarea substratului si
recunoastere, in gtiinta materialelor §i proprietafile mecanice ale solidelor.

Chimia supramoleculard a extins rapid frontierele gtiintei chimiei imbogétind-o cu
fenomene fizice §i biologice. Chimia supramoleculard cuprinde pe de o parte supermoleculele
iar pe de altd parte ansamblurile supramoleculare.

Organizarea moleculard §i autoorganizarea (autoasamblarea) in stran'~ -~ :mbrane,
micelii, microemulsii, geluri, specii in stare solidd, definesc agregate morfologice facand
posibil constructia agregatelor specifice supramoleculare.

Ca orice domeniu al stiintei, bineinjeles c@ gi chimia supramoleculari are un trecut.
Ridécinile ei au fost trasate in sec.al 19-lea cind Paul Ehrlich [5] introduce notiunea de
receptor deoarece considerd ci nici o moleculd nu poate actiona daca nu este legatd Corpora
non agunt nisi fixata. Dar legarea trebuie sii fie selectivd, nojiune enuntatd de Emil Fischer [6]
in 1894 §i devenitd celebrd ca notiunea lacdt-cheie, notiune care implicd complementaritate
geometricl §i care constituie baza recunoasterii moleculare. Apoi, A. Werner [7] introduce
nofiunea de coordinare §i astfel chimia supramoleculard devine o generalizare a chimiei de
coordinare. Odatd cu aceste trei concepte fixare, recunoastere si coordinare fundamentele
chimiei supramoleculare au fost puse. Asociatiile moleculare au fost recunoscute si studiate
de a lungul timpului §i termenul de Ubermolekiile a intrat in istoria chimiei la mijlocul anilor
"30 pentru a descrie entitdfile unei organizéri (cum ar fi dimerii acidului acetic) rezultind din
asociajia speciilor coordinativ saturate.[8-10] De asemenea organizarea supramoleculari are
un‘rol important in biologie [11]. in incercarea sa de a defini cdt mai elocvent nofiunea de

chimie supramoleculard Lehn [1] citindu-l pe Roland Barthes [12] Le langage est une
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législation, la langue en est le cod, specifica faptul cd chimia este o legislajie iar cuvintele
care nominalizeaza forma obiectelor sale reprezinta codul, acestea dand accesul la domeniul
specific de studiu.

Dupi cum este binecunoscut, acest domeniu a inceput o datd cu legarea selectiva a
cationilor metalelor alcaline cu liganzi macrociclici §i macropoliciclici naturali [13-15] si
sintetici cum ar f{i eterii coroand [16, 17] si criptanzii [18-21]. Chimia recunoasterii
moleculare este cea mai importantd parte a chimiei Aost-guest (gazda-oaspete).[22] Conceptul
si termenul de chimie supramoleculard a fost introdus in 1978 [23] fiind definit ca chimia
ansamblurilor moleculare si a legaturilor intermoleculare.Componentii unei supermolecule
sunt receptorul molecular si subsiratul. Aceastd terminologie este similard cu interaclia
receptor-substrat din sistemul biologic. FFunctiile de baza ale speciilor supramoleculare sunt:
recunoagterea moleculard, transformarea si translocarea. Chimia supramoleculard poate fi
divizatd in doud panti (i) studiul supermoleculelor definite ca specii oligomoleculare rezultate
din asocierea intermoleculard a unui receptor si unul sau mai multe substrawuri bazate pe
principiul recunoasterii moleculare si (ii) studiul ansamblurilor supramoleculare rezultate din
asocierea spontani a unui numdr mare de componenfi intr-o fazd microscopici cu
caracteristici macroscopice dependente de natura sa (strat, membrana, vezicula, micela, faza
solida, etc.)

Speciile supramolecularc sunt caracterizate atit de aranjamentul spatial al
componentilor lor, mai bine spus arhitectura lor sau superstructura precum §i de natura
legaturilor intermoleculare care (in impreund componenfii supermoleculei. Proprietatiile
structurale, conformationale, termodinamice, cinetice §i dinamice sunt bine definite. Fortele
intermoleculare ce caracterizeaza speciile supramoleculare sunt mai slabe decdt legiturile
covalente deci, aceste specii sunt din punct de vedere termodinamic mai putin stabile, cinetic
mult mai labile, iar din punct de vedere dinamic mult mai flexibile decat moleculele. Astfel,
dupd cum spune Prof. Lehn [1] chimia supramoleculard opereazi cu legdturi blande si
reprezintd o chintie bldnda (soft chemistry). Se 'disting diverse tipuri de legaturi slabe,
necovalente utilizate in chimia supramoleculard: interactii electrostatice, legaturi de hidrogen,
forte van der Waals, interactii donor-acceptor, etc.

Procesele de inalta selcctivitale ale recunoagterii moleculare se bazeaza pe natura
stereochimicd a compusilor. Astfel, stereochimia supramoleculard se extinde de la
supermolecule la ansambluri polimoleculare. Aranjamentul spatial diferit al componentelor
unei supermolecule conduce citre stereoizomerii supramoleculari. Interconversia lor va

depinde de natura interactiunilor dintre componenji. de variatia cnergiel interacyiei
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intermoleculare cu distanta §i unghiurile corespunzatoare. Astfel, similar studiului interactiilor
intermoleculare existd o analizd conformationald intermoleculard. Aspectele specifice
chiralitaii supramoleculare privesc discriminarea chirala in legatura receptor-substrat precum
si enantiomerii supramoleculari si ansamblurile supramoleculare.

Desi speciile anionice joaca un rol important in chimie §i biologie datoritd compusilor
sdi pe care ii pot forma, ele nu au fost mult studiate in literatura de specialitate comparativ cu
posibilitafile de complexare ale cationilor metalici sau a unor compusi in formi cationica.
Substraturile anionice prezinti diferite forme sau geometrii §i anume: sferici, liniari , planari,
tetraedrici §i octaedrici. Dezvoltarea chimiei coordinative a anionilor §i a moleculelor
receptoare de tip anion a deschis posibilitatea realizarii catalizei moleculare a substratelor
anionice de interes chimic §i biochimic, cum ar fi adenozintrifosfatul (ADP). Hidroliza ATP
poate fi catalizatd de anumite poliamine macrociclice protonate. In particular, [24]-N;0,, 1,
leagd puternic ATP si accelereazi hidroliza sa citre ADP si a fosfatului anorganic pe un

domeniu larg de pH.
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2.1.2. Recunovasterca moleculara

2.1.2.1. Principiul recunoayterii moleculare

In principal, tecunvagterca noleculard consta in selectarca de cauie guzdd a anumiton
molecule  vaspere  Principiul  injelegerii  domeniului - chimiei  guzdd-vaspete {ormcaca
fundamentul recunoagteni moleculare, aspect importam in transportl biologic selecuy,
activitatea medicarnentelor §i funcjionarea enzimelor. Recunoagierea moleculard reprezina
baza chimici supramoleculaie, domeniu inijiat, aga cum ain mai spus mai sus, in sec.al 19-lca,
odata cu introducerea conceptelor de receptor, recunoagtere si coordinare de caue Ehrlich | 5]
Fischer {6] si Werner [7]. Cand substratul este o specie chimic@ organicd sau anorgauica,
recunoagterea este expresia stabilitagii si selectivitdfii complexului speciei respective cu
liganzii organici §i depinde de geometria ligandului 5i de legdturile existente.

In ultimile uei decade s-au sintetizat o serie de receptori moleculari de geomettis
diferite capabili de a torma complecsi selectivi cu compusi corespunzitori (specii organice.
anorganice) prin legawuri de hidrogen, interactii ionice sau/§i interacfii hidrofobe (efecic dc
solvatare). Aceste forfe, care contribuie la stabilizarea complecgilor formafi intre gazda i
oaspete sunt de naturd necovalentd. Ingeniosul concept definit de Fischer [6] schluss
schliissel-prinzip referindu-se la enzima §i substrat isi gasegte rapid aplicarea in biochimie
(membrane biologice), chimie, dar ceea ce este mai important este faptul ci stabileyic
posibilitatea realizarii unei punji intre chimie, stiinja viegii §i gtiinja materialelor precum i
transformarea conceptelor biologice in modele statistice [24-26).

Deoarece chimia coordinativd s-a ocupat exhaustiv de formarea complecyilos
liganzilor organici sau anorganici cu ionii metalici tranzifionali §i numai exemple imprégtiate
de complecsi ai cationilor alcalini au fost studiafi, situatia s-a schimbat in totalitate in jurul
anilor '60 odata cu descoperirea intr-un timp foarte scurt a trei clase de liganzi organici
capabili sd formeze complecsi stabili i selectivi cu cationii alcalini gi alcalino-pamamosi

Cea mai cunoscuta clasd de compusi utilizatd in studii lacat-cheie au tos
ciclodextrinele [27]. Acestea au cavitdji hidrofobice De exemplu, a-ciclodextrinele formeaza
complecsi de incluziune cu clorbenzenul dar nu cu brombenzenul. Numeroase modele
enzimatice stau la baza acestui prineipiu.

Recunoagterea moleculard a unor specii biologice relevante la mvel molecular
constituie o noud si dinamica branga a chimiei organice Astfel au [ost sintetizafi noi recepton
pentru aminoacizi, nucleotide [28] si carbohidrai [29] Recunoasterea moleculara bazata pe

legaturi de hidrogen a fost cel mai adesea studiatd in medii neapoase. in timp ce apa sau
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amestecul apa-metanol sunt folosite pentru studiul unor nucleotide polare sau aminoacizi ca

substrat pentru care interactiile electrostatice joacd un rol impontant (30, 31]
2.1.2.2. Recunoasterea moleculara in solven{i organici nepolari

Procesele in organismele vii se bazeaza in principal pe interacjiile necovalente care
sunt in acest fel responsabile de diferitele structuri ale moleculelor biologice §i de asemenea
de transformarile chimice care conduc organismele spre replicare.

Desi au fost studiate o varietate de interacjiuni privind recunoasterea moleculari a
unor compugi in mediu de solventi organici , de departe cea mai des intdlnitd legatura este
legatura de hidrogen. Aceastd legaturd este dominantd in marea majoritate a sistemelor de
recunoagtere solubile in solvenji organici. Cel mai cunoscut exemplu de recunoagtere
moleculara prin formarea a trei legaturi de hidrogen (figura 2.1a) este cel al receptorilor
sintetici de tip eter coroana sau aza eter coroana cu ionii primari de amoniu [32-35]. In figura
2.1b este prezentat complexul dintre L-triptofan §i un receptor enantioselectiv pentru a-

aminoacizii aromatici. [36]

CQ:E_U)

a) h)

Yigura 2.1. a) Formarea a rei legdturi de hidrogen, b) Reprezentarea schematica a

complexului ligand macrociclic-ion primar de amoniu.

Recunoagterea ortogonalad a celor trei grupuri de legaturi (amoniu-eter coroand, carboxilat-

guanidinium i interacfii ‘de naturd -7 dau posibilitatea recunoasterii selective a |.-
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aminoacidului caie in acest fel este extras in totalitate in CHCly din solujia apoasa de amesicee
jacemic In timp ce moleculele mici de eteri corond sau aza eteri COT0aNa recunvse gruput
funcjionale individuale, polimacrociclici pot recunoagte molecule. Still si colaboratorit [37]
studiaza recunoagterea peptidelor cu receptori macropoliciclict in care interacfiile dintic
acestea se realizeaza prin legaturi de hidrogen. '

Deci, pentru a infelege §i ulterior pentru a simula procesele lbio_lugice trebute
cunoscutd modalitatea de a controla aceste forje §i apoi de a sintetiza nu numai molecule
(definite de legaturi covalente) ci supermolecule in care forfele intermoleculare sunt de natwa
necovalemd Astfel receptorul biciclic din schema 4 [38, 39] complexeazi selectiv aminoacizi

derivatizaj.

H N—-H

| Q g ‘g.*
NU% =

In cazul in care receptorul confine unitdfi bis(acilamino)piridinice, acesta leaga giupari
cairboxilice libere prezentate in schema 8. Compusul 4 complexeaza acizi carboxilici simpli
dar formeaza complecsi §i cu a-aminoacizi cu N-derivatizat §i de asemenea cu C terminal al
peptidelor

Datoritd importantei deosebite a recunoasterii acidului nucleic pentiu  biologia
moleculard, nu este surprinzitor faptul c& nucleobazele au atras interesul chimiei
supramoleculare Receptorul bis(acilamino)piridind a carui fintd este 9-butiladenina realizeaza
complexul 6 cu acesta prin legdturi de hidrogen si interactii 7-.

C omplexul format are o constantad de asociere K, = 3200 M in CDCly  Receptorul
nis(catecol) 7 avand 6 grupain de legaturi de hidrogen donoare poate interactiona cu legitirile
i %

https://biblioteca-digitala.ro / https://www.iini.ro



centrale ale unut substiat curcspunzator. ln gencial, acesta este tolosit pentiu recunoasterca
unor molecule polate mict in taze lipolilice Astlel acest receptor este capabil de a solubiliza
el nucleobaze (citosina, guanina §i adenina) in CHyCly ca §i pterina, melamina §i 2,6-

diaminoputina [40].

R=C}L,Ph
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Receptorul molecular 8, care congine in stiuctura sa la fel ca §t receptorul 7, unitap Jo
actlaminopiridind recunoagte selectiv compugi de tip barbiunic  Complexul tormat intie
receptorul 8 si baibital (K, =250 000 M! in CH2Cly) a fost studiat in state cristalna prin
ditracyie de raze X [41]
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Interacpiile  metal-ligand  repiezinta  un  tip deosebit de legaturi in  chimia
suptamoleculaid cu un potengial inare de aplicajii in sinteza receptorilor moleculari. Cel mai
comun lp de lcg;ﬁlurﬁ metalica aflatd in receptorii moleculari utilizaji in recunoasterea
moleculara este cea de Zn-porfirind. Aceyti receptori au in structura lor grupari cu proprietayi
spectroscopice, ca de exemplu grupdri cromofore facdnd posibila investigagia in UV sau
investigajii in RMN. in schemele 9, 10, 11 sunt prezentafi cifiva receptori moleculari de tip
Zu-portirind care manifestd selectivitate pentru compusii de interes biologic. Astfel porfirina

8 a fost studiatd ca receptor pentru esterii a-aminoacizilor.[42].

H O
|
H]/ o
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yosof by ‘i
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R - 215()
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2.1.2.3 Recunoasterea moleculara in medii neapoase

Compusul 9 are capacitatea de a extrage o insemnatd varietate de carboxilaji de tip 10
din solugii apoase in cloroform cu semnificatie enantioselectiva [43]. Un bun receptor pentiu
carbohidrati §i polioli este compusul Zn-porfirina, prezentat in schema 11 in cazul acestuj
compus adifia moleculelor de metanol sau apd imbundtdtesc calitatea de receptor pentru

compusi piranozinici [44].

2.1.2.4 Recunoasterea molecularfi in medii apoase

Spre deosebire de mediile nepolare, recunoasterea in medii apoase este in general
caracterizatd de interagili hidrofobice. Ca receptori specifici acestui tip de interacgii sunt

ciclodextrinele i calixarenele solubile in apa. Ciclodextrinele, 12, au contribuit §i contribuie

la dezvoltarea chimiel gazda-oaspete in solutii apoase [45-47].

N %

780

12

Cucurbiturilul, 13, este considerat un receptor interesant [48] care se obfine printr-un

procedeu simplu din 6 molecule de glioxal §i 12 molecule de uree si formaldehida.

22

https://biblioteca-digitala.ro / https://www.iini.ro



13 I4

o
,

O
o

4

o

15

16

NHy "

in solujii apoase acide acesta manifestd o puternica afinitate fajd de anumiti ioni

de alchilamoniu, care isi plaseaza grupurile lor alchil in interiorul cavitatii
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hidrofobice prin interactii hidrofobice [49-53] Ca oaspeti ai acestui receptor se pot enumera



compusii urmatori : ciclopentilmetilamoniu, 14, bis(amoniu), 15 i spermina protonatd, 16, ale
carei patru grupdri amoniu pot deveni participante la legaturile de hidrogen cu receptorul.

In cele de mai sus au fost prezentaji cafiva dintre receptorii macrociclici care prezintd
interes pentru recunoagterea moleculara biologica. Acesti receptori sunt in particular apropiafi
de naturd avdnd in structura lor unitdji de naturd@ biologicd sau similard sistemelor biologice
sau capacitatea de a recunoagle compusi de naturd biologica. Un alt grup interesant de
receptori este grupul vancomicin de antibiotice cunoscut ca un grup de produse naturale
macrociclice a cdror activitate se datoreaza proprietafilor lor de receptori moleculari. In

schema 17 este prezentata structura valinomicinei.

2.1.3 Aspecte termodinamice si cinetice ale complecsilor liganzilor

macrociclici cu diferite specii moleculare

Descoperirea de cétre Pedersen [16, 17] a polieterilor macrociclici §i sinteza de catre
Lehn [18, 19] a aminopolieterilor corespunzitori a condus citre numeroase investigatii in
chimia acestor compusi. In primul rind s-a studiat infelegerea comportamentului acestor
compusi cu speciile ionice in particular cationii alcalini §i alcalino-pdmantosi ca §i ionii de
amoniu.

in principal, stabilitatea eterilor coroan cu ionii metalici este guvernata de o serie de
factori cum ar fi : (i) marimea relativa a ionilor metalici §i cavitatea eterilor coroand; (ii)
sarcina electricd a ionilor metalici, (iii) tipul, numarul i amplasarea heteroatomilor in inelul
eterului coroand, (iv) flexibilitatea conformationala a inelului eterului coroand, (v) interactia
ion-solvent [54]. '

Efectul chelat al liganzilor aciclici a fost extins la efectul macrociclic si criptat definit
de proprietdti speciale (incluziunea substratului, stabilitate mare, selectivitate mare, viteza
scdzutd de schimb, protectie fajd de mediu) prezentate de liganzii macrociclici gi complecsii
lor cu ionii metalici. Acest efect este de naturd entalpicd si entropica. -

Studiul stabilitafii si selectivitdjii complecsilor liganzilor macrociclici cu diversi
cationi sau anioni formafi prin interactii necovalente intre receptor (K) si substrat (S) este
abordat tinind seama de constanta de stabilitate (K) a acestora precum si de dalele

termodinamice corespunzitoare , entalpia (AH) si entropia (AS).

Astfel conform ecuatiilor 2 | i 2.2 se definegle constanta de stabilitate :
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K= k. (2.2)
kd

unde ks este constanta vitezei de complexare sau de formare a complexului iar k4 este
constanta vitezei de disociere a complexului.

Paradoxul transportului prin membrand este acela cd un transportor ar putea avea in
mod optim, proprietdti diferite in fiecare din cele trei regiuni chimic diferite (faza sursi,
interiorul membranei i faza receptoare). La interfaja membrand / faza sursi legarea trebuie sa
fie rapidd §i puternica deci o valoare a lui k; mare. In interiorul membranei hidrofobice
cationul trebuie s fie puternic legat astfel incét constanta de stabilitate s fie mare. In final la
interfaja membrand / faza receptoare, k; trebuie s3 aibd valoare mare pentru a avea loc
decomplexarea. in mod evident aceste conditii nu sunt ugor de realizat astfel incat apar cateva
compromisuri in ceea ce priveste puterea de legare §i dinamica fiecérui transportor [55].

Constantele de stabilitate (Jog K) precum si parametrii termodinamici AH §i TAS
pentru complecgii aminelor protonate §i neprotonate cu 15-coroand-5, 18-coroand-6 §i benzo-
18-coroand-6 1in diversi solventi organici ca metanol, acetonitril i propilencarbonat au fost
studiaji de cdtre Buschmann §i colaboratorii [56-59]. Constantele de stabilitate §i datele
termodinamice prezentate in tabelul 2.1 pentru aminele protonate gi neprotonate cu 18-
coroand-6 in metanol au fost determinate utilizand tehnica titrarii calorimetrice. Au fost
studiate amine primare, secundare §i terfiare [56, 58, 59] atdt din seria alifatica cdt §i din seria
aromatica. in acest caz se constatd cd legdturile de hidrogen formate intre ionii de amoniu
pentru aminele primare §i 18-coroand-6 nu influenjeazd formarea complexului in solutie si
acest lucru este evidentiat de faptul cd valorile entalpiei sunt aproape identice. Situatia este
complet schimbatd privind aminele primare comparativ cu cele secundare §i respectiv
terfiare. Desi valorile Jog K nu se schimbd foarte mult valorile entalpiei §i entropiei se
schimba dramatic astfel incét valorile AH se apropie de zero §i formarea complexului este
favorizat de efectele entropice.

Comparand rezultatele pentru n-, sec-,si ferf-butilaming, valorile variafiei entalpiei
scad §i ale entropiei cresc.Acest efect nu poate fi explicat prin numdrul de legdturi de
hidrogen formate intre amine si ligand deoarece el trebuie s@ fie constant Explicafia se
datoreaza faptului c@ diferjtii substituienti influenteaza densitatea electronicd a atomului de

azot Aceasta interpretare a fost confirmatd din datele obtinute in reactia aniliniei cu 18-
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coroand-6. In cazul aminelor secundare §i terjiare, structura substituienjilor nu au o influenjd

prea mare asupra variajiei entalpiei. In acest caz efectele sterice sunt cel mai important factor

care influenjeaza puterea interactiilor intre ligand §i amina.

Tabel 2.1. Constantele de stabilitate (log K, K in M Y) si parametrii termodinamici AH yi 1AS

(in kJmol **) ai complecyilor diferitelor amine cu 18-coroand-6 in metanol la 25 %

Amine Log K - AH 17AS
n - C4HsNH; 2.60 £ 0.05 315403 -16.7£0.6.
n - C4HgNH,' 3.95 £0.06 443+0.1 -2194£05
sec - CyHsNH, 2.40 £ 0.01 19.2£0.2 - 56%03
sec - C4HyNH,' 3.38+0.08 415102 -223407
tert - C4HsNH; 2.46 £ 0.05 127+ 1.3 13+1.0
tert - CsHyNH,' 2.55+0.03 444 £3.1 -299+28
(n - C4Ho);NH 251 £0.06 20103 123£06
(1 - CsHg)NH,' 237+02 27402 108403
(n - C4Ho)sN 2.58 +0.04 23104 124 +0.7
(1 - C4Hy)NH' 2.28 £ 0.03 55404 75406
CeHsNH; 2,52 £0.02 16107 127£06
Ce¢HsNH,' 3851021 416103 -197+08
CsHsCH;NH; 2.46 £ 0.02 225403 - 86103
CoHsCH,NIT;' 437+0.17 477109 -229+18
4 - CI,CeHsCH;NH, 2.54 £ 0.01 238 £0.4 - 94104
4 - CH3CeHsCH,NH,' 3.86 £ 0.01 494102 275403
Col1sCH,NHCH; 2.47 +0.04 12403 12809
CeHsCH,NH(CIT3)' 243 +0.08 36107 11.0£05
CsHsCHzN(CH,), 2.51+0.01 21109 122109
CeHsCH,NH(CH;),' 33+09

252 £ 0.0l

11.2+1.0

Constantele de stabililate, entalpiile i entropiile procesului de complexare (Tabel 2 )
ale unor liganzi macrociclici cu o serie de aminoacizi au fost de asemenea delermnale

utilizénd titrarea calorimetricd avand ca solvent metanolul |35, 59|
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Tibelul 2.2, Constanicle de stabilitate (log K, K in M) yi parametrii termodinamici AH i

1A (in kJmot ') ar complecsilor wor aninoucizi cu 18-coround-6 yi criptandul (2.2.2/ in

metanol la 25 °C [35]

Amninoacizi Parametri 18C6 [2.2.2]
L-a-Ala log K 3,24 £ 0,01 3,11 £0.09
-AH 46,2126 16,9+ 0,8
1AS -27,8 12,7 1,6 £1,2
L-Cys log K 3,28 £0.02 3,091+0,12
—-AH 44,1 £ 4,6 25,2+3,1
TAS -25,5+4,7 -1.7+3,7
Gly log K 3,68 £ 0,09 3,20+ 0,08
-AH 49,8 +2,1 51,0£29
ras -28,6 £ 2,7 -328+34
L-1le log K 2,98 + 0,05 3,22 £ 0,05
-AH 53,6 £0,5 16,6 £ 0,7
1AS -36,7+0,8 1,7+1,0
L-Leu log K 3,14 10,02 372 +003
-AH 49,0 £0,3 14,6 + 0,9
1rAS 31,1205 40+ 1,0
L-Met log K 3,23 £ 0,01 3,21 £0,04
-AH 454+ 1,9 16,8 + 1,1
148 -27,0+£2,0 1,5+1,4
L-Phe log K 3,18+£0,01 3,26 £ 0,02
- AH 31,3+08 12,0+ 0,9
148 -13,2+0,9 -6,5+1,0
L-Trp log K 3,19£0,09 3,22+ 0,04
~-AH 41,1 £3,7 11,8 1,1
[FiNY -229+43 6,5+1,3
l-1al log K 2,99 + 0,09 3,26 £ 0,02
~AH 32,2109 1n,3+13
raAs -152+ 1,4 7214
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De remarcat este faptul cd nu sunt variafii mari ale energiei de complexare pentru
diversi aminoacizi cu 18-coroand-6 si criptandul Kryptofix [2.2.2], [35,59], acest fapt
conducdnd la remarcabile efecte ale compensdrii entalpie-entropie. Astfel procesul de
complexare al aminoacizilor cu 18-coroand-6 este din punct de vedere entalpic stabil (valori
mari §i negative ale A/ i nefavorabil entropic (valori negative ale AS). Astfel acest proces
este controlat entalpic. Complexarea aminoacizilor cu criptandul [2,2,2] (exceptand citiva
aminoacizi, inclusiv glicina) este favorizat de efectele entalpice si entropice (Tabelul 2.2).
Diferenta intre valorile entalpiilor complexarii aminoacizilor cu eterii coroana faja de cele ale
aminoacizilor cu criptandul [2.2.2] poate fi atribuita caracteristicilor structurale diferite ale
celor doi liganzi. Aceastd diferen{a este in principal datd de variajia tariei interacfiei intre
moleculele oaspete si liganzi. Interacfiile complecsilor aminoacidului cu 18-coroana-6 sunt
reprezentate prin trei legdturi de hidrogen si trei legaturi electrostatice N' . . . O (Figura 2.2,
a,b). In cazul complecsilor cu Kryptofix [2.2.2], doi din cei trei hidrogeni ai gruparii - NH |

sunt prea departe de atomii de oxigen ai criptandului pentru a forma trei legdturi de hidrogen

- o) o)
O\CK/O \(i://
I H—-C—R
=l R
(\0 /—|_\,0 /Q-, p +:N~\ O )
-._'-”'-l-',!__' ".' \“ H
,—"T:‘// \‘\H'“‘“O N H N N

a) b)
Figura 2.2
@) Reprezemtarea schematica a complexului unui aminoacid cu 18-coroand-6;

b) Reprezentarea schematicd a complexului unui aminoacid cu criptancul [2.2.2]

2R
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Modelul computerizat aratd formarca unei legaturi de hidrogen §i doud legaturi
electrostatice pentru complexul aminoacidului cu Kryptofix [2.2.2]. Aceasta poate fi atribuita
efectelor sterice care reduc abilitatea criptandului de a interactiona in intregime cu
aminoacidul. De mengionat faptul c@ §i variafia entalpicd corespunzatoare complexarii
aminoacidului cu criptandul [2.2.2] este mai mica decdt in cazul complexarii aminoacidului
cu 18-coroand-6 in acelasi solvent. In cazul acestor complecsi nu trebuie neglijat efectul
datorat restului aminoacidului, de exemplu aminoacizii cu grupdri -OH, -SH pot forma

legaturi de hidrogen adifionale care influenteazi stabilitatea complexului.

https://biblioteca-digitala.ro / https://www.iini.ro



2.2. Tipuri de membrane lichide

2.2.1. Membrane lichide in strat gros

Ideea realizarii unor separdri in sistem trifazic utilizind membranele lichide nu este
noud. Totusi, studiul unor noi metode de punere in contact a celor trei faze in scopul obfinerii
unor separari performante a cunoscut o reald crestere in ultimii 20 de ani. Posibilitatea utilizarii
unui spectru larg al interactiilor specifice in membrand pentru obtinerea unor separari selective
si a unor fluxuri de mas3d mari constituie unul dintre argumentele pentru care membranele
lichide au atras atentia cercetatorilor.

Termenul general utilizat pentru transportul cantitdfii de masd prin membianclc
neporoase sub actiunea unui gradient de concentratie este de permeatie. Daci permeantii din
faza sursd sunt deosebiti in cealaltd parte a membranei intr-o fazd de vapori~ operafia este
numitd pervaporizare. Dacid permeantii din faza sursd sunt transportati printr-o membiana
(polimericd sau lichida) i desorbiti Intr-o faza acceptoare Iichi_dé, aceastd operatie se nuniesic
pertracfie. Acest termen deriva din cuvantul latin per-trahere prin analogie cu termenul de
extracfie care derivd de asemenea din cuvantul latinesc ex-trahere.

In timp ce extractia cu solvenii este un proces de echilibru pertraciia este guvernata dc
cinetica transportului prin membrana. 1In general grosimea membranelor lichide are ordinu! de
mérime cuprins intre 10” - 102 m. "

Dispozitivele in care se realizeazd sistemele membranare lichide sunt de diverse
geometrii. Primul sistem membranar a fost realizat in 1961 de cdtre Schulman [56] si este

cunoscut sub denumirea de puntea Schulman (figura 2.3).

FAZA SURSA (1) FAZA ACCEPTOARE (2)

;—'—-——_w\\“ —— em—— — - -_—

MEMBRANA LICHIDA (m)

- e e e w————

Figura 2.3 Dispozitiv cu membrand lichida tip Schulman
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Membrana este constituitd dintr-un solvent organic nemiscibil cu apa care separd faza apoasa
sursd de faza apoasd acceptoare. In solventul organic se gdseste dizolvat transportorul care
asigurd transportul componentilor prezenti in faza sursa catre faza acceptoare in scopul izolarii
sau concentrani acestora. In majoritatea cazurilor dispozitivele sunt prevazute cu sisteme de
agitare care mdresc viteza procesului de transport. Celulele in care se realizeaza sistemele
membranare lichide pot avea geometrii diverse in formad de U, H,W, incinte semicilindrice,

incinte cilindrice concentrice, bariere care separa fazele, etc. (figura 2.4).

a a
Figura 2.4 Celule utilizate pentru realizarea membranelor lichide. 1-fuza sursa; 2- faza

acceptoare; m- membrana; a- agitator.

In realizarea sistemelor membranare lichide un factor important il constituie forma geometrica
a celulelor care trebuie corelatd atat cu asigurarea unei suprafeje optime de contact intre faze
cat §i cu asigurarea unui regim conventional eficient. Natura solventului membranar afecteaza
procesul de separare al speciilor chimice. Sunt folosifi in general acei solvenii care asigurd un
domeniu larg de concentratie pentru transportor si favorizeaza un anume grad de disociere a
perechii ionice formate. In literatura de specialitate sunt prezentate studii ale influeniei
solventului membranar asupra procesului de separare a speciilor chimice [57-60). Eficienfa
solventului in sistemul de transport se poate aprecia valoric cu ajutorul constantei de repartifie
a transportorului intre apd §i solvent si al constantei dielectrice. Dintre cei mai adesea solventi
utilizaji in sistemele membranare se pot mentiona: cloroformul, 1,2-dicloretanul, tricloretanul,
tetracloretanul, clorura de metilen, benzenul, etc.

La scard pilot sau industriald se folosesc dispozitive mai complexe cum ar fi

‘periractoare in film sau pertractoare disc-rotativ [61,62] (figura 2.5).

1
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)

Figura 2.5. Dispozitive industriale in strat gros; a) pertracior film; b) pertractor disc

rotativ; c) pertractor fibre capilare. S- fazd sursa; A-fazd acceptoare, M-membrana lichida.

2.2.2. Membrane lichide imobilizate

Fluxul transportului prin membrane lichide §i selectivitatea separdrilor sunt influenfate
de o serie de factori fizici (viteza de agitare a fazelor, temperatura) §i chimici (structura
transportorilor i a substratului, reacjii chimice de complexare si decomplexare la interfejele
fazelor, natura solventului, gradienti chimici (pH, pX, potential redox, etc.).

O mirire a fluxurilor de transport a fost ob{inutd prin reducerea grosimii metnbranei (a
stratului de solvent organic) prin imobilizarea acesteia pe suporturi poroase inerte sau intre
doui suporturi neporoase (tip sandwich) care sunt permeabile (figura 2.6). Principala problema
in aplicarea membranelor lichide imobilizate este datd de timpul de functionare al lor. In unele

cazuri acesta poate fi crescut prin umplerea porilor suportului cu un gel [63].

>
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Figura 2.6. Membrane lichide imobilizate,
a - pe suport polimeric poros; b - tip sandwich; ¢ - fibre capilare.
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Prmele suporturi utilizate pentru realizarca membranelor lichide imobilizate au fost objinute
din policlorurd de vinil apoi din propilend si derivaii fluorurafi ai acesteia [64] care prezinta o
buna stabilitate fajd de solventii organici. Diametrul porilorsuportului este, in general , cuprins
intre 0,02 yi | pm iar grosimea de ordinul zecilor de pm. Suportii membranari sunt caracterizafi
fizic prin porvzitate §i tortuozitate. Porozitatea reprezintd raportul dintre volumul total al
porilor §i volumul suportului. Tortuozitatea este raportul dintre lungimea medie a porilor i
grosimea suportului. Eficacitatea unui suport membranar este cu atdt mai mare cu cal
porozitatea este < | si cu cdt tortuozitatea este > 1.

S-au realizat doua tipuri de membrane lichide imobilizate §i anume : membrane lichide
supurtate sub forma de strat subfire §i membrane lichide suportate sub forma de fibre capilare
(figura 2.6,¢).

In cazul membranei lichide suportate sub form3 de fibre capilare, faza acceptoare este situala in
exteriorul fibrei iar faza sursd circuld prin interiorul acesteia. Membranele lichide imobilizate
sub forma de strat subfire se utilizeazd i pentru separarea amestecurilor gazoase Pentru
realizarea sistemelor membranare de tip sandwich se utilizeaza cauciucul siliconic §i polimerii
fluorocarbonici. Intre suportul §i solventul membranei trebuie s3 existe o compatibilitate in
ceea ce priveste caracterul hidrofob si solubilitatea. Ca solven{i mai des utilizafi in realizarea
membranelor de acest tip se pot enumera: cloroformul, diclorbenzenul, toluenul,

fenilhexanul etc [65].

2.2.3. Membrane lichide emulsionate

Li [66,67] realizeaza primele membrane lichide emulsionate in 1968 Contribuijii
unportante la dezvoltarea acestora sunt aduse in continuare de Cussler si colaboratorii sai
(68,69]. Aceste membrane prezintd un real interes industrial datorita suprafefei mare de contact
care se poate realiza intre faze, acest aspect conducand la obginerea de fluxuri mari si deci
separdri eficiente. Inifial aceste membrane au fost utilizate pentru extractia metalelor grele dar
in continuare ele gi-au gasit numeroase aplicafii analitice cat §i industriale.

Pentru realizarea acestor tipuri de membrane se formeaza pentru inceput o emulsie intie
sulventul membranar §i una din fazele apoase de obicei faza sursd care contine specia chimica
supusa transportului. In solventul membranar se gdseste evident transportorul, deci specia
chimica care controleaza permeabilitatea si selectivitatea membranei. Diametrul picdturilor in
emulsie este cuprins intre 0.1 si 10 pm Emulsia obfinuta este stabilizatd cu ajutorul unui agent
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tensioactiv adecvat §i apoi dispersatd in faza apoasd acceptoare. Intr-un astfel de sistem, faza
sursd este separatd de faza acceptoare la nivelul a numeroase globule de lichid membranar care
includ in interiorul lor.picﬁturile de faza sursd. Se poate realiza de asemenea §i sistemul invers
in care faza acceptoare este inclusa in picdturile de emulsie care suint dispersate in faza sursa
din care se separd specia de interes. Faza apoasa acceptoare §i emulsia formata intre faza sursa

§i lichidul membranar se separd prin spargerea acesteia (figura 2.6).

globula surfactant

Figura 2.7 Membrand lichidd de tip emulsie

Membranele lichide emulsionate prezintd numeroase aplicatii atdt in scopuri analitice pentru

separarea §i purificarea diferiilor compusi chimici sau biologici cét §i la nivel industrial [70,71].

2.3. Influen{a parametrilor fizico-chimici asupra transportului prin

membrane lichide

Echilibrele de repartiie intre faze in cazul sistemelor membranare sunt influentate de o
serie de factori fizici gi chimici care acfioneaza la ambele interfefe. In general principalii factori
care influenjeazli echilibrele de repartitie intre faze atdt in cazul extractiei cu solvent precum si
in cazul transportului prin membrane lichide sunt: structura receptorului utilizat ca extractant
sau transportor, natura speciei extrase sau transportate, natura anionului utilizat pentru
formarea perechii de ioni §i natura solventului. Proprietdfile termodinamice ale complexului
receptor-substrat (stabilitate, entalpie §i entropie) prezinta de asemenea o importan{d deosebita
asupra proceselor de transfer §i transport [72]. Proprietdtile cinetice cum ar fi viteza de
complexare §i decomplexare a complecsilor la interfefe joacd un rol important nu numai in

determinarea stabilitatii complecsilor formafi cdt si in viteza de transport a aceslora prin
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membranele lichide. Concentrajia speciilor in faza sursd influenjeazd de asemenea
extractibilitatea acestora in membrand si evident viteza transportului. Geometria celulei in care
se realizeaza transportul influenfeaza la randul ei viteza de transport a speciilor. Transportul
speciilor chimice prin membrane lichide la interfaja fazd sursdi/membrana se poate defini

conform echilibrului urmator:
(€), +(1), +(47), = (CLa), 23)
unde C' - specia transportatd;, L - transportorul, A" - anionul de cuplaj, iar indicii s §i o
reprezintd faza sursd §i respectiv faza membranard. Acest echilibru este caracterizat de
constanta de extractie :
[cLa],
[e 1214,

In sistem se pot stabili gi alte echilibre caracterizate de constantele de echilibru

K, = (2.4)

corespunzatoare. Apoi:

(CLA), & (CLA)

os oa (25)
in care indicii 0s §i oa reprezinta interfafa membrand/faza sursd §i respectiv membrand/faza
acceptoare, sugereaza transportul prin membrana organicd. In final la interfata cu faza

acceptoare are loc un proces de decomplexare ilustrat prin ecuatia de mai jos :
(cL4), o (c) +(47), +(L), 2.6)

in care u reprezinta faza apoasd acceptoare.

2.3.1. Influenta constantei de stabilitate a complexului substrat-

receptor asupra tranSportului

Constanla de stabilitate a complexului format intre specia de transportat (substrat) si
ligandul (receptor) care realizeaza transportul prezintd o importan{d deosebitd in obfinerea unui
tansport eficient §i selectiv. Cunoagterea atat a constantei de extracfie a complexului studiat,
A.. cat gi a constantei de stabilitate K, este esentiald in modelarea procesului de transport prin
membrane lichide. De exemplu in cazul transportului aminoacizilor prin membrane lichide
utihzand liganzi macrociclici ca transportori existd un proces controlat de difuzie [73,74] Din
studiile prezentate in literatura de specialitate se constatd ca transportul complecsilor prin

membrane lichide depinde de valoarea constantei lor de stabilitate B In general pentiu viteze
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de transport optime prin membrane sunt necesare constante de stabilitate optime. Astfel o
valoare mare a constantei de stabilitate a complexului substrat-receptor poate impiedica
desfacerea acestuia la interfaja membrand/faza acceptoare. De asemenea, daca in faza sursa se
gasesc doud sau mai multe specii in prezenfd, specia care are o constantd de stabilitate mai
mare cu receptorul blocheaza transportul astfel incat celelalte specii vor fi transportate cu o

vitezd de transport mai mica [75-78].

2.3.2. Influenta anionului de cuplaj

Transportul speciilor chimice sau biologice prin membrane lichide utilizind liganai
macrociclici ca transportori este influenjat de natura anionului care fnsofeste complexul
receptor-substrat sub forma unei perechi de ioni [79,80]. Astfel, s-a studiat transportul unor
complecsi cationici ai aminoacizilor §i aminelor cu liganzi macrociclici prin membrane lichide
sub formd de pereche de ioni in prezenfa acidului picric, tropeolinei 00, derivailor
sulfoftaleinici,etc. Lamb si colab.[79] studiind efectele unor anioni asupra transportului cationic
prin membrane lichide a constatat cd anionii cu energie de hidratare micd dar cu o lipofilicitate
ridicatd conduc céitre un transport cationic rapid. Stabileste de asemenea o corelajie intre
extractibilitatea complecsilor in prezenta anionilor §i energia de hidratare a acestora.

In concluzie, prin natura anionului prezent in faza sursd se poate controla viteza
procesului de transport a cationilor prin membrana lichidd mergnd pana la inhibarea acestuia
Viteza de transport este funcfie de energia liberd de hidratare a anionului, de caracterul lipotil

al anionului si de interactiile anionului cu grupdrile grefate pe coroana macrociclului.

2.3.3. Influenta structurii receptorului si a substratului

Este binecunoscut faptul ca atat stabilitatea ct gi selectivitatea complecsilor receptor-
substrat depind de forma §i mdrimea cavitdtii receptorului in sensul ¢ cel mai potrivit substrat
este acela care are diametrul potrivit cavitdtii receptorului. De exemplu , raza cavitajii
ligandului macrociclic, 18-coroand-6, este r = /.4 A, iar a grupdrii -NH;' este r  1.42 A4
[81,82].Asa cum este mentionat in cap.2.1.3, potrivirea dimensionala a cavildfilor receptorului,
respectiv substratului, tipul, numirul §i amplasarea heteroatomilor in inelul ligandului,
flexibilitatea conformationald a inelului ligandului precum si interacjia substrat-solvent

reprezintd o serie de parametri care influenfeaza formarea complexului receptor-substrat
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Din datele experimentale (tabel 2.3) objinute in cazul transportului unor aminoacizi in
forma cationica prin membrane lichide de 1,2- dicloretan utiliznd ca transportori eteri coroana
de tipul 18-coroana-6 (18C6), benzo-18-coroana-6 (B18C6) si dibenzo-18-coroani-6
(DB18C6) se constatd urmatoarea secvenid a randamentului de transport : 18C6 > B18C6 >

DB18C6 [83].

Tabel 2.3. Datele experimentale ale transportului unor aminoacizi prin membrane

lichide de 1,2-dicloretan, utilizdnd diversi eteri coroand ca transportori [83].

18C6 B18C6 DB18C6
Aininoacid (%) IlogkK, (%) logk, (%) log K,

L-metionind 83 4,70+ 0,04 41 4,25+ 0,03 37 3,95+ 0,02
L-izoleucind 81 4,90+ 0,04 47 4,52+ 0,05 38 4,10t 0,04
L-fenilalanind 81 5,16+ 0,02 55 4,451 0,09 45 4,25+ 0,05
L-leucind 81 576+ 0,01 43 4,301 0,05 42 4,15+ 0,05
L-valind 79 436+ 0,03 67 4,38+ 0,20 35 3,50+ 0,03
L-a-alanind 74 432+ 0,02 38 4,15: 0,12 30 3,15+ 0,02

L-cisteind 50 4,11+ 0,03 30 3,85+ 0,05 25 2,50+ 0,07

Adijionarea grupdrilor benzo §i dibenzo la coroana eterului 18C6 deci mérirea hidrofobicitatii
acestuia conduce la descresterea randamentelor de transport in condifiile mai sus mentionate.
Proprietatile substratului, raza ionicd, polarizabilitatea, lipofilicitate, etc., influenteazi selectia
receptorului implicat in complexare. Este foarte important ca receptorul si substratul s

prezinte complementaritate structurala.

2.3.4. Influenta solventului membranar

Natura solventului utilizat in fazele membranare influenjeaza echilibrele de distributie
ale complecsilor transportati prin membranele lichide stabilite la interfejele membrand/fazi

sursa yi membrand/faza acceptoare. Astfel, polaritatea solventului este importantd atat in
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extracjia cu solvent cat gi in transportul prin membrand [59,60,84,85]. Natura solventului
prezintd o influenjd ridicatd asupra transportului dar o influenfa mica asupra selectivitati
membranei [85].Stabilitatea membranei este datd de posibilitatea meninesii solventului organic
intre faza sursd i faza membrana. Pentru cregterea integniatii membyanei  (punct de fierbere
ridicat, solubilitate micd in apd) este recomandatd utilizarea solventilor clorurafi cu un numar
mare de catene de carbon [86). Constanta dielectricd a solventului utilizat in extracjia cu
solvent cét si in transportul membranar este un parametru de neglijat. Este binecunoscut faptul
ca solveniii cu constanta dielectricd mic3 favorizeaza formarea asocierilor ionice. Distribufia
receptorului intre faza apoasd §i cea organica este unul dintre factorii care sta la baza
selectiondrii solventului utilizat in procesele m,embranare. In cazul membranelor lichide
suportate de tip strat subfire utilizarea solventilor hidrofobici este absolut obligatorie pentru

men{inerea stabilitafii membranei.

2.4. Transportori utiliza{i in membranele lichide

lonoforii sunt molecule sau macromolecule capabile de a conduce ionii prin membrane
sau transmembrane . Cresterea permeabilitdfii membranei este mediatd de puriator sau de
mecanismul de formare al porilor. Unii ionofori sunt sintetici in timp ce alfii sunt naturali. Cei
naturali (ionoforii) au origine antibioticad sau microbiald. Privind transportul aminoacizilor §i
peptidelor acest proces a fost studiat in cazul sistemelor naturale [87] si abiotice [30]. Lehn
[88] este primul care prezintd utilizarea sarurilor de amoniu ca transportori pentru transportul
aminoacizilor §i dipeptidelor prin membrane lichide de toluen separate de doud faze apoase.
Recent alfi transportori au fost studiali §i anume eterii coroand, criptanzii, sferanzii,
calixarenele, ciclodextrinele §i complecsii hidrofobi ai metalelor [1,50,81-83,89].

Liganzii macrociclici (figura 2.8) pot fi utilizati ca transportori prin membranele lichide
datorita faptului cd, in structura lor existd grupdri care le accentueaza caracterul lipofil,
prmitandu-le astfel solubilizarea in medii organice.

Selectivitatea cavitdii endopolarofile si caracterul exopolarofil al liganzilor macrociclici
le conferd calitafi de ageni selectivi de extraciie si de transportori selectivi prin membrane.
Abilitatea liganzilor macrociclici (eteri coroand, diaza eteri coroand si criptanzi) de a
interactiona cu ionii amoniu de interes biologic a condus la importante aplicalii ale acestora atat
in biochi{nie cat si in biotehnologie. Aldturi de liganzii naturali ai acestui tip de transportori,

cum ar fi ciclodextrinele, valinomicina, monensinul, lasalocidul, etc.. liganzii macrociclic
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sintetici de tip policteric constituie una dintre cele mai importante clase de transportori atat

pentru comusii chirici cét gi pentru cei biologici.

Onﬂ . 0(\0/7) (_{“o
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Figura 2.8. Liganzi macrociclici

Liganzii macrociclici continand heteroatomi in structura lor, macrociclii aza-coroand §i
criptanzi sunt o clasd importantad de agenti complexanti $i in acelagi timp de buni transportori
prin membrane lichide pentru cationi, anioni, molecule neutre precum si pentru compusi de
importan{a biologicd [90-92]. De asemenea compusii macrociclici chirali sunt utilizati ca
selectori chirali in separdri de enantiomeri incepand cu anii 1970

Descoperite acum mai mult de un secol, ciclodextrinele sunt molecule tascinante, atat
pentru cercetatori cdt si pentru tehnologi, datorit3 formei lor inedite cit §i a abilitatit de a forma
complecsi de incluziune cu o largd varietate de molecule (figura 2 9). Complecsii de incluziune

formati prezintd proprietdti fizico-chimice deosebite, proprietifi valorificate in diferite domenii

industriale
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CH, COOH

Figura 2.9. Exemple de complecyi de incluziune ai ciclodextrinelor

‘Ciclodextrinele, 14, au fost descoperite de catre Villiers [93] si caracterizate de citre
Schardinger [94]. Ciclodextrinele (Cds) sunt oligozaharide ciclice compuse din unitéfi
glucopiranozice unite prin punii de oxigen in pozitiile | §i 4. Ele sunt constituite din 6, 7 §i 8
unitdfi glucopiranozice si se numesc o-, [}-, i respectiv y- ciclodextrind. Nu exista
ciclodextrind cu mai putin de-6 unitati de glucozd, datoritd tensiunii interne mari care apare la
nivelul inelului. In functie de diametrul lor intern §i solubilitatca in apd poate fi apreciatd
capacitatea ciclodextrinelor de a forma complecsi de incluziune cu diferiti compugi
concomitent cu schimbarea proprietdfilor acestora. Ciclodextrinele sunt compugi ieftini,
netoxici, capabili s3 complexeze si s3 stabilizeze o largd categorie de substante cum ar i
medicamentele, parfumurile sau aromele alimentare. Ciclodextrinele reprezintd modele clasice
pentru studiul interactiei gazd3-oaspete. Astfel ele constitue modele enzimatice si catalizatori in
transferul interfazic. Existd o mare varietate a compusilor oaspete si anume ciclodextrinele pot
lega de la ionii mici §i gazele nobile pdnd la molecule mari ca benzopiren si compusi grasi
Complexarea se desfdgoard in doui etape §i anume:

a)‘eliminarea apei de hidratare de cdtre moleculele oaspete,

b) patrunderea moleculei oaspete in cavitatea ciclodextrinei si formarea complexulu de
mcluziune prin interactii electronice Formarea incluziunii complexe $1 mirimea constanter Jo
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stabilitate sunt controlate de o serie de factori. Un astfel de factor este efectul hidrofobic
datorat interiorului ciclodextrinei care este relativ hidrofob comparativ cu puntile exterioare
ciclodextrinei pe care sunt localizate grupdri hidroxil. Formarea uneia sau mai multor legdturi
de hidrogen intre moleculele oaspete si grupele hidroxil externe ale ciclodextrinei reprezintd un
factor major in stabilizarea unor incluziuni complexe. La nivel molecular, energetica formarii
complexului este in funcfie de marimea, flexibilitatea i grupdrile funcjionale, atdt ale
ciclodextrinei gazde cdt §i ale moleculei oaspete. Majoritétea studiilor termodinamice asupra
complexirii ciclodextrinelor cu diversi compusi se referd la apd ca mediu de reacie dar exista
si studii care implica mediile neapoase [95].

Ciclodextrinele au fost utilizate ca faze stafionare ale coloanelor capilare in separarile
cromatografice ale unor izomeri geometrici §i chirali . Rezultatele obtinute pentru cifiva
derivafi ciclodextrinici au ardtat ci ele constituie faze excelente pentru separarea unei largi
varietd(i de izomeri chirali [96]. In cei cétiva ani de la introducerea comercializirii coloanelor
ciclodextrinice fazd chimic legatd s-a inregistrat separarea a aproximativ 300 izomeri optici,
150 izomeri structurali §i a numerosi compusi obisnuifi. Separarea chirald a aminoacizilor prin
cromatografie de lichide folosind faze stationare legate ciclodextrinice au fost studiate
sistematic. Comportamentul cromatografic al aminoacizilor si derivatilor lor dipeptidici a fost
studiat prin HPLC cu faz3 inversa folosind ciclodextrina ca faza mobila aditiva.

Numerosele lucrdri si patente dedicate aplicaiilor industriale ale ciclodextrinelor sunt
directionate in proportie de cel pufin 50% aplicatillor farmaceutice. Pe lingd conversia
medicamentelor lichide in pudre microcristaline si stabilizarea medicamentelor instabile,
creslerea biodisponibilitdtii este cel mai semnificativ efect al complexdrii cu ciclodextrine.
Biodisponibilitatea unui medicament administrat oral depinde de cativa factori printre care:
vileza de dizolvare, solubilitatea si viteza absorbtiei intestinale. Viteza de dizolvare si limita de
solubilitate a medicamentului, dincolo de proprietdtile sale chimice fundamentale, depind de
structura cristalind §i de maiimea cristalului. Din acest motiv, doze identice de medicamente
administrate oral pot da curbe diferite ale nivelului in sdnge, depinzind de formula
medicamentului. Absorb{ia substantelor necomplexate este in multe cazuri incompletd,
complexarea cu ciclodextrinele putind scidea doza necesard de ingredien{i activi prin
imbunatatirea solubilitafii i absorbjiei.

In general nu toate medicamentele pot fi complexate cu ciclodextrine. Exista trei factori
fundamentali care limiteaza aplicarea ciclodextrinelor in preparatele administrate oral :i)

complexibilitatea (exprimaia prin constanta de stabilitate si care depinde de hidrofobicitatea
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moleculel oaspete, marimea relativa yi geometria ei in corelajie cu cavitatea ciclodextrinei), i)
stoichiometria complexului, iii) doza cerutd a medicamentului.

Ciclodextrinele pot fi utilizate ca transportori prin membrane pencru diferite tipuri de
compusi. Data fiind modalitatea speciald in care are loc complexarea, cit §i larga varietate de
ciclodextrine deja disponibild, se pui Iniicvedea laigi aplicatii ale acestora in diferite metode,
numarul moleculelor oaspete care pot fi incapsulate fiind foarte mare. Complexarea permite
aducerea in solutii apoase a unor subsfante mai mult sau mai putin hidrofobe, transportul
acestora cdtre diferite zone pe baza unor echilibre de partitie, fapt ce poate fi considerat ca o
perspectivi  promititoare pentru realizarea unor membrane ciclodextrinice similare
membranelor biologice, cu posibilitatea de a realiza tratamente folosind B-ciclodextrine prin
incercarea de a interveni in echilibrele metabolice [97]. Primele date referitoare la utilizarea
ciclodextrinelor ca transportori au fost prezentate in 1990 de A Danil de Namor si colab. [98].

Calixarenele [99] (figura 2.9) sunt utilizate ca transportori prin membrane lichide

datoritd propnetifilor structurale atractive care fac posibila simularea sistemelor biomimetice.

Figura 2.10. Calixarene

Ele au capacitatea de a forma complecsi de incluziune cu diferiti cationi, cu metalele alcaline §i
alcalino:pimintoase §i de asemenea manifestd proprietiti de recunoastere selectivi §i de
separare a unor compusi biologici ca de exemplu aminoacizii (figura 2.11). Derivatul esterului
etilic al p-tert-butilcalixarenei prezentat in figura 2.12 prezintd un pronuntat caracter selectiv
fatd de esterii etilici ai fenilalaninei si triptofanului comparativ cu cei ai glicinei, alaninei si ai

acidului 4-aminobutiric [100).
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Figura 2.11. Complexul cationului de amoniu cu esterul calixarenei
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2.5. Mecanisme de transport prin membrane lichide

Mecanismele de transport ale speciilor chimice prin membrane lichide utilizind ca
transportori liganzii macrociclici au constituit subiectul a numeroase cercetari [1,30,101}.
Acest interes se datoreaza faptului cd transportul prin membrane reprezintd un proces esential
in cadrul sistemelor biologice. Se desprind doud tipuri de transport prin membrane §i anume:
transport pasiv adicd in sensul dictat de gradientul de concentrafie al speciilor chimice
lransportate §i transport activ al speciilor chimice realizat impotriva gradientului lor de

con afie
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2.5.1. Transport pasiv prin membrane lichide

Sistemele membrand cu transport pasiv desi sunt selective in majoritatea cazurilor nu au
aceiasi eficien{d ca sistemele membrani cu transport activ in ceea ce priveste randamentul de
transport. In literatura de specialitate s-a studiat transportul pasiv al aminoacizilor derivati In
form3 anionica (carboxilati) prin membrand lichidd de clorurd de metilen avind complecsi
metalici lipofilici ca transportori [102]. In figura 2.13 este prezentat schematic mecanismul de
transport pasiv prin membrane lichide cu transportori macrociclici. Intr-un astfel de sistem,
transportul continud pand la egalarea concentratiei speciei transportate in fazele apoase, deci o

eficientd relativ mica.

FAZA SURSA (APOASA) MEMBRANA FAZA ACCEPTOARE
(SOLVENT + TRANSP.) (APOASA)
C+A-\ / C+A-
—~——— LCA ___/
-+

C”A” TRANSPORT IN SENS UNIC

Figura 2.13. Transport pasiv prin membrane lichide; (" - specia transportatd in

formd cationica; A” - anionul ;1. - ligandul macrociclic.
2.5.2. Transport activ prin membrane lichide

Sistemele membrand cu transport activ sunt realizate pe baza unui gradient de potential
chimic, gradient de pH, gradient al potenfialului redox sau de transformari obtinute prin
iradiere. Membranele lichide obtinute cu gradient de potential chimic sunt denumite membrane
cu transport cuplat. In figura 2.14 este prezentat schematic mecanismul de transport cuplat
proton-cation.

Transportul activ se realizeaza prin diverse reacfii chimice la interfetele tazelor
sistemului la care participd specia transportatd. In acest context sunt posibile doud tipuri de
mecanisme de transport activ si anume transport prin extractie i transport prin complexare
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Figura 2.14. Mecanismul transportului cuplat proton-cation.

Transportul activ prin extracjie se realizeazd [103] dacd specia transportatd este
solubild preferential in solventul membranei si deci se extrage din faza apoasd surs in faza
organicd. In functie de caracterul acid sau bazic al speciei transportaic, pH-ul fazei apoase
receptoare poate fi reglat astfel incét aceastd specie sd fie transformata intr-o specie anionica
sau cationicd, care devine mai solubild in faza receptoarf{ si deci sd faciliteze trecerea ei din faza
organicd in faza receptoare. Se pot atinge randamente de transport care tind citre 100%.

Transportul activ prin complexare se poate real;iza dacd specia transportatd nu este
direct solubild in solventul membranei. Un transportor chimic prezent in faza organici
reactioneaza cu specia transportatd, transforménd-o intr-un complex lipofil. Reacia are loc la
interfata fazd sursd/fazd organicd. Complexul format traverseazd prin difuzie membrana si
ajunge la interfaja fazd organicd/fazd receptoare unde sunt create conditiile necesare
decomplexarii i eliberdrii speciei transportate in faza receptoare. De mentionat faptul ca in
ambele tipuri de transport activ, transportul speciei chimice se produce in sens invers
gradientului sdu de concentratie si este facilitat de transportul simultan (cuplat) al altor specii
chimice, fie in acelasi sens, fie in sens invers speciei care se separd.

In condiiile transportului cu gradient de pH, transportorul macrociclic la interfaja cu
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faza acceptoare( pH acid) fixeazd protonul ducindu-l prin difuzie la interfaja cu faza apoasd
bazicd unde il pierde prin neutralizare. Dupd cedarea protonului, transportorul macrociclic
cupleaza cationul C" din faza sursa gi- transporta prin difuzie la interfata cu faza acceptoare
acidd, unde il elibereaza. Ciclul se repetd pand la realizarea transportului total al cationului C
din faza sursi in faza acceptoare . Are loc deci transportul cationului C* impotriva gradientului
de concentrafie menindndu-se gradientul de pf7 intre cele doud faze apoase ale sistemului
membrani (figura 2.14).

Ca transportori macrociclici uiilizafi in membranele lichide al cdror mecanism se
bazeazi pe un transport cuplat proton-cation se pot mentiona : acizi carboxilici ai etenlor
coroand, dicarboxamid-dicarboxil-18-coroand-6 sau 18-coroand-6 pe care unii autori [95,102]
au grefat gruparea aminica - O(CH,),NHz (cun =2 §in =5), obtindnd un transportor care in
mediu acid formeazd in sifv un complex intramolecular prin complexare in cavitatea
macrociclic, a ionului - NH;'. Membranele realizate astfel prezintd un transport activ cu
gradient de pH prin intermediul cuplului :

- NH:+ H;O' <-NH;' + HOH
Ca si in cazul sistemelor biologice de transport, anumifi ioni cum ar fi Na' §i K" pot determina
transportul activ al aminoacizilor. In acest fel Tsukube [102] studiazi transportul invers al
anionilor aminoacizilor si peptidelor prin membrane de clorolorm cu transportori macrociclici
de tipul benzo eterilor coroanii si diaza eterilor coroand determinat de un gradient de
concentrajie al cationului K. In acest fel se realizeazd un transport cuplat anion-cation.

Transportorii macrociclici lotolunclionali au capacitalea de a schimba posibilitatea de
complexare a unor specii chimice conducénd la realizarea unor mecanisme de transport activ.
Jotoindus. Din aceastd grupi dc llransportori se pot menliona compusii azobis-benzo-eteri
coroand denumifi n literatura de specialitate si butterfly crown ethers [ 1].

Un alt grup de transportori din clasa mai sus men{ionata sunt cei in care gruparea azo
este incorporatd direct in inclul macrociclic astfel incdt izomerizarea fotoindusd conduce la
schimbarea dimensiunilor cavitdii intramoleculare cu consecinje asupra posibilitdfii de a
complexa diferifi cationi [1]. Alte tipuri de transportori din aceastd clas sunt cei cu punte 2,2 -
azopiridind [ 1] sau cei care au la bazd un lang cu o grupare anionici la capat legata de o parte a
grupdrii azo, de cealaltd partc gisindu-se receptorul polieter coroand. Gruparea anionica
concureazd la formarea complexului cu un cation prin compensarea sarcinii acestuia, tapt care

conduce la o mirire a stabilitigi complexului (ligura 2.15).
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Figura 2.15. Transportor fotofunctional cu lant anionic.

Este de remarcat faptul cd in aceastd clasd de liganzi se exclude necesitatea prezentei in
sistemul de extractie sau de transport prin membrane a anionului de cuplaj care si formeze
perechea de ioni extractibili.

Gradientul redox poate influenta procesul de transport prin membrane fie acfionand
asupra speciei transportate fie asupra transportorului. O mare aplicabilitate o au fransportorii
macrociclici cu grupdri redox functionale de tip tiol sau de tip hidrochinona, acestia ficand
parte din grupul de transportori asupra cdrora actioneazd gradientul redox. Schimbarile
structurale ale transportorului sub influenta potentialului redox, face transportorul mai apt sa

complexeze o specie chimicd §i astfel s@ o transporte prin membrana.

2.6. Modelarea matematicd a transportului prin membrane lichide

Modelele fenomenologice propuse pentru transportul speciilor chimice prin membrane
lichide pornesc de la procesul care limiteazd transportul si care pot fi urmitoarele: difuzia
specillor complexate prin membran3, reacfile de complexare/decomplexare si/sau
adsorbtia/desorbtia transportorului cu proprietdfi surfactante la interfefe Functie de
hidrofobicitate, transportorul si complecsii formati se repartizeazi preferential in membrani sau
intre aceasta gi fazele apoase, corespunzitor coeficientilor de repartitie.

Modelarea matematici a fenomenelor de transport activ mediat (facilitat) de
transportori ai ionilor prin membrane lichide presupune analiza detaliata a unei serii de etape in

desfagurarea procesului chimic [103,104] 47
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C.F.Reusch si E.L.Cussler [105] realizeaza pentru prima datd modelarea unui transport
facilitat al unor cationi printr-o membrand lichida suportata ca perechi de ioni. Izatt §i colab.
[106] dezvoltd un model similar in care includ formarea unei perechi de ioni in fazele apoase.
In literatura de specialitate Behr gi colab.[107]. studiaza un model simplu dar sugestiv pentru
difuzia pasiva a unei singure specii mediatd de un transportor hidrofob (ligand macrociclic de
tipul eterilor coroand sau criptanzilor) printr-o membrand lichida nesuportatd. Folosind o

simulare numeric3 ei studiaza transportul competitiv functie de timp.

Rezultatele experimentale demonstreaza ci transportul activ al zaharurilor §i aminoacizilor
necesitd prezenfa ionilor de sodiu [108). Ipoteza cupldrii gradientilor oferd solutia pentru
mecanismul transportului activ in astfel de sisteme ternare. C.G.Cranne [108] sugereazi ca
transportul zaharurilor trebuie s lege §i ioni de sodiu pentru a se comporta ca un transportor
efectiv in sistemul considerat. Substratul real transportat este perechea sodiu + zahar, avand ca
efect transportul cuplat al zaharurilor cu cel al ionilor de sodiu. Acest cuplaj al fluxurilor
realizeazd un cuplaj intre gradientul ionilor de sodiu §i gradientul zaharurilor, astfel in¢at un
gradient puternic al ionilor de sodiu (determinat de acfiunea unui alt sistem :pompa de sodiu)

atrage formarea unui gradient da zaharur.
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3. Aplicatii ale membranelor lichide in separarea unor compusi

3.1. Separarea unor compusi anorganici

Comparate cu tehnicile de separare conventionale cum ar fi : extractia cu solventi,
distilarea, cristalizarea, schimbul ionic, etc.), tehnicile membranare sunt caractenzate de fluxuri
mari, selectivitate, vitezd §i economicitate. In tehnologiile de tratare al apelor uzate, separarea
si recuperarea metalelor de importan{d strategicd, decontaminarea deseurilor care prezintd
radioactivitate, purificarea §i concentrarea in industria alimentara , procesele membranare sunt

din ce in ce mai utilizate.

3.1.1. Transportul metalelor alcaline si alcalino-pamaintoase prin

membrane lichide

Este binecunoscut faptul ci in lumea vie membrana este sediul unor procese importante
iar multe dintre aceste procese sunt controlate de concentratiile intra §i extracelulare ale
cationilor de Na', K*, Ca*", Mg*'. Concentrafiile intracelulare variazi in ordinea urmatoare ; K’
>>Na" = Mg?" >> Ca®" iar cele extracelulare conform urmatoarei serii - Na' >~ ix > Mg®" >>
Ca*

Fyles gi colab.[1] studiazd transportul cationilor alcalini §i alcalino-pamantosi prin
membrane lichide de cloroform utilizind eteri coroana cu grupari functionale monocarboxilice

st dicarboxilice ca transportori (figura 3.1).

g
CHy (CHZ,n :H 0) Ol/\o/j

0 0
" n=7 k/O\J
2 n=13 ..

3 n=17

Figura 3.1. Structurile unor eteri coroand cu grupdri mono- y1 dicarboxilice.
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Bazat pe selectivitatea ligandului din figura 3.2, pentru cationii Ca’/K’, J-M.Lehn [2]
realizeaza transportul simultan al celor doi cationi in directii opuse, folosind ca for{d motrice
gradientul de pH. Acest sistem este o replica artificiald a ATP-azei Na'/K" care transportd

cationii mentionafi prin membrane biologice impotriva gradientului lor de concentraie.
o
0o - 0 Y

0 o7 X
k/o \) X=—COOH

Y==CON(nPr) CH 2 CH, OCH 2CH 2(Pr) COCH, C .H

2765

Figura 3.2. Ligand macrociclic
La o valoare neutrd sau slab acida a pH-ului din faza apoasd sursd se ionizeazd o singurd
grupare carboxil , aspect care conduce citre afinitatea transportorului pentru ionul de potasiu.
Crescind valoarea pHfi i jur de 9, are loc ionizarea ambelor grupe carboxil si in acest caz

este favorizatd complexarea i traiyportul ionului de calciu.

MEMBRANA

@TE

K \,oJ

Q
Y

S

Plc p‘

//

H+
Pic™

" w
Pic~
Pic

+
M(‘.‘L N

Me, N™- —=— Me,/NPlc

Figura 3.3. Transportul ionilor de Na™ si K [3]
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Un exemplu schematic al transportului ionilor de sodiu §i potasiu in directii opuse
printr-o membrana lichida este prezentat in figura 3.3. La interfaja apoasa bazica transportorul
complexeazd ionul de potasiu. In prezenfa ionului picrat aflat de asemenea in faza apoasa se
formeazd perechea de ioni cation-ligand-anion care difuzeaza prin membrand pana la interfaja
cu faza apoasd acida. Aici are loc protonarea azotului , astfel ionul K’ trebuie sd paraseasca
cavitatea transportorului. In continuare, ionul de Na' este extras din faza acida sub forma de
picrat, §i se deplaseaz spre faza apoasa bazicd In final se constata o concentrare a ionului de
K' in faza apoasa acida iar a ionului de Na' in cea bazica.

Transportul cationilor alcalini §i alcalino-pdmantosi poate fi realizat §i cu transportori
cu functiuni bazice, sub controlul gradientului redox, sub controlul alosteric specific chimiei

biomimetice gi sub controlul fotochimic [4-6].

3.1.2. Transportul ionilor Cu** Co** 5i Ni**

Cercetarile in domeniul membranelor lichide au fost direcfionate in cea mai mare parte
catre studiul mecanismelor de transport. Recent s-a constatat o pondere mare a aplicatiilor
membranelor lichide la nivel de pilot §i chiar la nivel industrial. Boyadzhiev [7] a fost printre
primii care a elaborat un procedeu de tratare al efluengilor industriali care confin cationii
metalelor cupru, cadmiu, plumb §i zinc cu ajutorul membranelor lichide emulsionate utilizand
acizii grasi ca transportori.

Cea mai utilizatd metoda pentru separarea cuprului este extractia cu solven{i. Mai nou
membranele lichide au inceput sd-5i ocupe un loc din ce in ce mai important printre pocedeele
de separare ale cuprului. Acest lucru este posibil la concentraiii reduse ale cuprului. Cuprul [8]
poate fi transportat eficient printr-o membrana de clorbenzen si 1,2 diclormetan in care se
gaseste cuproind. Un alt transportor specific cuprului este 6-amino-6-dodecilamino-2,2" -
dipindilul care faciliteazd transportul i concentrarea cuprului printr-o membrana lichida cu
gradient de pH [9]. Un exemplu interesant in ceea ce priveste transportul ionilor de cupru este
olerit de catre derivatul dioxociclamic [10] care permite realizarea unei pompe de Cu®
asemanator cu fenomenele de translocayie biologica a cuprului de citre peptidele Gly-His-Lys
[11] sau Asp-Ala-His [12]. In figura 3.4 este prezentat schematic mecanismul de transport al

tonilor de cupru utilizdnd ca transportor derivatul ciclamic.
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Transportul ionilor Ni*" si Co®" prin membrane lichide se desfigoara sub acfiunea unui
gradient de pH. In general se utilizeazi membrane lichide suportate cu un suport de

poli(vinilidendifluorur3) si transportori de tipul compusilor organofosforici.

MEMBRAN :
PH=45

0SM H,s0
Cie' 33 2754

Cuz"', Ni“, C02+ 3+

Fe
K* Nat, ca®*

20T Ni 3P go?? 3t \

Fe
K"" Na* C02+

)

0’1
"ot

/\

2+
CU2+ »Cu
2H" ~= 2H*

. . . . N . g~
Figura 3.4. Transportul ionilor de Cu” " prin membrand lichida

3.1.3. Transportul metalelor Au §i Ag

Recuperarea metalelor prejioase din apele reziduale precum gi din prelucrarea
hidrometalurgici a minereurilor sunt doud dintre problemele importante ale tehnologiei
industriale. In general aurul si argintul in legiile industriale se gdsesc sub formd de cianun
complexe M(CN);". Pentru separarea acestora se utilizeazd sdruri cuaternare de amoniu, amine
protonate §i diversi solventi organici [13]. In cazul sarurilor cuaternare de amoniu interacfiunea
acestora cu metalele prefioase este independentd de pH , aspect care conduce la o recuperare

mai greoaie a metalelor. Tehnica membranelor lichide suportate utilizind ca transportori
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liganzii macrociclici sau compusii organofosforici sunt folosite cu succes la separarea acestor
metale prefioase [14,15]. Problemele care se pun in utilizarea membranelor suportate sunt

legate de alegerea solventului membranei §i a dimensiunilor porilor suportului inert.
3.1.4. Transportul unor metale grele

Metalele grele , Pb*’, Cd* si Hg®' datorita posibilitatii lor de a interacfiona cu
proteinele precum metalele esentiale, acestea acjioneaza ca inhibitori pentru o serie de procese
enzimatice vitale pentru sistemele vii. Este binecunoscut faptul ca atit plumbul, cadmiul cat gi
mercurul sunt considerafi poluanfi majori constituind un pericol pentru mediul inconjurator.

Tehnicile membranelor lichide se utilizeaza din ce in ce mai mult §i in cazul eliminarii
metalelor grele. Mecanismele de transport utilizate la eliminarea acestora sunt similare cu
mecanismele de transport ale metalelor alcaline si alcalino-pamantoase. Ca transportori prin
aceste membrane sunt adesea utilizafi liganzii macrociclici de tipul eterilor coroani sau aza
eterilor coroani [16]. In apele industriale uzate de aciditate ridicatid , metalele grele se gasesc
sub formd de clorocomplecsi. De aceea este necesara p'relucrarea acestora inainte de a utiliza
membrana lichidd cu transportor macrociclic. In acest caz se utilizeaza sarurile ~ “~rnare de

amoniu ca transportor.

3.2. Separarea gazelor

Pentru separarea amestecurilor gazoase utilizarea membranelor lichide a deschis noi
posibilitafi in domeniul industrial. In general separarea industriald a amestecurilor gazoase se
realizeaza prin utilizarea unor filme polimerice a caror selectivitate nu este deosebit de ridicata
datoritd unor fenomene de solubilizare-difuzie. Ward §i colab.[17] raporteaza rezultate bune in
ceea ce priveste separarea gazelor printr-un mecanism de transport facilitat. In cazul utilizarii
membranelor lichide suportate pentru producerea industriala a aerului imbogatit in oxigen o
problema o constitue durata de viatd a membranei. Scurtarea duratei funcfiondrii membranei se
datoreaza in primul rand impurificarii transportorului de citre al{i compusi ai aerului, apoi
datoria evaporarii solventului in fazele gazoase si de asemenea datoritd oxidarii ireversibile a
transportorului in prezenja oxigenului. Membranele lichide suportate se utilizeazd la

recuperarca NHa din améstecurile gazoase de temperatura ridicatd. Instabilitatea chimicd a
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membranelor lichide poate fi diminuatd cu ajutoru! sdrurilor topite imobilizate prin capilaritate
pe un sistem poros metalic sau ceramic. Indepartarea SO, din gazele de ardere reprezintid o
reald problemi {indndu-se seama de reglementdrile privind protectia mediului. Si in acest caz
utilizarea membranelor lichide suportate conduce la obtinerea unor randamente de separare

optime §i avantaje in cea ce priveste costul de operare, consumul de energie, simplitate, etc.

3.3. Transportul unor compusi organici

Transportul speciilor organice prin membrane lichide a fost indreptat asupra unor
procese care se petrec in naturd sau a unor modele de sisteme care simuleaza transportul
biologic. In literatura de specialitate existd numeroase preocupari in aceastd direcfie, acest
aspect reflectandu-se prin numarul mare de lucrari publicate [2,5, 18-20].

Dupi cum s-a mentionat §i in capitolul 1, membranele lichide au fost si sunt utilizate in
domeniul biomedical, biotehnologic cat §i in studiul mediului inconjurdtor. Studiul aminelor,
aminoacizilor, peptidelelor, proteinelor prezinta o semnificajie deosebitd datorita faptului ci ele
sunt componenti fundamentali- ai moleculelor biologice. Receptori moleculari macrociclici de
tipul eterilor coroand, criptanzilor, aza eterilor coroand, calixarene capabili de a forma
complecsi selectivi cu speciile de interes biologic prin legaturi de hidrogen, interactii ionice sau

hidrofobice au fost utilizafi ¢a transportori prin membrane.

3.3.1. Transportul cationilor de guanidiniu si imidazol

Imidazolul §i guanidina sunt baze organice importante din punct de vedere biologic,
componente ale histidinei §i respectiv argininei (figura 3.5).

Avand in vedere importanfa acestora, cerecetdtoni gi-au indreptat atentia asupra
studierii comportamentului acestor compusgi. S-a studiat transportul compusilor mai sus
menfionati prin membrane lichide utiliziind ca transportori liganzii macrociclici de tip benzo- si
dibenzoeteri coroand [21].

Prin studii de difracfie cu raze X asupra complecsilor formaji intre ligandul macrociclic
de tip benzo si dibenzo eter coroani i ionul imidazoliu se sugereaza prezenja a douda legturi

de hidrogen NH...O si a trei legaturi slabe CH._O. In cazul complecsilor ionului de guanidiniu
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si liganzi macrociclici de tip benzo- §i dibenzoeteri coroana cu cicluni de 27 §i 30 de atomi se

sugereazd formarea a 6 legaturi de hidrogen NH...O si trei legaturi electrostatice N...O.

NH
NH |
I C CO0H
/C\ PN '_
HA NH, H,N NHICH,), C-NH,
H
guanidind arginind
COCH
|
~—H /¥:<
N N
H/ < H-N__ N
i \}(
histidina nidazol

Figura 3.5. Structura guanidinei, argimnei, histidinei si imidazolului.

S-a studiat transportul acestor compusi prin membrane lichide utilizand ca transportori
liganzii macrociclici de tip benzo- si dibenzoeteri coroana [21].

Prin studii de difractie cu raze X asupra complecsilor formati intre ligandul macrociclic
de tip benzo- §i dibenzo eter coroana i ionul imidazoliu se sugereaza prezenta a doud legaturi
de hidrogen NH...O si a trei legdtun slabe CH.. O. In cazul complecsilor ionului de guanidiniu
§1 liganzi macrociclici de tip benzo- si dibenzoeteri coroand cu cicluri de 27 si 30 de atomi se

sugereaza formarea a 6 legituri de hidrogen NH. .O si trei legdturi electrostattice N...O.

3.3.2. Transportul ureii prin membrane lichide suportate

Reinhoudt §i colab [22] au sintetizat eteri coroand cu grupdri acide intraanulare pentru
complexarea si transportul selectiv al ureii prin membrane lichide suportate In figura 3.6 este

prezentatd structura complexului ureii cu ligandul metalomacrociclic cu grupdri 1,2-ciclohexit
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In acest caz se formeazi o legiturd coordinativa intre gruparea carbonil a ureil §i grupaica
uranil a compusului metalomacrociclic i prin legaturi de hidrogen intre funcfiunile NI ale

ureii §i atomii de oxigen din ciclul compusului metalomacrociclic.

Figura 3.6. Structura complexului ligand-uree.

3.3.3. Transportul unor nucleobaze prin membranc lichide

Bazele purinice §i pirimidinice sunt cel mai important grup de molecule biologice.
Incorporarea oricéror purine sau pirimidine in cavitatea eterului coroand ar trebui s3 conduci la
sisteme interesante din punct 'de vedere al interactiilor supermoleculei formate. Studiul
interactiilor bazelor nucleice in astfel de compugsi au o importan{a fundamentald in biochimie.

F.Vogtle si colab.[23] sintetizeazd un grup de compusi chimici de tip trs(bipiridine) cu
cavitdfi diferite cu scopul de a complexa selectiv compugi din clasa trihidroxibenzenilor in
solujii organice. In acelagi scop sintetizeazd compusi macrociclici de tip tris(catecol). Prin
introducerea a 6 grupe N-benzil in structura acestora s-a realizat complexarea selectivd a unor
comgusi de interes biologic precum s§i transportul acestora printr-o membrana lichidd de

CH,Cl; /n-hexan (figura 3.7).
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Figura 3.7. Structura unor nucleobaze (I1- pterina, 2-6-diamino-purina, 3-citosina, 4-

guanina, 5-adenina, 6-melamina, 6-uracilul, 8-2,4-dihidroxipteridina).

Acest studiu face parte din cercetarile fundamentale privind similitudinea mecanismelor de

transport prin membrane lichide cu mecanismele de transport prin membranele biologice.

3.3.4. Transportul aminoacizilor prin membrane lichide

Aminoacizii sunt constituentii de baza ai proteinelor. In general se objin prin hidroliza
proteinelor. Izolarea aminoacizilor din proteine, pentru inceput s-a facut in scopul stabilini sau
confirmarii structurii lor. Apoi a fost necesara objinerea lor in scop preparativ pentru studii
biologice §i pentru sinteza polipeptidelor. Din moment ce aminoacizii sunt unitdfile chimice
componente ale proteinclor, echilibrul de schimb ionic al aminoacizilor ne ajuta sa afldm despre
proprictajile intrinsect de schimb ionic al proteinelor. Aceastd clasa de compugi este amplu

6l
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implicatd in procesele biochimice, in industria medicamentelor, alimentard etc. Aminoacizii au
structura unor amfioni avand o grupare bazica (NH2) §i o grupare acida (COOH) la care se
adaugd uneori §i alte grupdri ionizabile. In proteine se gasesc a-aminoacizii §i au formula
generali R-CH(NH2)COOH Dupi cum am menftonat, aminoacizii se gasesc sub formi de
amfioni, dar in realitate gruparea -COOH este mai ionizatad decat gruparea -WNH; , deci sulujiile
aminoacidului sunt slab acide. Aminoacizii contin sarcini electrice de semn contrar in centre
diferite ale moleculei, deci au momente electrice mari. O consecin{a a acestui fapt este marirea
constantei dielectrice a apei in care sunt dizolvati.

Este binecunoscut faptul ci liganzii macrociclici au abilitatea de a complexa mai mult
sau mai putin selectiv cationii de amoniu. Aminoacizii pot fi transportati prin membrane lichide
sub forma cationici sau anionicd cu un receptor macrociclic adecvat. Astfel in ultimii ani mai
multi derivafi ai etenlor coroand, criptanzi, aza eteri coroand au fost utilizaji ca transportori

specifici prin membrane lichide a unor aminoacizi [2,5,24,25].

3.3.4.1. Transportul aminoacizilor sub formi de complecsi cationici

O afinitate deosebita pentru cationii amoniu ai unor aminoacizi derivatizafi o prezintd
eterii coroand diaza lipofilici (figura 3.8) ceea ce ii recomanda ca transportori specifici prin
membrane lichide de cloroform [26,27].

Pentru studiul transportului unor aminoacizi sub forma de complecsi cationici Lehn si

colab. [28] utiilizeazi ca transportor dinonilnaftalensulfonatul (DNNS).

(6 07 0 07y

P“—Hzc—ht jCHz—Ph Ph—H,C—N N—CH;~Ph
QLo o
0™
o) 0

Ph—H,C—N J CH;—Ph
Lo o

. Figura 3.8. Transportori diaza eteri coroand
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In acest studiu se constald ¢@ aminoacizi sunt transportapi din faza apoasa acida in faza apoasa

bazicd impotriva gradientului lor de concentrafie simultan cu transportul invers al cationului

K'. In figura 3.9 este prezentat schematic transportul unor aminoacizi sub forma cationica

printr-o membrani de toluen.

Faza surséa Membrana
' ( toluen )

R-CH- H » B
(;’ co0 Ci DNNS' K
NH5"

K' Ci

Faza acéeptoare ]

2K 20H " |

Figura 3.9. Transportul unor aminoacizi cu dinonilnaftalensulfonat [28/.

Viteza de transport a aminoacizilor prin membrana lichidd este urmitoarea

triptofanul > leucina > tirosina > valina > alanina > glicina > serina.

tenilalanina >

S-au studiat de asemenea posibilitatile de separare ale aminoacizilor dintr-un amestec

abordand tehnica de transport prin membrane utilizand liganzi macrociclici si macrobiciclici . In

acest fel se realizeaza un transport activ deci un transport cuplat al aminoacizilor §i al ionilor de

hidrogen din faza sursi in faza acceptoare asistat de un gradient de pH {29,30].

In figura 3.10 este prezentat schematic mecanismul de transport activ prin membrana

lichida.
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Figura 3.10. Mecanismul de transport al aminoacizilor prin membrana lichida [29].

La interfata dintre faza sursd (acidd) §i membrand, transportorul 18-coroand-6, benzo-18-
coroan3-6, sau dibenzo-18-coroand-6, complexeazd aminoacidul prin intermediul grupdru
aminice protonate. Complexul cationic i§i asociazd un anion (picrat, anionul provenit de la
tropeolind 00 sau alt derivat sulfoftaleinic) cu care formeaza o pereche de ioni care se extrage
in membrana de 1,2 dicloretan, cloroform sau clorurd de metilen [31], ajungind prin difuzie la
interfata cu faza acceptoare. Aici are loc eliberarea aminoacidului din complex §i trecerea lui in
faza acceptoare datoritd caracterului bazic al acesteia care provoacd transformarea grupdrii
aminice protonate - NH;, in - NH, Transportorul eliberat difuzeaza spre interfata cu faza
sursd. Rezultatele obtinute au fost aplicate pe amestecuri de aminoacizi obtinuti prin hidroliza
acidi a proteinelor provenite din serul de bovini (A/bumina Bovis) si caseina din lapte {32]. In
raport cu alte tehnici conventionale s-au obtinut rezultate competitive. Pentru separarea
aminoacizilor s-au utilizat $i membrane lichide suportate utilizind ca transportor Kryptofix 5 s'i
anionul Cl In acest caz se realizeazi un transport pasiv [33]. Pentru separarea unor amestecuri
de aminoacizi au fost de asemenea utilizate §i membranele lichide emulsionate. Astfel a fost
separatd §i concentratd L-fenilalanina din amestecuri cu NaCl, glucoza, acid lactic si L-

triptofan, utilizind ca transportor acidul di-2-etilhexilfosforic [34].

3.3.4.2. Transportul aminoacizilor sub formi de complecsi anionici

O noud clasi de transportori ionici implicind cregterea vitezei fluxului prin membrane
datoritd eliberarii de ioni precum si transportului aminoacizilor prin intermediul complecsilor
ligand-metal a fost studiatd de numerosi cercetitori in diverse moduri. Shinkai si colab [35]

studiazd transportul aminoacizilor in formi anionici prin membrane lichide de cloroform
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utilizdnd ca transportor 1-dodecanoyl-10-carboxymetil-1,10-diaza, 4,7,13,16, - tetraoxa-18-
coroand-6.

Utilizand ca transportori prin membrane lichide, sarurile cuaternare de amoniu (Aliquat
336), Lehn si colab. [28] realizeaz transportul unor aminoacizi §i dipeptide pnntr-un
mecanism de transport activ printr-o membrand de toluen. In acest sistem procesul este de
protonare/deprotonare cuplat cu transportul invers al unui ion anorganic (Na', K") (figura

3.11).

Faza sursa Membrana Faza acceptoare
_ o (KoH) | (ouen) | _(HSH
(N*,.CI") R-CH-COO
l o)
R-CIZH-COO' K NH,"
NH;
|
Cl- ‘
K ! 2H" CI°

| | R-CH-COO" N’

Figura 3.11. Transportul aminoacizilor sub formd de complecsi anionici.

3.3.4.3. Transportul enantioselectiv

Recunoagterea enantiomerica este una dintre cele mai importante proprietdji ale
moleculelor biologice. Au fost observate diferente mari in actiunea biologici a enantiomerilor,
aspect deosebit de important pentru industria farmaceuticd, alimentard , etc. Este binecunoscut
faptul ¢d in ultimul timp. tehnici cum ar fi: cromatografia de gaze, cromatogratia cu fluide

supercritice sau electroforeza capilard au fost utilizate intens pentru rezolvarea compusilor
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optic activ. Separarea compusilor optic activi prin membrane lichide a reprezentat obiectivul
unor studii elaborate de Shinbo si colab.[36]. Ei studiaza transportul enantioselectiv al unnr
aminoacizi §i amine printr-o membrani lichidd suportatd confinind ca transportor un eter
coroand chiral.

Compusii macrociclici chirali au fost recunoscuti ca selectori chirali si utilizaji ca atarc
in separi de enantiomeri. Posibilitatea eterilor coroand optic activi de a separa prin
cromatografie de lichide compusi optic activi a fost descoperitd de Cram i colab. [37]. Studiile
lor au fost orientate spre recunoagterea chirald a aminoacizilor cu un ligand chiral macrociclic

binaftil (figura 3.12).

QOL OO

»

0o . 100

g U
LR=H p-R'CsHL—'(l.‘.H— R &R-CH;R'=H
2,R-CH - 5.R=CO,CHyi R=0H
3R = CHyC! NH3X 6,R-CO,CH,; R=OH

Figure 3.12. Exemple de transportori chirali.

La nivelul molecular, in special in cazul compusilor chirali, principiile generale ale
recunoagterii nu sunt usor de formulat. Este necesar adesea si se inteleagd proprietitile de
recunoagtere diferite a enantiomerilor pentru a explica separarea enantiomerilor cu ajutorul

unui agent de__séparare.
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1V. Procese membranare utilizate in separarea compusilor

4. 1. Aspecte privind fenomenele de incircire ale membranelor

Recente studii de specialitate au ajuns la concluzia ca domeniul de aplicafii bazate pe
procese de separare membranare pot fi extinse deoarece performantele pot fi crescute.
Transportul facilitat a fost recunoscut ca fiind eficient pentru cresterea performantelor
separdrilor membranare. Procesele membranare sunt procese care conduc cétre tehnologiile
curate si in acest fel reduc efectele de deteriorare ale industriei asupra mediului inconjurator
[1]. Integrarea proceselor membranare cu alte procese fizico-chimice sau biologice in vederea
realizarii separarilor, purificarilor sau concentrérilor este unul dintre cele mai importante
obiective in cercetarea si dezvoltarea proceselor membranare [2].

In subcapitolul 1.3 s-a prezentat o clasificare a proceselor membranare in functie de
forfa motrice sub care aceste procese au loc. In acest capitol ne vom referi la procesele
membranare osmoza inversd, nanofilirarea, ultrafiltrarea si microfilirarea, procese care au
loc sub acfiunea unui gradient de presiune. Mentionam faptul c@ acestea sunt numai o parte
dintre procesele membranare existente care sunt cu succes utilizate la separarea, purificarea si
concentrarea compugilor chimici §i biologici.

In timpul utilizdrii membranelor pot apare fenomene care reduc fluxul de permeatie
datoritd incarcdrii acestora. Interactiile de naturd electrostatici s-a constatat ca pot avea
consecinte nefavorabile pentru permeabilitatea membranelor. Astfel, forjele atractive,
membrani-particule pot provoca depuneri pe suprafaja, particulele sau moleculele reducand
sau blocand accesul porilor la solvent provocidnd un depozit intraporos reducdnd deci
porozitatea membranei [3-5]. In general acest fenomen se produce in primele secunde ale
filtrarii. Legatura formatd la suprafad (incarciturd i afinitate) a membranei in raport cu
particulele in suspensie sau moleculele este destul de tare.

Fortele atractive intre particule pot favoriza de asemenea agregarea particulelor intre
ele pana la formarea unui agregat (gdfeau) la suprafafa membranei mai mult sau mai putin
perineabil solventului. Aceste fenomene depind de natura solujiei de separat, pH-ul, forfa
ionica gi concentratia solutiei sau suspensiei. In cazul suspensiilor, forma particulelor este de
o0 importantd majord $i anume dacd particulele sunt mici aceste fenomene apar mai repede iar
in cazul particulelor mari, fortele mecanice de presiune vor fi determinante.

In general cregterea concentratiei unei solufii sau dispersii se traduce prin cresterea
vascozitdfii. Relajia exacta intre fluxul de permeafie §i vascozitate necesitd studii privind

varietatea comportamentelor reologice ale solutiilor. Astfel se disting modele tradifionale si
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modele moderne pentru explicajia acestor fenomene. Unul dintre modelele tradifionale se
bazeazi pe teoria polarizarii concentratiei care incepe cu modelul de gel. Alt model este cel de
rezisten{d care are la bazd legea lui Darcy, care exprima fluxul de permeatie in funcjie de
presiunea transmembranara aplicatd. O variantd a acestui model f{ine seama de rezisten|a
datoritd presiunii osmotice daca aceasta nu este neglijata.

Ca metoda moderni a acestor fenomene este un model bazat tot pe teoria concentrari
polarizarii dar acest ultim model difera de cel vechi prin descrierea comportamentului fluxului
de permeatie pe un larg spectru de diferite condifii operatorii : presiune transmembranara,
viteza axiala, temperatura.

In procesul membranar, ultrafiltrare, ajustarea raportului hidrofilicitate/hidrofobicitate
al suprafefei membranei este de o mare importanta pentru separarea proteinelor i reducerea

incdrcarii membranelor.

4.2. Osmoza Inversi (Ol)

Osmoza inversd sau hiperfiltrarea este o operajie membranard care are loc sub
actiunea gradientului de presiune in care solventul sau componentul predominant al solujiei
este transportat impotriva diferentei presiunii osmotice a lui prin membrana.

Osmoza inversa utilizeazd membrane dense care lasd sa treacd solventul (apa in cea
mai mare parte a cazurilor) §i opreste toate sarurile. Membranele utilizate sunt caracterizate
prin pori de un diametru mai mic decat 2 nm. In general aceast tehnica este utilizata pentru :

* demineralizarea apelor (desalinizarea apelor de sare, produce ape
ultrapure);

e concentrarea soluiilor (concentrarea sucului de fructe deoarece
functiondnd la temperaturd ambiantd pastreaza calitdjile organoleptice ale
produsului). In acest caz, concentrafia este limitatd de presiunea osmoticd
care poate atinge valori ridicate. Principalii constituien|i care contribuie la
presiunea osmoticd a sucului de fructe sunt hexozele, dizaharidele si de
asemenea acizii organici; concentrarea laptelui,

e purificarea apelor potabile prin indepartarea nitrafilor, tluorurilor i a
metalelor grele; in industria medicamentelor, etc.

e preconcentrarea unor compusi in vererea concentrdrii acestora intr-un

. proces mai dificil de realizat.
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Presiunea osmotici joacd un rol important in osmoza inversd §i nanofiltrare, mai putin in.
ultrafiltrare i nu iJntervine in nici un fel in microfiltrare. O presiune mai mare decat presiunea
osmotica este capabila de a dirija fluxul solutiei din partea cu concentratii mari a solutiei
cdtre partea cu concentrafii mai mici a solutiei §i de aici denumirea de osmozd inversa.

Matsuura §i Sourirajan [6] au studiat intens separarea unor solufii organice §i au
corelat separarea acestora cu parametrii polari sterici si nepolari in vederea optimizarii
separdrilor cu ajutorul osmozei inverse.

In osmoza inversd sunt utilizate in general membrane din diacetat de celuloza si

triacetat de celuloza. Membranele pot fi impachetate in forma spiralata, plata sau tubulara [7].

4.3. Nanofiltrarea (NF)

Nanofiltrarea este termenul utilizat pentru aceasti noud tehnicd separativd prin
membrane situatd intre osmoza inversi si ultrafiltrare. Eriksson este cel care di o definitie
completd privind nanofiltrarea {8]. Aceasta tehnicd permite separarea componentilor care au o
marime in solufie vecina cu cea a nanometrilor (10 A) de unde numele siu. Sarurile ionilor
monovalen{i si compusii organici neionizati cu masid moleculari inferioara m =v'»* refinufi
prin acest tip de membrane. Sarurile ionilor multivalenti (calciu, magneziu, aluminiu, sulfati,
etc.) si compusii organici neionizati cu masid molard superioard in jur de 300 g/mol sunt din
contrd puternic refinui.

Mecanismele de transport caracteristice acestei tehnici sunt intermediare intre cele
caracteristice osmozei inverse si cele de ultrafiltrare. In cazul acestei tehnici, porii
membranelor pot fi caracterizati in functie de structura lor prin microscopie electronica. In
special tehnica microscopiei electronice scanning di o viziune clari a proprietdtilor structurale
ale membranei §i cere o minimd preparare a probei. In general, membranele destinate
nanofiltrari constau din membrane composite cu o structurd asimetrici.

Aplicatiile posibile sunt numeroase printre care :

¢ demineralizarea selectiva,

e concentrarea compusilor organici cu masd moleculard mica (antibiotice), etc.;

e in tratarea §i purificarea apei potabile;

e indepartarea compusilor organici cu masd moleculari mici;

e in tratarea apelor uzate,

® s¢pararea sau.concentrarea unor amestecuri.
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4.4. Ultrafiltrarea (UF)

Aceasta tehnicad utilizeazd membrane microporoase al caror diametru al porilor este
cuprins intre 1 - 100 nm. Astfel de membrane permit moleculelor mici (apa, saruri) sa treacd
si opresc moleculele de masd moleculard ridicata (proteine, polimeri, etc.). Selectivitatea
membranelor utilizate in procesul membranar ultrafiltrare este determinata in primul rand de
raportul dintre diametrul solutului si diametrul porilor membranei. De asemenea rezultatele
ultrafiltrdrii sunt influentate de polarizarea concentratiei. Daca sistemul membranar permite o
corecfie peniru concentrajie, atunci polarizarea poate fi modelatd matematic si astfel
optimizati [9].

Aplicatiile acestei tehnici membranare sunt multiple :

e producerea apei de o inaltd puritate (indepdrtarea microorganismelor si a altor

particule); '

e separarea emulsiilor apd/ulei;

e in industria alimentard in mod special pentru limpezirea unor sucuri din fructe,

pentru limpezirea vinului,

¢ concentrarea solutiilor macromoleculare (proteine, polizaharide, diferifi polimeri,

etc.);

e ecliminarea macrosolutiilor prezente in efluenfi sau in apa de uz domestic,

industrial (electronic) sau medical.
Aplicatiile cu o eficientd ridicatd ale ultrafiltrari in special in separérile biologice necesitd
utilizarea unor membrane care si prezinte marimea porilor uniformd si cu o inaltd
permeabilitate. In mod special Incircarea membranelor in cazul ultrafiltrarii este o problema
importantd deoarece 1n acest caz scade foarte mult fluxul separdrilor. Cind se filtreaza
solutiile de proteind utilizind membrane hidrofobice in cele mai multe dintre cazuri adsorbiia
proteinelor pe suprafata membranei sau in porii membranei devine ireversibild. Concentrarea
proteinelor prin ultrafiltrare este una dintre cele mai comune tehnici utilizate in procesele

biofizice cu aplicatii industriale [10,11].

4.5. Microfiltrarea (MF)

Microfiltrarea este procesul membranar utilizat in cazul separdrii particulelor sau a

suspensiilor coloidale din diferite lichide. In general membranele pentru microfiltrare sunt din
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nitrat de celulozd, policarbonat, polipropilend, poliester sau alumind [12]. In cazul
microfiltrarii ca si al ultrafiltrarii sunt preferate membranele microporoase. Marimea porilor
microfiltrelor este cuprinsd in general intre 0,05 pm §i 1,5 pm. Parametrii cheie in realizarea
unei bune funcfiondri a procesului membranar, microfiltrare sunt considerafi a fi o buna
hidrodinamic3 §i o presiune transmembranara scazuta.

Cele mai utilizate membrane microporoase sunt realizate din polimeri polipropilenici
sau fluoropolimeri deoarece prezinta o rezisten{a buna la diversi solventi.

Aplicatiile operajiei membranare, microfiltrare se regisesc in :

e separarea solutiilor macromoleculare cum z;r fi emulsia apd/ulei,

e indepartarea suspensiilor coloidale din solutiile apoase;

e indepartarea particulelor de praf din aer;

¢ in industna alimentard pentru sterilizarea berii, in industria de prelucrare a
vinului gi a ofetului, pentru epurarea bacteriani a laptelui.

Recent in studiul aplicatiilor membranelor pentru diverse operafii de separare,
concentrare sau purificare, rezultate bune se obfin in cazul combinarii acestor procese. De
exemplu dacd osmoza inversd este combinata cu microfiltrarea, ultrafiltrarea sau nanofiltrarea
pentru separarea sau concentrarea unor solutii (sucurile din fructe, microorganismele din
celule, apele uzate etc.) de departe se obtin rezultate interesante. De altfel acesta constuie unul

dintre obiectivele de viitor ale industriei membranelor.
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V. Procese membranare implicate in separarea compusilor biologici

5.1. Ultrafiltrarea proteinelor

in ultimele doua decenii o serie de considerente au influentat cercetarile din domeniul
ultrafiltrarii prin membrane a solutiilor de proteine. Dintre acestea, cele mai importante s-au
referit la rolul concentrarii gi/sau gel polarizarii fluxului de solvent precum si la retentia
so.l'utului pe diverse membrane. Toate aceste considerente au stimulat dezvoltarea tehnicilor
dj_e conditionare a fluidului prin reducerea polarizarii §i cresterea fluxului de solvent [1,2].
Totodatd termenul de polarizare in ultrafiltrarea proteinelor a fost explicat atat in cazul
formérii unui strat de gel cat gi in cazul limitarii osmotice [3-5].

De asemenea, in cazul ultrafiltrarii proteinelor nu trebuie neglijafi o serie de factori
cum ar fi; adsorbfia proteinelor pe membrana, efectul pH-ului §i al agregérii proteinelor,
comportamentul inifial al membranelor cu o permeabilitate limitatd pentru solut, taria ionica
precum §i curba hysteresis a membranei. Un alt aspect care afecteazd determinarile, il
reprezintd reproductibilitatea acestora, intrucit aceasta depinde in primul rand de procesul de
du'ri;are al membranei.

Ultrafiltrarea proteinelor poate fi realizatd fie continuu fie intr-o celuld de lucru cu
spatiu biye determinat, utilizind diverse configurafii ale membranei si ale cciuler. In cazul
masurétorilor in laborator pentru volume foarte mici de proba se utilizeaza o celula prevazuta
cu agitare sau tuburi de ultrafiltrare foarte inguste, in timp ce pentru separari la scard mare se
utilizeaza fibre cu porozitate mare sau membrane cu diverse geometrii. in oricare din aceste
cazuri, solﬁ;ia de proteind vine in contact, in celula de separare, cu 0 membrand noud sau cu
una curdfatd anterior iar experimentul se desfidsoard in conditiile stabilite. Dupa experiment
membrana este curdfatd pe cat posibil §i este inifiat un nou experiment in condiii diferite sau
similare. Adeseori membrana uzati este inlocuita cu una noua.

in timpul/unui astfel de program experimental, in mod firesc pot aparea o serie de
intrebarii cu privire la conditiile de operare. Cand este atinsa starea stafionard a ultrafiltrarii ?
Reflecta intotdeauna ultrafiltratul obtinut concentrafia de solut asa cum ne-am agtepta din
specificafiile firmei producdtoare de membrane? Contactul solutiei de alimentare cu
membrana inaintea de inceperea filtrarii, influenteaza procesul de separare? Cum influenfcaza
procesul de ultrafiltrare, agregarea proteinelor i adsorbjia acestora pe suprafaja si in porii

membrane1? Care este ptl-ul ideal pentru experiment? O valoare mare a vitezei de agitare a
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solufiei va conduce la cregterea [Tuxului de solvent? In ce masuri procedeele de curitare a
membranei vor permite reproductibilitatea determinarilor?

Punctele de vedere cu privire la ultrafiltrarea proteinelor in sistem real sun foarte
diverse. Si considerim, de excmiplu, rezistenfa la transportul solventului. Michaels A, S.
caracterizeazi rezistenfa totald pentru fluxul de solvent din ultrafiltrare, ca fiind suma
rezistenfei membranei (Rn), a rezisteitel stratului adsorbit (R,), a rezistenfel stratului de gel
(Rg) §i a rezistenfei stratului de concentrare a polarizarii (R.) [6]. Caracterizarea fiecirei
rezistenje pentru un sistem solut-membrand dat este un proces foarte dificil, iar in cazul in
care permeabilitate membranci nu ar mai [i aceeasi pe toatd suprafaja, apar complicafii
suplimentare [7].

De aceea in acest subcapitel ne vom axa pe acele exemple care evidenfiazd
complexitatea procesului de ultralilirare a proteinelor, accentul {iind pus pe primele 10-15
minute de ultrafiltrare. Cunoasterea fuctorilor care influenjeaza separarca prin ultrafiltrare a
proteinelor va permite alegerea corcctd a membranei, la ulilizarea repetata a aceleagi
membrane §i la operarea in condifii mecanice §i chimice corespunzitoare pentru sistemul de

ultrafiltrare, din punctul de vederc al separérii unei proteine cu 0 anumitd masa moleculara.
5.1.1.Descrierea celulei de unltrafiltrare cu agitare

in figura 5.1. este prezentaid schematizat instalaia de laborator (prevdzuti cu agitare)
pentru ultrafiltrarea unei solufii diluate de proteind [8,9). Celula prevdzutd cu agitator
magnetic este Amicon Model 401-S prevazutd cu o membrani cu suprafaja efectivd de 39,2
cm?®. Dispozitivul conjine de asemenca o butelie cu azot, un -regulator pentru presiune
azotului, un rezervor pentru solvent, indicatori de presiune, valve precum si o unitate
prevazuld cu sistemul de filtre i sisteinul de mésurare. Toate conexiunile au fost realizate cu
tuburi de polietilend rezistente la presiune si cu racorduri din ofel inoxidabil.

Existd mai multe difercnjc intre acest sistem si cele utilizate Tn mod obignuit. Astfel,
rezervorul pentru solvent conline solujia de tampon fard proteind care este menfinutd la
aceeasi presiune ca cea din cclula de ultrafiltrare. Pe parcursul procesului de ultrafiltrare
valvele V2 §i V4 se menfin deschise iar valva Vi inchisa, gstiel incdt orice pierdere de solvent
din celula, datoratd ultrafiltrarii si fie fnlocuitd automat din rezervorul cu solvent. Prin acest
procedeu se elimind modificarea de volum in celuld, iar condiiile de agitare nu vor fi afectate.
Mai mult decat atdt, pentru soluii total eliminali, concentrajia de solut din celuld va fi

neschimbatd datoritd adaosuiui <2 solitic tampon din rezervor.
! .
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Sistemul utilizat prezintd o serie de avantaje in comparafie cu ultrafiltrarea in sistem
‘inchis, in care volumul de solutie scade pe masura ce procesul de ultrafiltrare inainteazi [10]
astfel incat concentratia de solut in proba cat si condifiile de agitare variaza in timp.

Un alt aspect ciruia trebuie s3 i se acorde atenfie, in cazul celulele cu agitare, il
reprezintd posibilitatea aparifiei migcérii turbionare.

Procedura de lucru adoptatd pentru realizarea ultrafiltrarii este urmdtoarea. se
utilizeazi o celula de ultrafiltrarea (UF) si un rezervor umplut pe jumaitate cu o solufie tampon

acid citric 0,1 M - fosfat disodic 0,2 M (tabelul 5.1.)

Tabelul 5.1. Tampon Mcllvain’s: acid citric - fosfat disodic®

pH 8,0 6,8 6,0 438 4,6 3,0
X 2,75 2275 36,85 50,70 53,25 79,45
*xcm’ ac/id citric 0.1 M +(100 - x) cm® 0,2 M fosfat disodic.

Se inchid valvele V3 si V, iar valvele V; si V, se deschid astfel incit rezervorul cu
tampon s fie presurizat la valoarea de presiune aleasd pentru experiment. Spatiul limitat din
partea inferioard a membranei din celuld se umple cu solutie tampon iar valva Vs se inchide.
Se introduc in celuld 250 cm® solufie proteini si se inifiazd agitarea. In acelasi timp se
deschide valva V3 pentru a presuriza celula la nivelul existent in rezervor. Daca e)fperi,memul
pecesitd ca membrana si intre in contact cu solufia de probd o perioadd de tir'ﬁp inaintea
ingeperii filtrarii, atunci dupd aceasta perioadi valvele Vi §i Vs se deschid brusc i_z_ar simultan
se inchide valva Vs, pentru a incepe ultrafiltrarea. In timpul contactului dintre membrani si
sqlutie inainte de ultrafiltrare nu se utilizeaza agitarea.

Dupi ce valva Vs este inchisd, pe méasurd ce ultrafiltrarea avanseazd, se colecteaza
ultrafiltratul intr-o biuretd gradatid. Indicafiile biuretei gradate, citite la intervale de 30
secunde, se utilizeazd pentru trasarea diagramei volum filtrat-timp, pe baza carora se pot
realiza diagrame ale fluxului de solvent in raport cu timpul. De asemenea se extrag cu ajutorul
unei seringi, esantioane din ultrafiltrat, la diferite intervale de timp, pentru determinarea
concentrajiei de solut in ultrafiltrat. Acest volum de esantion. precum §i volumul lichidului
introdus in partea inferioard a membranei , inaintea filtrarii, s-au luat in calcul pentru
masurarea yolumului de ultrafiltrat la un moment dat.

In finalul experimentului se opreste agitarea, valvele Vs si V, se inchid, se evacueazi

. 1 . . .« . . . -
soluia din interiorul celulei iar presiunea se scade lent. Celula si ansamblul de ultrafiltrare se
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scot §i se spald cu ap3 de la robinet. Pentru reutilizarea unei membrane Swaminathan [8,9] a
utilizat urmitorul procedeu de curafare: membrana este spalatd cu apd de la robinet i se
pistreazi timp de 15 minute intr-o solufie de NaOH 0,1 N, dupé care se spala din nou de
aceastd datd cu apa dublu distilatd. Se fixeazd in celuld i se trece, timp de 15 minute, un jet
de apa dublu distilatd la aceeasi presiune la care membrana a fost expusd in timpul
experimentului. Se scoate din nou membrana. se curd{d cu NaOH 0,1 N si apd dublu distilata
la o presiune de 10 atm masurdndu-se viteza de filtrare. Acest procedeu se continud pana cand
se restabileste performanta initiald a membranei, fafa de apa distilata la 10 atm.

In cazul separdrii albuminei serice (BSA) adsorbtia pe suprafata membranei XM 100A
(Amicon) este foarte mare. De aceea dupa utilizare se scufundd membrana, timp de 30 min,,
intr-o| solufie de NaOH 0,1 N ce contine 0,5 % pepsinad. Daca dupd clatire cu apa dublu
distilatd si filtrarea acesteia la 20 atm se atinge un flux de solvent de cel putin 95% din
valoarea fluxului initial al unei membrane noi, aceasta poate fi utilizatd pentru un nou set de
determindri. In caz contrar se scufundi membrana pentru inci 15 min. in solutia de curitare i
se repetd procedeul.

Concentrafia in proteine ale probelor se determina spectrometric utilizdind metoda
Lowry [11] pentru solutii de proteina diluate §i metoda Biuret modificata [12] pentru solutii

relativ concentrate.
5.1.2. Ultrafiltrarea proteinelor; etapa inifiald

Swaminathan [8,9] a observat cé@ fluxul de solvent scade repede in timp la inceputul
ultrafiltrdrii, simultan cu cregterea retentiei solutului. Dupa o anumiti perioada de timp viteza
de modificare a fluxului de solvent, respectiv retentia solutului scade substantial si in circa 10-
15 min. ambele procese decurg practic cu vitezd constantd. Acest comportament a fost
observat in cazul ultrafiltririi albuminei serice cu membrane PM 30, XM 100A si XM 300
(Amicon) la presiuni de 10-35 atm i o variatie a concentratiei de solutie intre 0,05-0,5%.

Figura 5.2 prezintd comportarea unei membrane PM 30 din punctul de vedere al
evolutiei timpului de refinere iniial al unei solutii de albumina 0,1 %, la diferite presiuni,
utilizand o celul cu agitare (800 rpm). .

Acelasi comportament a fost observat §i pentru alte valori ale pH-ului. De exemplu
Waters gi Fane [10) au studiat ultrafiltrarea albuminei 0,05% pe 0 membrani XM 100A intr-o
celuld cu agitare, $i au observat ci reten{ia albuminei variazi in mod semnificativ functie de

timp pentru toate cele trei'valori ale pH-ului, respectiv 7,4; 3,0 5i 4,8.
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Figura 5.2. Evolutia timpului de refinere inigial al albuminei serice pe o
membrand PM 30; solujia de albumini de alimentare 0,1%,

pH-ul solutiei 4,8 corespunzitoare pH-ului izoelectric al albuminei.

De asemenea Waters si Fane [10] au observat modificarea procentului de retentie al
albuminei de la 20-30% la inceputul procesului de ultrafiltrare pani la circa 90% si chiar mai
mult in final. Deoarece membrana XM 100A utilizat3 are un indice de separare de 100 000 iar
albumina are masa moleculard de 67 000 Da, procentul de refinere va fi mult mai mic decat
100%.

Atunci cdnd se foloseste 0 membrand PM 30, cu un coeficient de retentie mult mai
mare, (figura 5.2.) se observi cd gradul de retentie al albuminei. in primele minute, este in jur
de 70-85%, in timp gradul de retenjie corespunztor stirii stajionare (dupd 10-15 min.)
variazi intre 90-98%, in functie de presiunea aplicat3 §i de concentratia solufiei inifiale [8].

in general, gradul de retentie al proteinelor, in faza de echilibru, creste usor odata cu
cregterea concentrafiei solutiei de proteind, i scade atunci cand cregte presiunea aplicata [8,9]_
Un alt aspect ce trebuie menfionat, il reprezintd timpul necesar atingerii starii de echilibru
pentru fluxul de solvent, care este intotdeauna mult mai mic decdt cel necesar atingerii starii
de echilibru pentru retentia solutului [8,14]. Pentru un interval de timp determinat, chiar daca

debitul de solvent este constant, gradul de retentie al solutului cregte. Acest tenomen poate fi
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atribuit obturdrii porilor membranei de catre proteinele globulare care afecteaza semnificativ
gradul de retentie al solutului.

Instabilitatea unui astfel de sistem de ultrafiltrare se datoreaza: (i) aglomeririi in timp
a stratului polariiat (si a stratului de gel); (ii) interacfiilor dintre membrana si solut care
conduc la adsorbfia proteinelor pe suprafata membranei §i la posibila obturare a porilor
acesteia. Timpul caracteristic pentru primul tip de proces [15] este proporjional cu raportul
dintre coeficientul de difuzie efectivi a solutului in solufia de alimentare §i patratul vitezei de
difuzie a solventului prin membrana. Astfel, pentru solujii cu concentrafii mari de proteine
(deci coeficien}i de difuzie mai mici) §i pentru presiunii aplicate mari (deci flux iniial de
solvent mai mare) timpul caracteristic aglomerarii stratului polarizat (i a stratului de gel) este
mai mic. Intr-o serie de cercetari s-a constatat ca pentru concentratii de proteind intre 0,05-
0,5% si o presiune aplicatd nu foarte mare timpul initial pana la atingerea echilibrului este de
10-15 min. [8-10,13]. In cazul in care atat concentrafia solufiei inifiale de proteind cét §i
presiunea aplicatd este mare timpul pana la atingerea echilibrului poate sa scadd péna la 60 s.
si din aceastd cauzi efetul acestuia s fie ignorat [1].
| Formarea rapidd a stratului polarizat (i a stratului de gel) va conduce la sciderea
fluxului de solvent in timp. Daca acest strat va prezenta proprietdfi corespunzitoare unei a
doua membrane capabile si retind partial solutul, se va modifica gradul de retengie a solutului
in timp. De asemenea dacd are loc si adsorbfia proteinei pe suprafaja membranei, stratul

adsorbit va influenta cu siguranta gradul de retentie al solutului.
5.1.3. Influenta adsorbtiei proteinelor pe membrana si a pH-ului solutiei

O deosebitd a atentie a fost acordatd in ultimii anii cercetdrile cu privire la rolul
adsorbtiei proteinelor in cazul ultrafiltrarii prin procese membranare [16]. Membranele de tip
YM, introduse recent de firma Amicon [17] prezintd o adsorbtia foarte mica a proteinelor iar
caracteristicile acestora reflectd preocupérile recente din domeniul objinerii de membrane
pentru ultrafiltrare. Caracterizarea unei membrane de ultrafiltrare din punctul de vedere al
adsorbtiei proteinelor pe suprafaja sa este foarte importanta in vederea recuperirii totale a
solutului din soluii inifiale de proteina foarte diluate. In cazul unor solutii de proteina supuse
ultrafiltrarii, foarte concentrate, fenomenul de adsorbtie nu afecteazi considerabil bilanjul
material proteic [18].

Structura soluiei si gradul de aglomerare a moleculelor proteice, care sunt dipolare in

stare naturala, sunt influenjate de pli-ul solugici. De exemplu, pe masurd ce pH-ul solutiei ate
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o valoare apropiatd de pH-ul punctului izoelectric, gradul de aglomerare atinge valoarea
maximi iar solubilitate atinge valoarea minima. Este cunoscut, de asemenea, faptul ca
adsorbtia proteinelor pe suprafete sintetice [19,20] si pe membrane din polimeri neutrii sau
schimbitori de cationi [21] creste atunci cind pH-ul solutiei are valori apropiate de pH-ul
punctului izoelectric. Influenfa pH-ului asupra separdrii prin ultrafiltrare a unor solutii ce
contin un singur solut (albumini serici BSA, hemoglobini §i albumind din ou) a fost studiatd
pentru membrane de tipul PM 30, XM 100A i XM 300 [22]. S-a constatat cd debitul de
echilibru pentru ultrafiltrarea cu agitare a unei solutii de proteind va avea o valoare minima
pentru o solutie cu pH egal cu pH-ul izoelectric §i va creste pentru valori de pH diferite.

In figura 5.3. este prezentatd variatia debitului de curgere a solventului prin
membrani, intr-o solufie fir3 agitare, in functie de timp pentru ultrafiltrarea albuminei serice
BS$A la pH 3,2 cu 0 membrani XM 100A, pentru timpi de adsorbtie diferiti.
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Figura 5.3. Variaia debitului de curgere a solventului prin membrani in timp
(ultrafiltrare fard agitare) pentru trei valori ale timpului de adsorbtie,
membrand tip XM 100A; solutie de albumini serici BSA 0,05%;
pH 3.2; presiune 20atm.
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Se observd din grafic o scddere a valorii debitul de curgere a solventului prin

membrani pentru un timp de adsorbjie de 4 respectiv 10 min. comparativ cu valoarea

inregistratd pentru un timp de adsorbtie de 0 min. Mai mult decat atat, valoarea debitul de

curgere a solventului prin membrana scade odata cu cregterea timpului cu tendinfa de atingere

a starii de echilibru dupa o perioada mai lunga de timp.

in cazul utilizarii unui sistem de ultrafiltrare cu agitare efectul fenomenului de

adsorbfie pe suprafaja membranei este mai pronunfat (figura 5.4.).
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Figura 5.4. Variatia debitului de curgere a solventului prin membrani in timp

(ultrafiltrare cu agitare) pentru trei valori ale timpului de adsorbtie;

membrana tip XM 100A; solujie de albumina serici BSA 0,05%;

pH 3.2, presiune 20atm; viteza de rotatie 650 rpm

Un efeet yi mai important al adsorbjier proteinelor, pe suprataja membranei, asupra

procesului de ultrafiltrare se constatd in cazul separdrii prin ultrafiltrare intr-un sistem cu

agitare a albuminer BSA, pe o membrana XM 100A la pH 4.8 corespunzator pH-ului
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izoelectric al acestei proteine. Aga cum se observad din figura 5.5., debitu! initial de curgere

prin membrana scade semnificativ ( de peste patru ori) pe misurd ce timpul de adsorbfie

creste de la 0 la 20 min. Valoarea debitului de curgere prin membrani corespunzitor starii de

echilibru, pentru un proces de ultrafiltrare precedatd de adsorbtie timp de 20 min. este de

aproximativ jumatate din valoarea corespunzitoare unui timp de adsorbfie de 0 min.

Se poate concluziona ci amanarea accidentala a inceperii procesului de ultrafilirare

prin membrane ce prezintd adsorbtie pentru proteine, poate afecta considerabil performangele

membranei.
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Figura 5.5. Varialia debitului de curgere a solventului prin membrana in timp
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(ultrafiltrare cu agitare) pentru patru valori ale timpului de adsorbiie,
membrana tip XM 100A; solufie de albumind serica BSA 0,05%:;

pH 4.8, presiune 20atm; viteza de rotagie 650 rpm.
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Dependenta debitului de curgere al solventului prin membrana in funcfie de pH este
prezentatd in figura 5.6. pentru cazul ultrafiltrarii unei solutii de albumina serica BSA, intr-un

sistem cu sau far agitare.
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Figura 5.6. Variatia debitului de curgere a solventului prin membrana
in functie de pH pentru trei valori ale timpului de adsorbie;
membrani tip XM 100A; solutie de albumin3 sericd
BSA 0,05%; presiune 20atm.

Rezultatele demonstreaz3 faptul cd un timp de contact indelungat, intre membrana i
solutie, Tnaintea inceperii procesului de ultrafiltrare determind un grad mare de adsorbtie si
conduce la scaderea debitului de curgere al solventului indiferent de valoarea pH-ului gi de
condijiile de agitare.

Datele prezentate confirma efectul pe care il are pH-ul solutiei de proteind asupra
ultrafiltrarii, §i anume c3 debitul de curgere a solventului prin membrand, in starea de
echilibru, atinge op valoare minima pentru o solutie cu pH egal cu pH-ul izoelectric. Acest

lucru este valabil indiferent daca solujia este sau nu agitatd i nu depinde de timpul de
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adsorbjie ce precede ultrafiltrarea; este de preferat si se lucreze la un pH diferii de pH-ul

1zoelectric.
5.1.4. Influenta agitirii

In cazul ultrafilteirii prin procese membranare, este bine cunoscut faptul c3, agitarea
soluiei reduce polarizarea i creste debitul de curgere a solventului prin membrana deoarece
prin agitare, creste coeficientul de transfer de masa prin difuzie al solutului de la suprafaja
membranei citre interiorul solutiei.

In cazul membranelor XM 100A si XM 300 s-a observat [13] ca viteza de atingere a
starii de echilibru pentru o solufie de albumina sericd BSA la pH izoelectric, este mai micé
cind ultrafiltrarea se realizeazd cu agitare decdt in absenta agitarii. De asemenea in cazul
membranelor de mai sus, caracterizate printr-o permeabilitatea parfiala pentru ultrafiltrare, s-a
constatat cd debitul de curgerea al solventului prin membrand sau gradul de retenfie a
solutului nu se modifica atunci cand viteza de agitare creste de la 500 la 1000 rotatii/min.

Un astfel de comportament neobignuit poate fi explicat dupd cum urmeazi. La pH
izoelectric moleculele de proteina se gasesc in agregate moleculare puternic comasate. Stratul
polarizat, in absenta agitérii, va fi “poros” datoritad conglomeratelor de mari dimensiuni. In
prezenfa agitarii se formeazi conglomerate mai mici, cea ce duce la aparifia unui strat
polarizat mai compact. Dar acest lucru nu este suficient deoarece pentru o membrand
impermeabild, agitarea determind intotdeauna o crestere a debitului [13]. Probabil ci aceste
conglomerate mai mici apdrute in urma agitérii, blocheaza o parte din pori, ducind la o
scddere a suprafefei active. Efectul este mult mai pronuntat in cazul ultrafiltrdrii cu agitare,
deoarece se formeazd conglomerate mai mici in comparatie cu cele rezultate in ultrafiltrarea
in absenia agitarii. Modul de blocare a porilor membranei cu conglomerate proteice de diferite
marimi nu este incd pe deplin clarificat [10,13].

in figura 5.7. sunt prezentate datele obginute la ultrafiltrarea albuminei BSA, in sistem
cu agitare si [rd agitare, printr-o membrana de tipul XM 100A la pH 3,2 si 4,8 cu un timp de
adsorbtie de 10 min., inaintea ultrafiltririi. Se poate constata ci in primele aproximativ 90 s.
valorile debitului de curgere prin membran in sistemul cu agitare sunt mai mici decat valorile
obfinute in absenia agitarii. In starea de echilibru debitul de curgere prin membrana este putin
mai mare ca valoare in cazul sistemul cu agitare, decat tn cazul sistemului (Ur3 agitare, pentru

aceeasi valoare a pH-ului.
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Figura 5.7. Influenta agitérii asupra debitului de curgere a solventului
printr-o membrana de tipul XM 100A pentru un timp de ads..: bju
de10 min_; solutie de albumin sericd BSA 0,05%,; pH 3,2 si 4,8,

presiune 20 atm

Interpretarea acestor rezultate se poate face dacéd se considera existenta a doud straturi
de proteine adsorbite pe suprafaja membranei: unul puternic adsorbit §i un al doilea strat,
chiar deasupra primului, mai putin adsorbit. Acest al doilea strat, mai putin compact, va putea

fi usor indepirtat si deci va permite un debit de curgere mai mare.

5.1.5. Curitarea niembranei

In pofida unui control riguros al proceselor de fabricare a membranelor, exista variaii
deci necesar s3 refolosim o membrand in cazul in care poate fi curafatd suficient de bine
pentru a se restabili, pe cat posibil, performanta inifiala. In plus, reutilizarea membranei este
deseori impusd de costul ridicat al unei noi membrane, mai ales in cazul ultrafiltrarilor ce

utilizeaza cartuge de filtre s¢ impune curdjarea membranelor.
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In ceea ce priveste curifarea membranelor, trei probleme principale solicita atentie:

1. Cum ne putem asigura cd membrana este curat?

2. Ar putea procedura de curijare a membranei si provoace modificiri reversibile sau

ireversibile ale acesteia?

3. Care este combinajia optimd de procedee fizice §i chimice pentru curitarea

membranei?

In ceea ce priveste prima intrebare, nu existi un consens; rispunsurile variind in
funcfie de scopurile experimentului. Astfel Mc Gregor [18] considerd completd curafarea
membranei, atunci cidnd solufia rezultatd in urma spilarii nu mai contine, in mod repetat,
proba supusé separirii. Waters si Fane [10] se referd la o refacere a proprietiilor initiale ale
membranei XM 100A in proportie de 95%, din punctul de vedere al restabilirii gradului iniial
de retentie a solutului simultan cu refacerea permeabilitfii fatd de apa puri.

Deoarece in cazul membranelor de ultrafiltrare, caracterizate printr-o anumita
distributie a marimii porilor, variatia dimensiunii acestora afecteazi in mod diferit debitul de
curgere a solventului §i gradul de retenfie a solutului, pare rezonabil si afirmdm cd o
membrana poate fi consideratid curatd doar atunci cand permeabilitatea fajd de apd puri si
caracteristicile de retentie a solutului sunt complet restabilite.

Procedeele de curajare includ tratamente chimice §i fizice variate. Procedeele chimice
implici, de obicei, utilizarea unei substanfe alcaline diluate, a unei solujii slab acide,
tratamente cu enzime, utilizarea unei solutii de surfactant sau o combinafie a acestora.
Procedeele fizice se referd la spalarea cu apa de robinet sau api distilata intr-un sens gi in sens
contrar. Tratamentul chimic se deﬁfésoaré de obicei prin spilare intr-un singur sens sau prin
simpla scufundare, urmata de o spilare in sens contrar.

De asemenea trebuie supravegheata presiunea solutiei de spalare astfel incat suprafaja
membranei sd nu sufere deterioréri ireversibile.

Swaninathan [25] a observat ci debitul filtrarii apei pure prin membrane PM 30 XM
100A si XM 300 dupd scufundarea intr-o solufie de agent tensioactiv neionic, a fost
considerabil mai mare decit in cazul unor membrane netratate. In acest caz se considerd ci
umflarea membranei reprezintd unul dintre factorii care contribuie la cresterea debitului de
curgere a solventului prin membranid [25]. Desi existd aspecte comune intre diversele
procedee de curifare a membranelor, ar fi de preferat alegerea unui procedeu pe baza
experienelor de laborator directe $i a indicajiilor furnizate de firma producatoare a

membranei.
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Un fenomen secundar il reprezintd scidderea in timp a debitului de curgere prin
membrana datorita modificarilor ireversibile din stratul polarizat (si de gel), a adsorbtiei
moleculelor de proteina pe §i in membrana §i colmatirii ireversibile a membranei.

Acest subcapitol s-a referit numai la ultrafiltrarea unei solufii ce contine o singurd
proteind. In cazul in care se are in vedere ultrafiltrarea unui amestec de proteine.trebuie sa se
{ina cont de: fenomenul de asociere a proteinelor, adsorbtia competitivdi pe suprafafa

membranei, etc.

5.2. Purificarea compusilor biologici prin ultrafiltrarea de afinitate

In prezent, in cadrul proceselor biotehnologice o importan{d deosebitd este acordatd
etapei de purificare a produselor rezultate. Tehnologiile de purificare la scard largd au in
vedere utilizarea unor tehnici de purificare de inalta rezolutie, astfel incét produsele objinute
sd se poat3 incadra in criteriile de calitate care sunt din ce in ce mai riguroase in prezent.

Purificarea compusilor biologici prin ultrafiltrarea de afinitate combind metodele de
purificare bazate pe interactii de afinitate cu metodele de separare prin membrane. Separarea
prin procese membranare are numeroase aplicatii in biotehnologii. Un exemplu, din domeniul
interactiilor de afinitate, se referd la imobilizarea unui ligand pe suprafata membranei dupa
care un pachet de astfel de membrane sunt introduse intr-o coloand [26]. Astfel, este inlocuit
materialul suport de afinitate cu straturi de membrane. Suprafata disponibila in acest ultim caz
este mult mai mic3, detenninﬁﬁd o capacitate de schimb scizutd. Pentru a creste capacitatea
de schimb se pot imobiliza enzime pe suprafata unei membrane de ultrafiltrare [27]. In acest
caz, fiecare moleculd de enzima transformd mai multe molecule de substrat, in produs
imbunatdtindu-se capacitatea cataliticd. Un astfel de proces este in prezent aplicat in
instalatiile pilot [28].

In ultrafiltrarea de afinitate membrana nu constituie un suport pentru ligandul
macromolecular ci mai degrabd o barierd care mentine ligandul numai pe o parte a
membranei. Intr-un astfel de aranjament sunt evitate problemele privind capacitatea scizuti si
se poate pune la punct un proces de purificare pe scari largi.

O limitare tehnologica a unui astfel de proces o constituie lipsa unor membrane care si
aiba capacitatea de discriminare adecvati, in funcfie de masa molecular3. Principiul general al

purificdrii de afinitate prin ultrafiltrare este prezentat in figura 5.8.
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Figura 5.8. Principiul purificarii prin ultrafiltrare de atintate: (A) etapa de spilare,

cand impuritagile trec prin membrana, (B) spalare completa, i (C)
disocierea materialului legat de ligandul macromolecular, mediata in acest

caz de catre un ligand competitor cu masa molecularad mica

Membranele utilizate au pori cu un diametru destul de mare pentru a putea permite
tuturor moleculelor de proteine, prezente in proba, si treacd prin port Dacd se adauga in

sistem un ligand macromolecular de afinitate, acesta va refine selectiv o parte din solujii
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prezenti in probd, in timp ce toate celelalte molecule vor trece prin membrana. Cind etapa de

spalare s-a incheiat, adicd atunci cidnd toate moleculele proteice nelegate de ligandul

macromolecular sunt inlaturate, complexule de afinitate poate fi disociat iar materialul

eliberat va trece prin membrana si va putea fi colectat. In faza finali, ligandul macromolecular

poate fi recondijionat pentru utilizare in ciclul urmator.

Procedura generali este ilustratd schematic in figura 5.9. Procesul de purificarea poate

fi imparit in patru etape experimentale distincte: administrarea probei si formarea

complexului, spalare, disociere si recondifionare.

SPALARE
ot
¢
SOLUTIE BRUTA

-REGENERARE Jil

Figura 5.9.

DISOCIERE

e —

CONCENTRARE

PRODUS

Reprezentarea schematica a unui proces de purificarea continua prin

ultrafiltrare de afinitate. Se aleg membrane in care porii au diametre ce

permit reciclarea continui a ligandului creandu-se posibilitatea operdrii in

sistem continuu
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5.2.1. Etapa de administrare a probei si formarea complexului de afinitate

‘Administrarea probei de purificat si legarea ligandului pot fi realizate astfel:
1. Prin amestecarea solujiei brute cu ligandul, realizdndu-se astfel legdturii de afinitate
Amestecul de reactie trebuie prelucrat in etapa urmaitoare, de spalare;
2. Prin -pomparea celor doud solutii, solufia brutd gi respectiv ligandul macromolecular,
fiecare pe cite o parte a membranei, permifindu-se astfel formarea complexului intic
ligand i moleculele care trec prin membrana. Metoda se numegste diafiltrare.

Cele doud metode sunt prezentate schematic in figura 5.10.

SOLUTIE
BRUTA

1 ot

- CAMERA
Sg&gf —:P AMES?‘ECARE
il |l| N
LIGAND T

LIGAND

Figura 5.10. Modalitati de administrare a probei de purificat §i a ligandului:
(A) amestecare §i (B) diafiltrare

Alegerea unei metode este depinde de procesul studiat. Dacd o substanja trebuie
purificatd dintr-un amestec omogen, fard nici o particularitate, se va alege prima varianta
Aceastd metodd necesitd ca particulele solide existente si fie inliturate, inaintea inceperii
purificarii.

Cea de-a doua metoda presupune o abordare mult mai generala. In acest cas

membran poate fi considerata ca o bariera protectoare care indepirteaza alji agenyi de legare
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posibili. Aceastd metodd poate fi folositd pentru separarea continud a unei substanfe din

amestecuri complexe de compusi biologici.
5.2.2. Etapa de spalare

Etapa de spilare nu ar trebuie sa dureze prea mult pentru a evita disocierea §i pierderea
substantelor proteice legate. Interacia dintre ligand (L) si molecula care trebuie purificata (P)

poate fi prezentatd in mod schematic, astfel:

P+L—£ 2 PL—Z

Molecula P este prea micad pentru a fi refinuta de membrani si va fi deci indepirtata
prin spalare, echilibrul fiind deplasat spre stanga. Este deci de dorit si& se foloseasca
membrane cu flux mare i liganzi macromoleculari de afinitate care au mase moleculare mult
mai mari decat substantele care trebuie indepartate. O altd alternativd pentru optimizarea
procesului de interactie ar fi utilizarea liganzilor care formeaza legédturi puternice cu
moleculele de interes. Astfel pierderea moleculelor P este redusa la minim.

In figura 5.11. este prezentatd schematic o instalajie experimentala de purificare prin
ultrafiltrarea de afinitate, utilizatd pentru monitorizarea procesului de spalare. Sistemul ales

drept model este urmatorul:
BSA + verde de bromcrezol Z complex

in care albumina (BSA) este consideratd a fi ligandul cu masd moleculard mare (L) care se
leaga de substanta (P), verdele de bromcrezol.
Concentratia C de verde de bromcrezol transportat prin membrana, la momentul t

poate fi exprimata astfel:

unde k este o constanta.
Pentru a facilita reprezentarea graficd ecuapia de mai sus se poate scrie sub torma
logaritmica:
InC'=InC’, ~ ki
9.
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Figura 5.11. Instalajie de purificare prin ultrafiltrare de afinitate. Curgerea este

AGITATOR

.

INREGISTRATOkK

PROBA

DESEUR]

controlata de o pompa (A), care poate fi inchisi daci presiunea atinge

o valoare prestabilita (B). Solutia este recirculati citre rezervorul (C).

Prin intermediul pompei cu valve (D) se pot introduce in sistemul de

filtrare proba si reactivii.

Curba de elufie pentru sistemul albumini-verde de bromcrezol este prezentata in

figura 5.12.

Membrana utilizata are un indice de separare de 35.000. Deoarece masa moleculara a

albuminei gste aproape dubla, se poate presupune ca nu exista pierderi prin membrana. Totuyi

ar trebui s3 luim in calcul ¢d dublarea masei moleculare pentru o proteind globulard conduce
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la o crestere a diametrului molecular doar cu un factor de V2. Din acest motiv producatorii
membranelor previd posibilitatea unei pierderi prin membrana de cel mult 10%. Pierderea
ligandului prin membrana, in etapa de spalare, poate fi compensata prin reducerea timpului de
lucru si deci reducerea pierderilor datorate disocierii. O imbunétdtire $i mai mare ar putea fi

realizatd prin utilizarea unui ligand cu masd moleculard mult mai mare.

A 280 nm

nae

Y]

\\

=4
&
b

Figura 5.12. Curba de elujie pentru sistemul albumin3-verde de bromcrezol. Inifial
colorantul nelegat este indepartat prin spalare, obtindandu-se primul pic.
Cand spilarea s-a terminat, solujia tampon este inlocuitd pentru a se

asigura condijiile de disociere, observandu-se cel de al doilea pic.

5.2.3. Etapa de disociere a complexului de afinitate

Disocierca complexului de afinitate PIL. §i elufia lui P reprezintd una dintre etapele
critice cin intregul proces de purificare, deoarece trebuie alese conditiile de lucru tavorabile

OO
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pentru conservarea atdt a activitafii biologice a biomoleculelor cdt §i a caracteristicilor
operationale ale membranei.

Elutia poate fi realizata:

@) prin folosirea unui ligand competitiv pentru a disocia P §i L, sau

(ii)  prin elufia nespecificd a compusului P din L prin modificarea pH-ului, a tarici

ionice a solutiei, etc.

Prima alternativd este atractivd deoarece nu produce modificdri semnificative in
procesul de formare a complexului (a legiturii dintre L §i P) §i deci conservd activitatea
biologicd a moleculelor P. Aceastd metoda, presupune conditii chimice neagresive si deci nu
va influenta negativ parametrii operationali ai membranei. Printre dezavantaje putem enumera
doud: (a) pretul de cost ridicat datorat folosirii unui ligand de afinitate competitiv si (b) faptul
ci compusul P este contaminat cu ligandul liber.

“Elutia nespecifici este un procedeu mult mai ieftin, dar poate afecta considerabil atat
activitatea biologicd a compusilor supusi purificdrii cit §i proprietdfile membranei. In cazul
acestei metode un dezavantaj il reprezintd faptul cd compusii utilizaji pentru disocierea
complexului pot contamina proba. De aceea este foarte important s3 se aleagd cu grija
conditiile de lucru; de exemplu revenirea la conditiile initiale prin modificarea pH-ului sau
utilizarea unor membrane mult mai rezistente la diversii agenti chimici utilizati.

Un alt dezavantaj al acestei metode 1l reprezint3 interactiile de asociere dintre P §i L
care sunt caracterizate prin constante de asociere cu valori foarte mari. De exemplu, pentru
complexul avidini - biotini, constanta de asociere are valoarea K, = 10° M.

In cazul sistemului albumind - verde de bromcrezol , in care albumina are rolul
ligandului de afinitate cu masd moleculard mare iar verdele de bromcrezol este substanja de
purificat, pentru disocierea complexului se realizeazi elutia cu un ligand cu proprietafi mixte:

partial capabil de competitie directl, partial actiondnd ca un disociant nespecific al albuminei.

5.2.4. Etapa de reconditionare

Dupi etapa de disociere, ligandul macromolecular de afinitate eluat poate fi refolosit
in urmitorul ciclu de purificare, dupi ce a fost reconditionat. Recondifionarea se poate realiza
tot printr-un proces membranar in care solutia tampon ce contine ligandul competitiv este
inlocuitd cu una proaspitd ce contine ligandul macromolecular de afinitate. De asemenea

pentru concentrarea solutiei, ce contine ligandul macromolecular de afinitate, se pot utiliza o
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serie de alte membrane care pot elimina, pe principiul excluziunii sterice, atat ligandul

competitiv liber cat $i apa.
5.2.5. Purificarea Concanavalinei A din Canavalia ensiformis

In vederea obfinerii unui amestec omogen de proba se macind §i inmoaie in apa
boabele de fasole (Canavalia ensiformis). Pentru purificare se utilizeaza o solufie limpede.
Ligandul de afinitate pentru concanavalina A (conA) poate fi dextran solubil T-2000
(M=2x106) sau celule de drojdie, Saccharomyces cerevisiae (cu un diametru mediu de 5 pum),
dezactivate la temperatura. Ambii liganzi contin reziduuri de zaharoza la care se poate lega
lectina.

Membranele utilizate in acest proces de purificare pot separa compu§i cu mase
moleculare cuprinse intre 300.000-1.000.000. Concanavalina A are masa moleculara 102.000
si nu este refinuta de membrana atunci cand este in forma liberd. In urma legarii de ligand se
formeaza un complex macromolecular care nu trece prin membrana.

Diferenta dintre dimensiunile moleculelor de conA si cele ale dextranului nu este
suficient de mare pentru a putea permite o separare adecvata. De aceea se utilizeaza drept
ligand macromolecular drojdia iar curba de elufie este cea prezentata in figura 5.13. Elugia
conA se realizeazd cu glucozd drept ligand competitiv. Pentru a impiedica metabolizarea
glucozei de catre drojdie, aceasta se dezactiveaza prin incilzire, reducdndu-se totodata riscul
introduceri in mediu a proteazelor microbiene.

Concanavalina A purificatd prin aceasta metoda este analizata atdt din punctul de
vedere al puritdtii ( metoda imunologica) cat si al activitatii biologice (abilitatea de a aglutina
globulele rosii). Din figura 513, se poate observa cid prima fracjie con{ine conA care
reactioneaza cu anticorpii anti-conA dar nu prezinta capacitate de aglutinare. Cea de-a doua
fractie obtinutd in urma eluarii cu glucoza prezintd ambele proprietai §i reprezintd un amestec
omogen din punct de vedere electroforetic cu o puritate mai mare decit preparatele
comerciale.

Randamentul purificarii prin ultrafiltrare de afinitate a concanavalinei A este de 70%

iar capacitatea sistemului de 1g/ord proteina pura.

98

https://biblioteca-digitala.ro / https://www.iini.ro



A

(280nm) wg/nl,
N
by,
o a6
\
03 | ‘]Tl5
ll
A ,' |
\ [
i X 30
. 'll I,'l \l
0.2 L { “.| " <
I' r'" ]t "'. E
‘ l 1. ‘.| 20
5\ I y '\..
\ \ \
01 '\\‘ [ " /( \ ‘.,Q )
1 Yy ol “\-\ .- )
I’ *e c\ \\ ‘ r .,' \\._.. \
W b Ny
! T eva ! N |
J re S,y
Q- .I.ll...?l....i"‘. R el et Sl )
G S0 n 100 150

Figura 5.13. Curba de elufie obfinuta in cazul purificarii concanavalinei A prin

ultrafiltrarea de afinitate. Primul pic corespunde eliminarii prin spélare a

materialului nelegat de reziduurile de zaharoz3; cel de al doilea pic
corespunde eludrii cu glucozi 0,5 M. Fractiile au fost colectate, dializate

si analizate din punctul de vedere al confinutului in conA (e) si al
activitagii biologice (m).

5.2.6. Purificarea alcool dehidrogenazei din drojdia de bere

Alcool dehidrogenaza (ADH) prezentd in extractul brut de drojdie de bere (.
cerevisiae) poate fi purificatd avand la baza interacfia dintre albastru de Cibacrom 31 enzime.
Ligandul de afinitate folosit este mai intdi imobilizat pe granulele de amidon care se cupleaza
usor cu ligandul. Particulele de amidon modificate cu albastru de Cibacrom se adauga

amestecului omogen de drojdie de bere. Pentru filtrare se utilizeazi sistemul prezentat in
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figura 5.11. Membranele utilizate permit separarea unor compusi cu masa moleculard
detectdr UV Disocierea ADH-ului din complex se face prin cregterea tarier ionice a solutie

500.000. Continutul de alcool dehidrogenaza din efluentul de spilare este monttonzat cu un
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Purificarea ADH din drojdia de bere prin ultrafiltrarea de afinitate se poate realiza gi
intr-un proces continuu. Principiul unui astfel proces a fost prezentat in figura 5.9. Cel mai
important avantaj al unui astfel de proces il reprezinta faptul ca sistemul este ugor de controlat

cu ajutorul unui calculator eliminandu-se astfel diferentele de eficien{a dintre etapele filtrarii.
5.3. Procesarea plasmei sanguine prin electrodializa

O conceptie de baza a chimiei proteinelor se refera la infelegerea comportamentului
proteinelor izolate care trebuie studiate in stare nativd. De exemplu, in cazul proteinelor din
plasma sanguind implicate in procesele de hemostaza, procese inflamatorii sau in
mecanismele de apdrare ale organismului. Aceste proteine sunt prezente in sdnge in
concentrafii mai mici de lmg/mL in formd de zimogen sau preactivatd §i care trec intr-o
forma biologic activa in vivo sub actiunea unor stimulenti adecvagi {29].

Acest capitol se referd la separarea componentelor proteice eterogene si/sau instabile
din plasma umana prin precipitare izoelectricd. Precipitarea izoelectricA se realizeaza prin
electrodializd de-a lungul unor membrane ion-selective semipermeabile.

In solufie apoasa proteinele sunt amfioni si formeaza legaturi atat cu moleculele de apa
cdt §i cu ceilalfi ioni prezenji in solufie. In determinarea experimentald a densitdfilor
proteinelor se presupune de obicei cd moleculele de apa legate sunt similare cu moleculele de
apa obignuitd, dar analizele cristalografice cu raze X ale proteinelor au demonstrat cd acest
lucru nu este adevarat {30,31]. Richards si Richmond au sugerat cd moleculele de apa legate
de proteine si prezente in situsurile active pot fi inlocuite mult mai ugor dect moleculele de
apa obignuita si deci acestea contribuie in mod semnificativ la energia de legétura a ligandului
[32]

lonii ce provin de la o sare neutrd, prezenti in solufie, protejeaza gruparile incarcate
electric ale proteinelor influentand astfel interactiile electrostatice dintre aceste gruparii. Acest
etect apare pentru concentrafii mici de sdruri, cum ar fi concentrajiile corespunzitoare
sarurilor fiziologice §i pentru tarii ionice caracteristice pentru determindrii in vitro (0,05-0,2 si
chiar mai mici de 0,02 ).

Sérurile neutre pot determina stabilitatea unei anumite confirmatii a proteinelor, cum
ar conformatia nativd de tip a-elice [33]. Efectul de stabilizare urmeaza seria clasica
Hofineister care ordoneaza eficacitatea diversilor ioni pentru stabilizarea conformatiei de o-

elice a proteinelor {34]
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Pe de alta parte, cresterea solubilitatii determina scaderea stabilitafii. Solubilitatea in apa a
proteinelor se datoreaza solvatirii grupelor cu sarcina ionica, COO™ si NH,' [35]. Solvatarca
(hidratarea) grupelor polare explica cantitatii mari de apa (30-60% din greutatea lor) continute in
proteinele pure, chiar cristalizate. Efectele diferitelor tipuri de ioni asupra proteinelor sum

rezumate in figura 5.14.

Creste stabilitatea Scade stabilitatea
conformatiei native conformatiei native
Proteini 44— (e tip a-clice la adaosul de de tip a-elice (se —>
sare denatureazd) la desalinizare.

S0, 2<C,H;0,'<CI'<Br'<NO; '<Cl04'<CNS™!

Colagen My e : v :
8 (CH;3){N''<NH,"'<Rb"!, K'!, Na"', Cs"'<Li"'!, Mg"*<Ca'*<Ba"?

S0, 2<C,H;0, '<CI''<Br'<C10,'<CNS!
(CHy}sN'"', NH;'', K*', Na'!'<Li"'<Ca"?

Ribonucleaza

Figura 5.14. Seriile Hofmeister: ordonarea diferitelor tipuri de ioni in functie de efectul
structurii proteinelor, in sensul mentinerii respectiv modificari

conformatiei native de tip a-elice.

Precipitarea fractionata a proteinelor din plasma sanguina prin controlul tariei ionice §i a
pH-ului se bazeaza pe proprietatile de solubilitate a proteinelor, prezentate anterior §i reflectéd
echilibrul dintre gruparile hidrofile i hidrofobe din moleculd. Relatia dintre solubilitatea unei

proteine §i taria ionica este exprimata prin formula de mai jos:
logS=-K, -1

unde S reprezintd solubilitatea, I taria ionicd si Ks este coeficientul de desalinizare care depinde
de pH si de temperaturd. Dependenta desalinizarii de valoarea pH-ului reflecta faptul ca o

proteind prezinta insolubilitate maxima intr-un mediu fara electrolit la pH-ul sau izoionic pH-ul
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zoionic se defineste ca fiind pH-ul unei proteine intr-un mediu fara electrolit. El se deosebeste de
pH-ul izoelectric, definit ca pH-ul la care sarcina electricd a unei proteine este zero. Cele doua
pH-uri nu sunt in mod necesar identice pentru o proteina data [30].

Acest fenomen este cunoscut sub denumirea de precipitare izoelectricd. S-a observat ca o
proteina poate fi solubila intr-un mediu caracterizat prin tarie ionica scazuta, cu condifia ca pH-ul
sa nu aiba o valoare apropiata de valoarea pH-ului izoionic [29].

Precipitarea reversibild a proteinelor din solutie, cu solutii concentrate de electroliti
salinizarea, se datoreazi tendintei puternice a ionilor electrolitului de a se hidrata, apa necesara
pentru aceasta fiind cedatd de proteind, care ne mai dispundnd de suficient dizolvant precipita:
proteina precipitata sc redizolva insd daca de indeparteaza electrolitul (de exemplu, prin dializa).
Electrodializa este superioara dializei deoarece asigura o eliminare mai rapida i mai completd a
electrolitilor.

Electrodializa reprezintd procesul in care ionii sunt transportafi dintr-o solutie prin
membrane cu permeabilitate selectivd intr-o alta solufie, prin aplicarea unui potential electric.
Membranele congin grupari schimbatoare de ioni ca au sarcinid electricd fix3, pozitivd sau
negativi. Membranele anionice incarcate pozitiv permit trecerea anionilor §i resping cationii.
Membranele cationice incdrcate negaliv permit trecerea cationilor §i resping anionii. Atunci ciand
se aplicd un curent electric de-a lungul unei membrane cu proprietdti schimkitoare de ioni
introdusi in solutia unui electrolit, curentul electric rezultat va trece doar prin intermediul ionilor
care au 0 sarcind opusi sarcinii membranei. Din acest motiv cartugele de membrane permeabile
pentru cationi §i anioni pot concentra sau dilua alternativ electrolifii din solutiile cu care intra in
contact (figura 5.15.) [36]. O celuld conjine doua membrane cationice §i 0 membrana anionici.

In electrodializa, spre deosebire de dializa directd, se poate vorbi mai degrabid de o
deplasare a ionilor decit de una a electrolijilor. In dializi diferentele dintre concentratiile
substantelor de-a lungul membranelor semipermeabile determind concentratia finala a ionilor. In
electrodializi gradul de deionizare a unei solutii este proporfional cu curentului electric, care la
randul siu este limitat de rezistenta electricd a membranelor. Mai mult, electrodializa reprezinti o
curgere printr-un sistem fara filtre care ar putea genera modificarea presiunii sau a vitezelor de
curgere. Indicele de excludere a membranelor folosite in electrodializa plasmei sanguine variazi

in jurul valorii de 10 000, astfel incét si nu existe o pierdere insemnata de proteine.
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Figura 5.15. Reprezentarea schematici a unui aparat pentru electrodializé folosit la
deionizarea plasmei sanguine: A, membrana pentru transfer de anioni;
C, membrani pentru transfer de cationi; X', anion; M", cation;

D*, celula pentru desalinizarea plasmei; C*, celuld pentru concentrare.

Electrodializa prin membrane schimbitoare de ioni (EDIM-electrodialysis across ion
exchange membrane) realizatd cu viteze mari de agitare determind scdderea potentialului
membranei (5-10 V), nu produce modificari ale pH-ului ca urmare a acumularii ionilor gi permite
un control riguros al procesului de deionizare. De asemenea in EDIM ca si in dializa directa, pH-
ul final este determinat de pH-ul izoionic ale proteinelor care raiman in solujie

In ultimii ani s-a dezvoltat foarte mult plasmaforeza ca terapie pentru inlaturarea

lactorilor. toxici umorali [37]. Se manifesta douad preocuparii principale: una vizeaza consecingele
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nedeterminate ale eliminarii continue ale componentelor proteice din plasma normald impreuna
cu substanta nedorita iar cea de a doua vizeaza natura fluidului de inlocuire. Daca drept lichid
inlocuitor se foloseste plasma normala exista riscul producerii unor reactii de hipersensibilitate
sau a hepatitei. Solugia de albumina serica constituie un fluid inlocuitor mult mai sigur dar foarte
costisitor. De aceea s-au facut eforturi pentru punerea la punct a unor metode care sa permita
retinerea proteinelor din plasma normala in plasma ce trebuie inlocuitd. Astfel s-ar putea utiliza
ca lichid de inlocuire chiar plasma pacientului. In acest sens cercetdrile au fost orientate spre
obtinerea unor adsorbanti selectivi in vederea eliminarii, in timpul plasmaforezei, a proteinelor
nedorite [38,39].

Utilizarea electrodializei prin membrane ion selective (EDIM) in procesarea plasmei
permite refinerea albuminei precum si altor proteine in timp ce sunt inlaturate partial
imunoglobulina G (IgG) si in totalitate complecsii imunoprecipitafi $i lgM. Ultimele doua sunt
relativ insolubile in solufii caracterizate prin tarii ionice scazute. ‘

Efectele electrodializei plasmei colectata de la pacientii ce sufereau transfuzii terapeutice
de plasmi a fost examinat pe probe de 200-300 mL plasma [40]. S-au procesat prin EDIM
urmitoarele tipuri de plasma provenind de la pacienti, dintre care: 12 cu myasthenia gravis, 4 cu
sindrom Guillain-Barré, 2 cu artrita reumaticd, 3 cu lupus erythematosus, 3 cu
hipergamaglobulinopatii §i 1 cu mielitd acutd. Un esantion de plasma de 100 mL adus la
temperatura de 15°C a fost electrodializat in conditii in care pH-ul plasmei a scizut treptat pana la
5. Pentru toate esantioanele s-au facut urmatoarele analize: cantitatea totalda de proteine,
albumina, IgG, IgM, IgA, si complecsi imuni [40]. Rezultatele sunt similare atat pentru plasma
patologica car §i pentru cea normala. Prin electrodializa se elimind complecsii imuni (acolo unde
au existat), o parte din IgG si o mare cantitate din IgM, péstrandu-se o mare parte din albumina gi
cantitdfi variabile din alte proteine plasmatice. Rezultatele obfinute indica faptul ca tipurile de
plasma specifice diferitelor boli se comporta diferit. De asemenea sugereaza ca electrodializa prin
membrane schimbatoare de ioni poate fi adaptatd la terapia curentd de transfuzie a plasmei
sanguine. Aparatul de electrodializa functioneaza la fel de bine la temperaturii cuprinse intre 0 si
37°C.

Considerentele prezentate aratd ci electrodializa prin membrane schimbatoare de ioni
reprezintd o modalitate practicd de a aplica precipitarea izoelectrica in izolarea componentelor

prezente in urme in plasma sanguina [41].
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V1. Procese membranare utilizate in prelucrarea alimentelor

Procesele membranare utilizate in prelucrarea alimente, precum ultrafiltrarea,
osomoza inversi §i electrodializa sunt nedistructive pastrand calitajile de baza ale acestora.

Lonsdale [1] menfioneazé, pentru prima data, utilizarea proceselor de separare prin
membrane pentru obfinerea unei bauturi alcoolice: in 1784 un calugar francez a realizat un
experiment cu un sortiment de vin pastrat intr-un butoi a carui deschidere era acoperitd cu o
bisicd de animal. De atunci cercetérile teoretice §i practice privind ultrafiltrarea §i osmoza
inversd a alimentelor lichide sau extins continuu [2-4].

Transferul proceselor de ultrafiltrare §i de osmozda inversd din laborator, unde
reprezentau instrumente de studiu pentru biochimisti, in statiile pilot si la scara industriala ca
suport in procesul de prelucrare a alimentelor este relativ recent. In 1962 au fost operationale
instalafiile de separare prin membrane a glucidelor, iar la scurt timp dupa aceea au fost
publicate numeroase studii cu privire la prelucrarea zerului, sucurilor de fructe si a albugului
de ou [5-8]). Dupa de Boer §i Hiddinik [9] prima instalafie industriald pentru prelucrarea
zerului bazatd pe procesele de separare prin membrane a fost realizatd in Noua Zeelanda in
1971. incepand cu anii *70 tehnologia separarii prin membrane s-a raspandit treptat pe plan
mondial. Publicatiile stiinjifice din domeniu au fost orientate in doua directii: dezvoltarea
unor noi tipuri de membrane §i punerea la punct a unei strategii de cercetare (tabelull). Intre
anii 1979 si 1983 s-au publicat peste 200 de articole stiinjifice. Aceastd expansiune fiind
reflectatd in acelasi timp §i de productia industriald de membrane (tabelul 2).

Ultrafiltrarea alimentelor lichide la temperaturii si presiunii scazute permite separarea
componentele moleculare grele de cele usore §i permite acestora din urmi si treacad pr-in
membrane odati cu apa. In cazul in care presiunea osmoticd din sistem nu este mare, aceasta
nu va avea un rol important. Adeseori pentru a descrie mecanismul implicat in ultrafiltrare se
utilizeazi sintagma de “cernere ca printr-o sitd”. Alimentele lichide curg peste membrana,
de-a lungul acesteia gi nu direct prin membrana. Aceasta curgere paraleld impiedica formarea
unor zone de concentrafii diferite care ar putea afecta permeabilitatea membranei ca urmare a
formarii, pe suprafata acesteia, a unui strat de lichid de concentratie diferita.

Membranele de ultrafiltrare sunt proiectate sa refind substanjele si componentele
dizolvate in functie de dimensiune gi masa moleculara. In procesele de ultrafiltrare din
industria alimentard se utilizeaza adeseori, membrane ce pot separa compusi cu mase

moleculare cuprinse intre 10.000 si 20.000.
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Tabelul 1. Repartifia articolelor stiinfifice privind utilizarea proceselor de separare

membranara la prelucrarea alimentelor, in perioada 1979-1983.

Domenii de prelucrare a alimentelor Numir de articole
Ultrafiltrare Osmoza inversa

Lapte §i produse lactate
Branza 53 3
Zer 40 13
Lapte 25 5
Alte produse 12 6
Total 130 27

Alte alimente
Sucuri de fructe 17 9
Proteine 17 1
Vin 4
Ouid 2 0
Zahar 4 0
Total 42 14

Retenfia unor componenti §i trecerea altora in timpul procesului de ultrafiltrare directd
determind concentrarea selectivd. De exemplu, apa §i o parte din componentele din lapte cum
ar fi lactoza, sarurile solubile si azotul neproteic trec prin membrani, la presiune joasa,
obtindndu-se un filtrat limpede. Grisimile, proteinele si sarurile insolubile sunt refinute

intr-un rezervor formand un lichid concentrat.

Tabelul 2. Numarul, suprafata i aplicatiile membranelor de ultrafiltrare, in perioada

1977-1983.

Aplicatii Europa America de Nord

Nr.de Nr decartuse Suprafafa Nr.de  Nr decartuse Suprafata

fabrici  de membrane (m?) fabrici  de membrane (m%)

de ultrafiltrare de ultrafiltrare

Lapte i zer 25 1222° 2276" 7 990° 2370°
Enzime 12 229 526 9 606 1894
Sucuri  de 0 0 0 7 444 1036
fructe §i
fegume
Albumina 1 10 15 3 60 130

* din carc aplicajii referitoare la zer (estimate): nr. de cartuse de membrane de ultrafiltrare < 27%;
suprafaja < 13%.
® din care aplicafii referttoare a zer (reale): nr. de cartuge de membrane de ultrafittrare 85%; suprafaa

< 84%.
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Diafiltrarea §i fermentarea simultana sunt adaptérii ale ultrafiltrarii directe. Diafiltrarea

se referd la adaosul controlat de apa peste substanfele refinute in timpul ultrafiltrarii directe,

- fie simultan, fie intr-un ciclu continuu. Astfel se elimina componentele cu mas3 moleculara

mici. De exemplu, utilizarea diafiltrarii in cazul laptelui va conduce la indepartarea urmelor

de lactoza si siruri solubile. De obicei volumul de apa utilizat este egal cu volumul de filtrat
rezultat in urma ultrafiltrarii directe.

Fermentarea simultani este larg utilizata in ultrafiltrarea laptelui. In acest caz in timpul
procesult}i de ultrafiltrare initiald se scade temperatura la 30°C pentru a favoriza cresterea
optimi a bacteriilor pentru acidul lactic. Ultrafiltrarea continud pana cand pH-ul inifial de 6,6
scade la o valoare predeterminata, dar care nu determind coagularea laptelui; de regula pH-ul
est 5,5. Cand pH-ul atinge valoare donta se creste temperatura la 52-54°C cind majoritatea
bacteriilor nu mai cresc dupd care continud procesul de ultrafiltrare. Aceastd metoda
solubilizeazd calciul din lapte dar poate conduce la cresterea confinutului in bacterii in
produsul final.

In procesul de osmoza inversi se separd compugii cu masd moleculard mare sau mica
de ap3d concentrindu-se astfel alimentele lichide. Procesul a fost folosit inifial pentru
desalinizarea apei de mare. Presiunea osmoticd foarte mare care apare in cazul utilizarii
membranelor semipermeabile si se datoreaza compugilor cv masa moleculard mica, constituie
un factor critic in osmoza inversi. Aceastd presiune osmotica este contracaratd prin aplicarea
in timpul procesului de separare prin membranid a unei contrapresiuni de 20,7-69 bari.
Presiunea mare, de circa 10 ori mai mare decét in cazul ultrafiltririi, determina trecerea
fluidului, de reguld apa, prin membrand. Membranele utilizate in astfel de cazuri au porii
foarte fini §i densi iar amestecul de separat curge, paralel cu suprafata acestora, cu o viteza
foarte mare.

Productia de membrane utilizate in industria alimentard a evoluat foarte rapid. Inifial,
singurul material utilizat la fabricarea membranelor a fost acetatului de celulozi. Incepand cu
anul 1975 acesta a fost inlocuit cu polimeri complecsi, cum ar fi polisulfurile.

Membranele realizate din acetat de celuloza sunt sensibile la variafii de temperatura,
pH si la concentratii mari de clor. Din aceste motive este necesard curijarea indelungatd a
membranelor utilizindu-se enzime, §i limitarea strictd a variajiilor de temperatura, pH si
concentratii de clor. Membranele din polisulfura sunt practic insensibile la aceste influenfe; de
exemplu ele actioneazi efectiv la 80°C si la un pH intre 1,5 i 13,0.

Membranele de ultrafilirare din a treia generafie sunt realizale din metal, oxid de

zirconiu avand calitafi aparent imbunatafite faja de cele confecfionate din polisultind Lle pot
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fi wtilizate la valori mari de pH, la temperaturi de pana la 400°C si presiuni de 40 bari. Acest

tip de membrane se utilizeaz in industria alimentara deoarece pot fi curéfare foarte ugor.

6.1. Ultrafiltrarea alimentelor

Ultrafiltrarea alimentelor lichide are trei functii principale: separarea, purificarea si
concentrarea selectivi. Acestea se realizeazi de regula la temperaturii cuprinse intre 10-15°C
pentru a nu denatura proteinele. Mai mult, temperatura scdzuta reduce consumul energetic
reducand costurile.

Parametrii cum ar fi timpul, temperatura, presiunea si’viteza de curgere depind de
natura alimentelor, tipul de membrana, echipamentul folosit precum §i de interactiile dintre
diversii componentii existen{i in alimente. In tabelul 3 sunt prezentate cateva din alimentele

pentru a céror prelucrare se utilizeaza ultrafiltrarea.

Tabelul 3. Produse alimentare prelucrate prin ultrafiltrare.

Sucuri de fructe gi legume ' Gelatind

Sucuri cﬁ confinut mic de zahar Plasma sanguina

Suc de artar Carbohidrati

Otet Proteine din cereale §i seminge
Cafea Lapte proaspat

Bere Branza

Vin Zer

Oud Lapte fermentat

Pectine Inghetata

Coloranti naturali Preparate enzimatice

6.1.1. Ultrafiltrarea alimentelor de origine vegetali

A. Sucuri de fructe
Metodele clasice utilizate pentru purificarea sucurilor de fructe necesita extractia sub
presiune, pretratarea sucului cu o enzima, pectinaza, pentru a micgora sau elimina cantitatea
de pectind, dupa care se aplica centrifugarea sau filtrarea clasica.
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Purificarea sucurilor de mere, pere, portocale, grape fruit §i alte sucuri de fructe se
realizeazd prin ultrafilirare. Este necesard o cantitate foarte micd de pectinaza iar sucul
purificat este foarte limpede, deoarcce pectina, amidonul §i impuritdfile se concentreaza pe
membrani. Microorganismele nu trec prin membrana de ultrafiltrare, astfel incat substanja
filtratd rezultatd, nu confine celule microbiene. Mirosul §i culoarea sucului de fructe sunt
excelente. Prin acest procedeu poate fi purificatd chiar §i tescovina de mere objinutd dupa
extractie [10].

Heatherbell [11] a realizat Tmpreund cu colectivul sdu, prima purificare prin
ultrafiltrare a sucului de mere vtilizind membrane cu o suprafata de 2,4 m’ ce pot separa
compusi cu mase moleculare de 50.000.

Purificarea prin ultrafiltrare a sucului de mere, dar §i a altor sucuri de fructe, este
influentatd de eliminarea pectinei dar §i de temperaturd. Nielsen [12] a purificat prin
ultrafiltrare, la 50°C, sucul de mere din care s-a eliminat anterior pectina, cu un debit de 41-49
L/h. Daca sucul se depectinizeaza anterior purificdrii, in proporjie de 75 %, debitul se
dubleazd. Volumul de suc de fructe purificat creste cu 1,1% pentru fiecare grad Celsius cu
care se mareste temperatura.

In cazul purificérii prin ultrafiltrare a sucului de fructe la scara industriala, se lucreaza
la o temperaturd de 50°C, presiunea de 1,7-3,1 bari si se utilizeaza membrane ce pot separa
mase moleculare de aproximativ 10 000. Randamentul instalatiei este de 97% obtindndu-se
20 000 L de suc pe ora.

Totodata, prin purificarea sucului de mere prin ultrafiltrare s-a constatat ca se reduce
considerabil continutului microbian [13]. Inainte de purificare sunt prezente 2300 de bacterii
aerobe, 300 de celule de drojdic si 650 de celule de mucegai pe milimetru, iar dupi
purificarea continutul bacterian este de o bacterie pe milimetru.

Sucurile de fructe purificate prin ultrafiltrare pot fi concentrate prin osmoza inversa,

evaporare la vid sau prin combinarea celor doua procedee.

B. Vin gi alte bauturi alcoolice

Vinul se obtine prin fermentafia alcoolicd a mustului obtinut din struguri. Bauturile
alcoolice din fructe se obfin prin macerarea fructelor sau din sucurilor acestora, in care se
adaugd drojdie, urmatd de fermentafia anaeroba. In producerea vinurilor apar probleme cum
ar fi oxidarea vinului alb sau formarea cristalelor de tartrat in cazul vinurilor albe si rosii.
Prevenirea oxidirii vinurilor albe se realizeaza, in mod traditional, prin adaugarea in must a

SO, liber sub forma metabisulfitului de sodiu (pand la 100 ppm) sau a bioxidului de sulf
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gazos. Dar s-a constatat ca persoanele care au consumat, de exemplu salatd verde tratata cu
metabisulfit de sodiu pentru menfinerea culorii §i prospefimii, au prezehtat anumite reactii
fiziologice. Acest fapt a alertat autoritajile abilitate cu privire la posibilitatea ca bauturile
tratate cu sulfiti s3 provoace efecte similare.

De asemenea prin ultrafiltrarea vinului (membrane caracterizate printr-un indice de
separare de 20 000) se indeparteazd polifenolii §i compusii cu azot §i , ceea ce este mai
important se reduce fenomenul de oxidare [14].

Cristalele de tartrat de potasiu se formeazad in cazul vinului netratat atunci cand
temperatura variaza. Procedeul tradifional se referd la pastrarea vinului la rece, temperaturii
cuprinse intre —8°C si —6°C, timp de 2-3 sdptAmani, cand tartratul de potasiu precipit §i se
elimind prin filtrare. O metoda alternativa, dar care necesitd un spafiu de racire mult mai mic,
se refera la ultrafiltrarea vinului cand apa, alcoolul si sirurile solubile sunt filtrate i se retin
compusii care dau aroma. Filtratul se pastreaza la temperaturii scizute pentru cristalizare
tartratului de potasiu, se filtreazd dupa care se recombind cu compusii care dau aroma §i se

imbuteliaza. Purificarea prin ultrafiltrare confera vinurile un buchet placut.

C. Sucuri din trestie de zahir, sfecla gi coaji de fructe

Din sucurile dulci, folosite pentiu objinerea siropurile sau a diverselor dulciuri, se
elimind inainte de concentrare respectiv cristalizare, raginile, amidonul si impuritatile proteice
deoarece acestea contribuie la modificarea culorii §i a turbiditafii sucului. Pentru precipitarea
acestor compusi, tradifional, se adaugd in sucuri oxid de calciu, la un pH intre 7 - 7,5 la
100°C.

Purificarea industriala a sucului de trestie de zahar poate fi realizata prin membrane de
ultrafiltrare cu o capacitate de separare a compusilor cu mase moleculare cuprinse intre
10 000 i 30 000, la pH 7,5 si o temperatura de 60°C [15].

Citricele, cum ar fi grape fruit, confin in coaja componente amare §i intre 5-8%
zaharuri care pot fi separate prin ultrafiltrare §i schimb ionic [16]. Pulpa din cojile de fructe
este supusd ultrafiltrdrii obtindndu-se un lichid amar ugor galbui. Componentele amare sunt
indepartate prin trecerea lichidului, mai intdi printr-o coloana cu rasini schimbitoare de
cationi urmatd de o coloana cu schimbétori de anioni. Se obtine astfel, un suc din coaja de

fructe limpede si dulce din care prin evaporare la vid rezulti sirop, in proporfie de 63%.
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D. Proteine vegetale

Cercetarile din domeniul industriei alimentare s-au orientat in ultimii ani spre izolarea
proteinelor veget.ale in vederea obfinerii unor noi substituenti alimentari. Cel mai intens
studiate au fost proteinele din soia datorita prefului de cost relativ scazut.

Industria proteinelor vegetale pune accent pe obtinerea diverselor concentrate proteice
din soia, simanti de rapi{a, arahide, bumbac i cartof [17-21].

Laptele de soia se obtine din concentrat de soia purificat prin ultrafiltrare intr-o
instalatie de tip Abcor 228 prevazutd cu membrane ce au capacitatea de a separa compusi cu
mase moleculare de 20 000 Da. Solufia de soia are un conginut proteic de 73-84%.

Tehnologi>a separdrii prin membrane este simpla §i mai pugin costisitoare decat

procedeele tradijionale care implica extragerea §i precipitarea.
6.1.2. Ultrafiltrarea alimentelor de origine animali

A. Proteine animale

Albusul de ou sau albumina, gelatina si plasma din singe bovin obfinute in conditii
igienice sunt alimente naturale excelente sau pot constituii componente ale altor alimente.
Procedeele traditionale de separare, purificare §i concentrare a proteinelor de origine animala
sunt laborioase iar reziduurile de carbohidrafi precum si alte impuritafii determind aparitia
unor culori nedorite.

Concentratele de albug de ou obfinute prin ultrafiltrare se caracterizeaza printr-o
stabilitate mult mai mare la temperaturii ridicate [22]. Pudra de albug de ou obfinuta prin
ultrafiltrare i§i pastreaza calititile in timpul depozitirii.

Gelatina se obfine din oase i fesuturi de animale sacrificate. Extractele conjin, in
cantitate foarte mare, compusi macromoleculari care sunt eliminati total prin ultrafiltrare. Se
obtine astfel o gelatind imbunita}ita calitativ prin cresterea masei de solid la 10-12%.

Plasma sanguini utilizatad ca supliment alimentar sau pentru hrana animalelor este de
reguld obtinuti prin centrifugarea sdngelui si separarea in celule gi plasma in stare lichida

Ultrafiltrarea reprezintd un procedeu simplu si eficient pentru concentrarea si
purificarea proteinelor din plasma sanguini fiind utilizat in numeroase stafii de concentrare
pilot [23-26].

D¢ exemplu, Quaglia §i Tasselli [24] prelucreazid cu rezultate foarte bune plasma
sanguina de vifel la 18-42°C, o presiune de 5-9 bari $i la un debit de curgere de 3000-7000

L/h.
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In practica industriala pentru concentrare si purificare componentelor celulare
sanguine se realizeaza initial ultrafiltrarea si diafiltrarea urmata de osmoza inversa [27].
Calitatile nutritionale, fluiditatea §i solubilitatea produselor separate prin procese

membrane sunt excelente.

B. Lapte si produse lactate

Aplicatiile ultrafiltrarii industriale ale laptelui i produselor lactate au debutat timpuriu
in prezent fiind operationale in intreaga lume. Produsele lactate concentrate prin ultrafiltrare
includ laptele integral, laptele degresat, zerul si frigca.

In lapte, prezenta a aproximativ 3,5% proteine §i 4% grasimi ingreuneaza procesul de
concentrare prin pasivarea membranei. Prelucrarea laptelui se supune unor reglementéri
sanitare foarte stricte iar proiectarea echipamentului utilizat trebuie sa tind seama de normele
sanitare. Prin ultrafiltrarea laptelui degresat si a laptelui integral se obtine un produs principal
a cirui compozifie este prezentatd in tabelul 4. Produsul secundar rezultat este limpede, de

culoare verde-gilbui si lipsit de proteine.

Tabelul 4. Compozifia laptelui degresat §i a produsului principal rezultat

"in urma ultirafiltrarii.

Component Lapte degresat Lapte degresat dupa Raportul dintre
(%) concentrarea prin concentratii

ultrafiltrare(%)

Griisime urme urme -

Proteine totale 3.3 16,7 51:1
Solide totale 93 24.8 2,7:1
Lactozi 4.5 43 -
Aciditate titrabila 0,16 0,44 25:1
pH 6,6 6,6 -

Ultraliltrarea laptelui se realizeazi de obicei la 52-54°C la o presiune initiala de 1,7-
3.1 bari prin membrane de polisulfura cu indice de separare de 20 000.
Concentrarea laptelui in ferme conduce la sciderea cheltuielilor de transport, deoarece

cantitatea de lapte filtrat.(concentrat) este mult mai micd. Produsul principal obtinut prin
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ultrafiltrarea laptelui contine lactozi, azot neproteic §i vitamine si poate fi utilizat ca hrana

pentru animale, in amestec cu alte nutrefuri [28].
6.2. Osmoza inversa a alimentelor

Prin aplicarea procedeele de osmoza inversd se concentreazi componentele
alimentelor lichide prin eliminarea apei la temperaturii scazute. Eliminarea apei nu necesita o
schimbare a starii de agregare procesul decurgand cu conservarea energiei.

Osmoza inversa prin membrane speciale se aplicd cu succes in desalinizarea apei de
mare sau pentru micgorarea concentratiei de alcool din bere.

Ultrafiltrarea §i osmoza inversa sunt utilizate adesea ca procedec complementare in
procesul de prelucrare a alimentelor. Ultrafiltrarea se aplica in vederea purificdrii iar osmoza
inversd impreund cu evaporarea la vid pentru concentrare. Gradul de concentrare, fie a
filtratelor fie a produsului refinut pe membrana, prin osmoza inversa sau evaporarea la vid
depinde de conginutul inifial in substanfe solide, concentratia finala dorita ct i de preful de
cost al procedurii. Nordbaek [27] a observat ca prezenta de vapori in exces in fabricile de
zahar poate anula avantajele economice care apar in cazul concentrdrii prin ultrafiltrare in
comparatie cu evaporarea la vid. In alte cazuri este mai economic sa se utilizeze concentrarea
prin osmoza inversd pani la un conginut de substanfa solida de 18% dupa care prin evaporare
la vid se ajunge la 45%.

Concentrarea pana la un continut de substante solide de 45% nu este posibild numai
prin osmoza inversa; de exemplu, Patterson Candy International a concentrat unele alimente
lichide prin osmoza inversa pana la un continut in substan{e solide de 28% [28]. .

Osmoza inversd necesitd un spafiu mai mic §i funcfioneazi la temperaturii foarte

scazute. (0-7°C in cazul prelucrarii bauturilor alcoolice).
6.2.1. Osmoza inversi a alimentelor de origine vegetali

A. Sucuri de fructe §i legume

Majoritatea sucurilor de fructe, inclusiv cele de mere, portocale §i pere care au o
presiune osmoticd mare pot fi concentrate prin osmoza inversd. Limitérile procedeului au in
vedere pasivarea membranci §i formarea unor zone de concentratii diferite [29]. Componentul

din sucul-de fructe care pasiveaza cel mai des membrana este pectina. [30].
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Sucurile de fiucte concentrate prin osmoza inversd necesitd condifii operationale §i
membrane diferite. Sucul de portocale este concentrat industrial prin osmoza inversd cu un
debit de 35 L/h si un confinut de substanfe solide de 35% la o presiune de 30 bari in timp ce
sucul de mere este concentrat la o presiune de 60 bari §i 50°C [27]. Dintre sucurile de legume,
sucul de rogii a fost concentrat prin osmoza inversd folosindu-se membrane din acetat de

celuloza [31].

B. Baduturi alcoolice

Mustul cu un continut de zahar scazut, in jur de 17%, produce un vin de masi cu un
conjinut de alcool ce nu corespunde cerinfelor legale. Teoretic 51% din zaharul prezent in
fermentatia anaerobi este transformat in alcool etilic iar restul in bioxid de carbon §i energie.
Continutul in alcool poate fi marit prin addugarea de zahir, procedeu numit jampanizare, sau
prin utilizarea osmozei inverse atunci cind nu mai este necesar nici un adaos [32].

Un alt domeniu in care este utilizatd osmoza inversd il reprezintd industria de
pretucrare a berii. Alcoolul etilic impreund cu apa trec prin membranele de acetat de celuloza,
iar substanta refinutd pe membrand este apoi rediluatd cu apa. Prin acest procedeu se obtine
berea cu continut mic de alcool. Unele tari din Asia solicitd bere cu continut mic de alcool, de
0,1%, care se poate produce prin osmoza inversa din berea obignuita. Alte regiuni ~~li~ita bere
cu un procent de alcool intre 3,5-10%. Folosind procedeul de osmozi inversd, o fabricid de
bere poate produce o varietate de sortimente de bere cu diferite procente de alcool, devenind
astfel mai eficienta.

De asemenea, tipurile de bere cu procent mare de alcool pot fi concentrate prin acest
procedeu in vederea realizérii unui transport mai econom, iar dupi ce ajung la consumator pot

fi reconstituite prin adaosul de apa.

C. Suc din trestie de zahdr.

Concentrarea sucului de trestie de zahdr prin osmozi inversd se realizeazd mult mai
ugor prin membrane de polisulfurd decat prin membrane de acetat de celuloza [33]. Procedeul
se realizeazi la 80°C cu un randament destul de bun, dar excesul de vapori care existd de
reguld in fabricile de trestie de zahdr scad interesul pentru inlocuirea instalatiilor existente de

concentrare prin evaporare cu cele prin osmoza inversa.
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D. Cafea

Cafeaua instant este un alt lichid de origine vegetala concentrat industrial prin osmoza
inversd. Extractul de cafea din produsul instant are un confinut in substanje solide de 13%.
Extractul este concentrat prin osmoza inversa la 70°C pana la un continut de substanja solida
de 36%. Ulterior concentratul este evaporat la vid pana la un continut de 48%, uscat yi
impachetat.

Cele mai utilizate membrane sunt cele confectionate Jin amestecuri de polimeri care
in comparatie cu membranele de acetat de celuloza prezintd un grad mai mare de retenjie a

compugilor aromatici [27].

E. Sirop de arfar

Seva de arfar este colectata prin introducerea unor tuburi de plastic in trunchiul
arborelui. Traditional seva era evaporata la presiune atmosfericd in cazane sau rezervoare
metalice incalzite la foc de lemn. Siropul de culoare aurie este utilizat la prepararea
prajiturilor si bomboanelor. Seva de arfar poate fi concentrata si prin evaporare la vid pana la
un coninut in substante solide de 65% [34]. In prezent seva de ar{ar este concentratd numai

prin osmoza inversa procedeul fiind mult mai economic in comparatie cu evaporarea la vid.
6.2.2. Osmoza inversi a alimentelor de origine animala

A. Laptele

Prelucrarea laptelui prin osmoza inversd reprezintd una dintre primele aplicafii ale
metodei in industria alimentard [35]. Problemele datorate pasivdrii membranelor de célnre
cazeind in cazul procesului de prelucrare a laptelui sau de fosfatul de calciu in prelucrarea
zerului sunt diminuate prin cresterea vitezei de trecere a lichidului prin membrana [36]. Prin
osmozi inversa se poate concentra laptele integral fira ca fluxul de curgere prin membrana sa
scadd. La aplicarea acestui procedeu in fabricarea laptelui praf se constatd moditicarea
proprietafilor organoleptice, deoarece presiunea mare (24,5 bari) §i temperatura mica (20-
30°C) activeazi lipaza si hidrolizeaza grasimile din laptele nefiert sau nepasteurizat. Aceasta
problemad a fost rezolvata fie prin utilizarea unor tuburi capilare plasate la iegirea din unitatea
de osmozi inversa, fie prin micgorarea presiunii inifiale asupra laptelui. Astfel, laptele integral
nefiert este concentrat prin osmoza inversa in raport de 2 : | gi nu prezinta nici un el de

modificare a proprietatilor organoleptice.
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B. Branzd si produse lactate

In cazul osmozei inverse, spre deosebire de ultrafiltrare, produsul refinut pe membrana
reflectd compozifia initiald a laptelui integral. Astfel, laptele integral concentrat prin osmoza
inversa intr-un raport de 2 : 1 poate fi adus in forma inifiald prin adéugarea unui volum de apa
corespunzitor. Acest lucru nu este posibil in cazul aplicirii ultrafiltrérii deoarece prin aceastd
metodd se realizeazd o concentrare selectivd. Laptele obtinut prin concentrare prin osmozi
inversi are o aroma §i o stabilitate buna §i proprietdfi aseméinitoare cu cele obfinute prin
evaporarea la vid [37].

Branza tip Gouda s-a fabricat in Olanda prin osmoza inversd a laptelui concentrat incd
din 1978 [38]. Branza de vaci s-a obtinut in Anglia prin osmoza inversd a concentratului de
lapte degresat [28]. Limitarea utilizirii osmozei reversibile sau a evaporirii la vid in
prelucrarea laptelui pentru obtinerea branzei sau a altor produse lactate se datoreazi excesului
de lactozi. Concentratia in lactoza a laptelui concentrat prin ultrafiltrare este de 4,5% iar prin

osmoz3i inversd sau evaporare la vid este intre 5-10%.

6.3. Aspecte de reglementare sanitari

In procesul de prelucrare a alimentelor trebuie s@ se pastreze aroma, textura §i aspectul
produsului dar in acelagi timp s se realizeze controlul efectiv al procesului de alterare. Aceste
aspecte necesitd o atenfie sporitd mai ales in procesul de prelucrare a laptelui §i a produselor
lactate. Laptele reprezinti un mediu favorabil pentru cresterea bacteriilor iar aplicarea
normelor sanitare devine dificili deoarece componentii laptelui aderd putermic pe perefii
vaselor de metal. De aceea este¢ necesard o curitare temeinica a echipamentului de ofel utilizat
la prelucrarea laptelui.

Curatarea primelor generatii de membrane, din acetat de celulozi sensibile la acfiunea
acizilor, bazelor, temperaturii §i clorului, necesitd o procedurd de 3 ore care implici utilizarea
unor enzime pentru indepartarea reziduurilor proteice.

In prezent utilizarea in instalafiile de ultrafiltrare a membranelor de polisulfurd
simplificd foarte mult procedura de curifare §i dezinfectare. Inifial instalafia se spala cu apa
urmati de o solugie acida gi una alcalini, dupa care se spala din nou cu api.

Nu toate membranele se curd{d atat de ugor; se pare cd membranele sub formd de
tuburi capilare §i cele cu forma plana sunt cel mai usor de curijat. Membranele sub forma de
tuburi capilare permit redirecfionarea fluxului de apd sau substantd filtratd prin membrani

pentru a disloca particulele fixate pe pereti.
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Procesele de ultrafilirare §i osmoza inversa refin bacteriile §i virusii in proporjie de

aproape 100%. Teoretic substanjele filtrate sunt sterile dar sparturile ce apar in membrane sau

contactul cu suprafafa nesterild a containerelor provoacd contaminarea. De obicei numarul de

microorganisme din filtrat este foarte mic. O atenfie deosebita trebuie acordata concentrarii

bacteriilor si virusilor in precipitatul de pe membrana. In cazul laptelui se constatd o crestere a

numirul de bacterii §i enzime deoarece temperatura de ultrafiltrare este de 54°C.
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VII. Utilizarca membranelor in rcalizarea organelor artificiale

In ultimii 30 de ani industria organelor artificiale s-a dezvoltat foarte mult datoritd
aplicérii tehnologiilor de separare prin membrane pentru inceput in tratamentul afectiunilor
renale dar si pentru realizarea schimbului de gaze din sdnge in timpul operatiilor pe cord
deschis, tratamentul insuficientei hepatice acute, separarea plasmei din singe [1].

In toate aceste aplicatii se are in vedere mentinerea unui echilibru intre viteza si
selectivitatea transportului prin membrand, pe de o parte si evitarea transtormdrilor gi
contamindrilor nedorite pe de alta parte.

Transportul selectiv al unor moleculelor prin membrand este utilizat adeseori in
tratamentul afectiunilor renale in fazi finald. Din artera pacientului se extrage singe cu
ajutorul unui ac, cu un debit de curgere constant ,in jur de 200 cm’/min. Singele este trecul
printr-un circuit extracorporal cu un volum redus, practic citeva sute de cm’. Astfel, timpul
total de retentie extracorporali a sangelui si fie de ordinul a 1-2 min. Elementul de bazi al
acestui circuit il reprezinta “hemodializorul” care confine 0 membrani cu suprafafa de | m’
iar lichidul pentru dializi curge cu un debit de curgere de 500 cm’/min. Séangele este recirculat

cdtre pacient iar solufia rezultatd in urma dializei (dializat) este de obicei aruncatd sau
recirculati (figura 7.1).

i B

(a) (b)

Figura 7.1. Sistem pentru hemodializa: solufia rezultatd in urma dializei este
(a) indepartata, (b) recirculatd prin sistem, (c) péstrata intr-un

rezervor pentru utilizirii ulterioare.

Tipul membranci cat si conditiile de operare permit ca pentru fiecare trecere prin
sistemul de dializi sa se separe in jur de 80% din substanjele cu moleculd mici (de exemplu,
ureea) prezente in singe. Intreg procesul de dializi dureazi 4 ore, perioadi in care se elimini

circa 30 g urce [3-6].
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O alternativa pentru dializa, aplicatd practic, o reprezintd hemofiltrarea [7-10].
Hemofiltrarea foloseste diferenta de presiune pentru transportul prin membrand nu numai a
solventului dar si a substantelor dizolvate. Pentru separarea cantitatii necesare de uree trebuie
s3 se transporte o cantitate mult mai mare de apa, glucoza si alte cateva specii anorganice. De
aceea pentru inlocuirea acestor substante se utilizeazi o solutie de compensare; intreg
sistemul simuleaza procesele de filtrare-reabsorbtie din rinichiul natural.

In afard de dializa si hemofiltrare se utilizeaza §i procedee mixte; de exemplu, se
elimind solventul sub presiune iar substantele dizolvate se separd prin concentrare §i presiune
[11-12].

De asemenea trebuie mentionate aici alte trei utilizarii importante ale membranelor in
realizarea organelor artificiale. Primd se referd la utilizare membranelor in combinatie cu
substante absorbante §i enzime imobilizate care sunt puse in contact direct cu sangele pentru
tratarea insuficientei hepatice acute [13]. Spre deosebire de rinichiul artificial se pot separa
astfel, molecule cu dimensiuni mai mari

O a doua utilizare se referd la membranele aplicate in procesele de procesare a plasmei
sanguine [14], iar cea de a treia se referd la plamanul artiticial. Acesta permite schimbul de
gaze (02, CO,) prin membrane, la nivelul sangelui [15,16]. In acest caz membranele au o
suprafata mare de pana la 3 m’, débilul de curgere este in jur de S L/min i»- iteza de
transport prin membrana ajunge pana la 250 mL O,/min.

Toate membranele folosite in prezent la realizarea organelor artificiale sunt realizate

din gel hidrofil sau din materiale microporoase pe 0 matrice suport impermeabila.
7.1. Membrane tip gel

Membranele tip gel ce intra in componenta rinichiului artificial pot fi confectionate
din celulozd regenerata [17], acetat de celulozi [18], poliacrilonitril [19], alcool polivinilic
[20], alcool etilenvinilic [21] si policarbonati [22]. Aceste membrane se livreazi de obicei in
stare uscata fiind plastifiate cu glicerol. De aceea pentru indepartarea plastifiantului, inainte
de folosire se spala cu o solutie salina sterila.

Toate aceste membrane sunt asemanatoare ca aspect, proprietaji mecanice, grosime §i
performane. Cele mai multe membrane sunt transparente ceea ce permite vizualizarea rapida
a reziduurilor din sange. G;‘osimea lor variazd intre 5-100 pm, cele mai subtiri fiind

caracteristice membranelor sub forma de fibre capilare.
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Separarea unui solut prin astfel de membrane depinde de doi parametrii mai
importan{i: permeabilitatea solutului §i permeabilitatea hidraulica (a apei). Prin
permeabilitatea solutului se intelege raportul dintre fluxul de solut si diferenfa de concentratie
de-a lungul membranei. Permeabilitatea hidraulicd se referé la raportul dintre debitul de apa i
diferenfa de presiune. Permeabilitatea solutului caracterizeaza fiecare substanja in parte pe
cind permeabilitatea hidraulici va avea o singura valoare care nu este influenfata foarte mult

de rezistenta la transport pin straturile de lichid adiacente membranei [23].
7.2. Membrane microporoase

Materialele microporoase au o structurd caracterizatd prin pori cu dimensiuni de
ordinul micrometrilor (0,01-5 nm). Astfel de materiale pot fi configurate in straturi sau fibre
astfel incat porii sunt unii in continuarea celorlalti rezultdnd o cale de transport relativ scurta
(0,1 mm) iar suprafata de contact creste foarte mult. O serie de polimeri in solujie sau in
topiturd pot fi congelati obtinandu-se membrane microporoase [24].

Membranele microporoase hidrofobe s-au folosit ca suprafajd de transport in cazul
plimanului artificial. In acest caz presiunea sdngelui trebuie sa fie mai mare decat presiunea
gazelor (pentru a impiedica producerea de bule de gaz in sdnge), dar suficient de mica astfel
incdt sa nu fie depdsita presiunea de intrare in cel mai mare por din membrana (pentru a
impiedica umplerea cu sange a porilor din membrana). Funcjionarea cu succes a plamanului
artificial are loc atunci cdnd transportul prin membrand este foarte rapid. Acest lucru se
realizeazd atunci cind in porii membranei sunt gaze, in acest caz viteza de .transport
depinzind numai de coeficientii de difuzie, foarte mari, pentru moleculelor in faza gazoasé.
De asemenea, prezenta gazelor in porii membranei impiedicid scurgerea de lichid prin
membrana. Membranele microporoase folosite la realizarea plamanului artificial sunt realizate
din teflon sau polipropilena.

Membranele microporoase ce functioneaza cu porii umplufi cu lichid pot fi realizate
din polimeri hidrofili, polimeri hidrofobi formaji in membrana si tratafi ulterior pentru a
deveni permeabili sau polimeri hidrofobi netratafi care au fost “umezifi” prin folosirea unui jet
de lichid miscibil cu apa caracterizat prin tensiune de suprafajd mica (de exemplu alcoolii).
Membranele cu porii umpluti de lichid s-au folosit in principal pentru filtrarca plasmei
sanguine sau pentru separarca unor proteine [25]. In acest sens s-au utilizat membrane

realizate din acetat de celuloza microporos, polipropilend, polisulfura, clorurd de polivinil i
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policarbonati. Diametrul porilor din membranele utilizate pentru filtrarea plasmei sanguine
variazi intre 0,2-0,8 pum.

Membranele microporoase, hidrofobe sau hidrofile, prezinta diferente morfologice.
Cele mai multe membrane microporoase sunt imaginate uniforme cu pori ale cdror diametre §i
directii de circulajie se schimba frecvent. Raportul dintre volumul porilor §i volumul total al
membranelor depaseste 60% [26]. Unele membrane microporoase sunt neuniforme, in sensul
cd media proprietafilor tuturor porilor variazd cu distanfa fafd de o suprafafa sau cealaltd a
membranei.

In prezent, tendinta este spre obtinerea de membrane compozite in care structura
suport constd dintr-un strat de material microporos cu pori de dimensiuni mari, iar cea de-a
doua fazd este constituitd dintr-un gel care umple porit membranei. Aceste membrane sunt
diferite atat din punct de vedere cantitativ cat si calitativ fatd de membranele microporoase
sau membranele tip gel disponibile in mod curent. Proprietdjile membranelor compozite

permit utilizarea lor la realizarea organelor artificiale §i in biotehnologii.

7.3. Transportul intramembranar

Transportul difuzional de-a lungul membranelor este descris in general prin
permeabilitate, care reprezinta raportul dintre debit (g-mol/cms) si diferena de concentratie
(g-mol/cm®). Atunci cand unitatile de masura folosite pentru debit §i pentru concentratie sunt
compatibile, cum ar fi cele prezentate anterior, permeabilitatea va avea ca unitate de masura
lungime/timp (cm/s). Dacd transportul prin membrand se realizeazd, in principal, prin
convectie se defineste permeabilitatea hidraulica ca fiind raportul dintre debitul de volum si
diferenta de presiune. Daca transportul prin convectie duce la o separare efectiva, prin
membrand, a unui solut aceasta caracteristicd a membranei se numeste cocficient de reflexie a
membranei pentru acel solut Coeficientul de reflexie al unei membrane este egal cu unitatea
cand nici un solut nu trece prin membrana gi egal cu zero cand un solut trece prin membrana
cu 0 anumitd viteza astfel incdt concentrafia sd in filtrat este aceeasi cu concentrafia din
solupia de pe faja superioard a membranei [27]. In anumite cazuri transportul solutului prin
membrand se realizeaza atat prin convectie car §i prin difuzie [28]. In hemodializa transportul
solutului se realizeaza cu precadere prin dituzie iar transportul solventului prin conveciie, iar
in hemofiltrare atat solutul cat §i solventul sunt transportafi prin convecjie. De asemenea, in

dializa peritoniala transportul solventului se realizeaza in principal prin diluzie osmotica.
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iModelul de transport intramembranar, in cazul organelor artificiale, trebuie si (ina
cont atdt de structura cit i de natura transportului prin membrana. Un prim model se refera la
membranele tip gel dar §i la membranele din silicon sau fluoropolimer care au fost utilizate
pentru transportul gazelor inaintea dezvoltarii membranelor microporoase [29]. In acest caz se
poate considera ci solutul de interes este dizolvat intr-una din “fazele” membranei constituitd
din solvent (apa), solutii care au o solubilitate apreciabila in membranad §i moleculele de
substanti din care este alcatuitd membrana. Difuizia solutului este determinatd de solubilitatea
si mobilitatea acestuia. Solubilitatea este o proprietate termodinamica; variatiile de solubilitate
sunt importante pentru transportul gazelor prin membranele omogene (non-microporoase). In
cazul membranei din gel hidrofil ce separa doud faze apoase, solubilitatea este proporfionala
cu fractiunea din membrani ocupata cu apa (aproximativ fracfiunea de pori).

Teonia elaborata de Kedem g§i Katchalsky [30] pentru explicarea notiunii de mobilitate
a solutului atribuie o vitezd de deplasare v pentru fiecare specie chimicd ce trece prin
membrand; se considerd cd membrana are viteza de deplasare egald cu zero. Particulele
speciilor prezente sunt supuse unei forfe egala cu produsul dintre coeficientii de fricjiune f i
viteza de deplasare a unei specii chimice in raport cu celelalte specii. De exemplu, forja totala
ce actioneaza asupra moleculelor de solut S dizolvate in apad W, in cazul transportului printr-o

membrand M are urmitoarea expresie:

Xs=-Fo — Vo =S ("'s - "w)"’ Sans Vs

Chiar in cazul sistemelor cu confin mai mul{i soluji, interacfiile preponderente ce
afecteaz fiecare specie chimicd in parte sunt cele cu membrana si cu solventul atata timp cét
concentratiile respectivelor substanfe nu sunt foarte mari. Membranele cu procent mare de
pori prezintd o permeabilitate ridicata: solutul va interactiona in principal cu solventul asttel
incat selectivitatea membranei pentru un anumit solut va fi similar¥ cu cea gasita daca solujii
sunt separafii prin difuzie liberd in solvent. Membranele mai compacte se caracterizeazi
printr-o interactie mai puternici intre solutii $i membrana dar in detrimentul permeabilitafii.

Mecanismul de transport in cazul membranelor microporoase a fost propus de catre
Lane si R'i'g-gle [31]. Acestia considerd cid permeabilitatea se datoreaza difuziei prin porii a
céror lungime medie este egald cu tt, und;: t reprezinta grosimea membranei iar t este
tortuozitatea. Aria totald a porilor pe unitatea de suprafaja a membranei se noteaza cu v
Coeficientul ;ie difuzie a unui solut prin membrana D se inmulfeste cu un factor F pentru

moleculele ale ciror diametru este aproape egal cu diametrul porilor.
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In aceste conditii se poate defini permeabilitatea pentru cazul meroranelor
microporoase, astfel:
P = DF(a/d)v/tt
Astfel in cazul utilizdrii membranelor microporoase la realizarea organelor artificiale,

transportul gazelor este eficient atunci coeficientul de difuzie D este mare,

7.4. Tipuri de dispozitive membranare

Dispozitivele membranare utilizate la realizarea organelor artificiale sunt in general
realizate pentru unicd folosinta si trebuie si fie sterile. Aceste membrane pot fi in formd de
stral subfire sau in formd de fibre capilare.

Membranele in formi de strat subtire (fig. 7.2) permit singelui sd curgd intr-un strat
subtire printre doi perefi plani ce fixeaza membrana. Membrana este menfinutd, de cétre o
structura suport, intr-o pozifie care s permita formarea unor canale de curgere a lichidului i
pe faa opusi fetei impregnata cu singe. Aceste dispozitive folosesc intre 10-75 cai de curgere
a lichidului dispuse in paralel. Lungimea canalelor variaza intre 5-50 cm iar litimea intre 5-15

cm (lafimea efectiva a n canale dispuse in paralel este de » ori lajimea unui singr~ . ~=3l),

Figura 7.2. Rinichi artificial ce utilizeaza o membrani in forma de strat subtire.
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Membranele in forma de fibre capilare au diametrul interior cuprins intre 180-350 pum,

iar lungimea fibrelor este de 20-35 cm; o unitate de membrane contine pana la 10 000 de fibre

individuale (fig. 7.3).
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Figura 7.3. Rinichi artificial ce utilizeazi 0 membrana in torma de fibre capilare.
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Geometria dispozitivelor membranare utilizate la realizarea rinichiului artificiale este
influentatd de natura contactului dintre singe (faza sursd) si lichidul de contact (faza

acceptoare) (fig. 7.4.).

i S —

(a) (c)

~ {h)
KI¥
T S
= !
] ]
' |
LT _ 1t == J(e)

Figura 7.4. Tipuri de dispozitive membranare utilizate la realizarea rinichiului
artificial in functie de natura contactului dintre sange i liciudul
de contact; (a) in contracurent, (b) in contact incrucisat,
(c) in contact co-curent, (d) in contact complex, si

(e) contact cand unul dintre lichide este sub agitare.

7.5. Efecte nedorite

Dintre problemele care pot sa apara in utilizarea membranelor la realizarea organelor
artificiale putem enumera: (i) distrugerea celulelor, (ii) activarea sistemelor de reaciii
biochimice, gi introducerea unor contaminan{i chimici sau biologici. Distrugerea celulelor
poate avea loc direct, prin interacjia dintre acestea si o suprafajd incompatibild sau indirect
datoritd fenomenului de agregare. Anumite suprafete, datoritd rugozitdfii, pot provoca liza
celulelor implicate intr-un proces de dializi. S-a observat, de asemenea, cd pe suprafaja unor
organe artificiale se pot acumula straturi de trombocite si leucocite modificindu-se activitatea
tiziologica [32]. Multe membrane artificiale, in special cele realizate din celuloza regenerata,

activeaza, in absenta anticoagulantelor, sistemul complementar formiandu-se fibrina. S-au
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facut studii pentru elucidarea mecanismului de activare cédt si pentru identificarea unor
materiale cu proprietafi “netrombogenice” [33].

Contaminantii pentru sistemele biologice implicate jn grganele artificiale provin din
diverse surse, cum ar fi: dietil hexil ftalatul din tuburile de glorurd de_palivinil [34] oligomeri
cu catend scurtd ce provin de la membranele din celulozd regeneratd [35], formaldehida

ramasd in urma sterilizarii [36].
7.6. Monitorizare si control

Sistemele de organe artificiale sunt proiectate pentru utilizarea in mediul clinic i deci
modul in care se opereaza cu aceste dispozitive este asociat cu ingrijirea bolnavilor §i cu
dezvoltarea unor proceduri speciale de utilizare. Din aceste motive, standardele de
monitorizare §i control ct §i ciile de acces nu pot fi similare cu cele din biotehnologie.

In hemodializa parametrii monitorizaji sunt temperatura, presiunea §i conductivitatea
lichidului obtinut in urma dializei. Cregterile necontrolate de temperatura, in cazul dializei,
pot distruge sistemul biologic. Volumele relativ mari de lichid folosite in timpul hemodializei
sunt preparate prin dilufia continua a substanjelor concentrate, in timpul tratamentului i de

aceea modificarea izotlonicitatii sdngelui poate fi foarte periculoasd pentru pacient.
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