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This study is focused on facilitated extraction and transport through liquid membranes of some basic amino
acids (l-arginine, l-lysine, l-histidine) with D2EHPA dissolved in dichloromethane. The results indicated the
significant influences of the pH-gradient between the aqueous phases, carrier concentration and mixing
intensity. The maximum mass flows and permeability factors of the amino acids through liquid membrane
can be reached at the pH-value of the feed solution of 3, pH-value of the stripping solution of 1, D2EHPA
concentration in solvent layer of 60 g/l, using an intense mixing of the two aqueous phases.
By modifying the pH-gradient between the aqueous phases, the selective pertraction of the considered amino
acids could be possible.
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Biotehnologia a progresat considerabil în ultimii ani,
reprezentând astãzi modalitatea principalã de obþinere a
unor produºi importanþi pentru activitatea umanã. În acest
context, producþia aminoacizilor, elementele structurale
de bazã ale peptidelor, proteinelor ºi enzimelor, constituie
una dintre direcþiile prioritare de dezvoltare ale proceselor
biotehnologice.

Aminoacizii pot fi obþinuti prin biosintezã, prin hidroliza
proteinelor sau prin extracþie din surse naturale. Cele mai
eficiente metode sunt primele douã, însã separarea acestor
compuºi din lichidele de fermentaþie sau din hidrolizatele
proteice este dificilã. În general, procedeele utilizate pentru
separarea ºi purificarea aminoacizilor includ tehnicile
cromatografice, absorbþia/adsorbþia, schimbul ionic,
cristalizarea la punctul izoelectric [1]. Însã aceste tehnici
sunt dificil de aplicat la scarã industrialã, ceea ce limiteazã
producerea aminoacizilor ºi mãreºte costul tehnologiei
respective.

Separarea aminoacizilor prin extracþie lichid-lichid
suscitã din ce în ce mai mult atenþia cercetãtorilor în
domeniu, procedeul oferind o alternativã viabilã pentru
tehnicile aplicate curent în acest scop. Deoarece
aminoacizii disociazã în soluþii apoase, formând specii
ionice caracteristice în funcþie de valoarea pH-ului,
solubilitatea lor în solvenþi organici este foarte redusã. Din
acest motiv, extracþia aminoacizilor este posibilã numai
prin adãugarea în faza organicã a unor extractanþi din
categoria derivaþilor organofosforici [1-5], a aminelor cu
masã molecularã ridicatã [6,7] sau a eterilor-coroanã [1,
8, 9].

Extracþia ºi transportul prin membrane lichide, tehnicã
denumitã ºi pertracþie, reprezintã o dezvoltare a extracþiei
lichid-lichid, putând fi aplicatã pentru separarea unei game
largi de compuºi obþinuþi prin biosintezã (antibiotice, acizi
carboxilici, vitamine etc.). Pertracþia poate fi, de asemenea,
utilizatã pentru separarea aminoacizilor, în acest sens
folosindu-se membranele lichide obþinute prin
emulsionare [10-12] sau cele incluse în matrici polimere
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poroase [13-15]. Stabilitatea acestor douã tipuri de
membrane lichide este relativ redusã, motiv pentru care
s-a studiat posibilitatea separãrii aminoacizilor prin
membrane lichide libere, care nu necesitã adãugarea unor
agenþi tensioactivi pentru stabilizare sau includerea în
suporturi solide poroase sau fibroase [1,16,17].

Studiile anterioare ale colectivului au fost direcþionate
pe separarea unor aminoacizi cu caracter acid (acizii l-
aspartic ºi l-glutamic) ºi neutru (l-cisteinã, l-triptofan, l-
glicinã ºi l-alaninã) prin extracþie ºi transport prin
membrane lichide libere constituite din diclormetan ºi acid
di-(2-etilhexil) fosforic (D2EHPA) ca agent purtãtor [16,17].
Aceste experimente sunt continuate prin analiza pertracþiei
unor aminoacizi cu caracter bazic (l-histidina, l-lizina ºi l-
arginina) în condiþii similare cu cele anterioare, în scopul
stabilirii condiþiilor optime de separare selectivã a
aminoacizilor din lichidele de fermentaþie sau din
hidrolizatele proteice utilizând aceastã tehnicã.

Partea experimentalã
Cercetãrile experimentale s-au efectuat folosindu-se o

instalaþie de pertracþie originalã care permite obþinerea ºi
menþinerea cu usurinþã a stratului de solvent între cele
douã soluþii apoase [18]. Caracteristicile tehnice ºi
funcþionale ale echipamentului experimental au fost
prezentate în detaliu în lucrãrile anterioare [16,19].

Soluþiile apoase au fost amestecate independent cu câte
un agitator cu doua palete, turaþia variind între 200 ºi 600
rpm. Pentru accelerarea fluxului masic prin membrana
lichidã, aceasta a fost amestecatã cu un agitator identic,
cu o turaþie constantã de 500 rpm.

Membrana lichidã a fost alcãtuitã din diclormetan în
care a fost dizolvat agentul purtãtor D2EHPA. Concentraþia
agentului purtãtor a variat între 20 ºi 100 g/L.

Faza apoasã iniþialã a constat din soluþii cu concentraþia
de 3 g/l ale aminoacizilor l-histidinã, l-lizinã, respectiv l-
argininã. Faza apoasã finalã a fost alcãtuitã din soluþii de
acid clorhidric de diferite valori ale pH-ului.
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pH-ul fazei apoase iniþiale a variat între 2 ºi 6, corectarea
sa la valorile prestabilite în programul experimental
realizându-se cu o soluþie 4% acid sulfuric. pH-ul fazei
apoase finale a fost cuprins între 1 ºi 5, fiind ajustat cu o
soluþie 4% acid clorhidric. In ambele cazuri, corectarea
valorii pH-ului s-a efectuat pe baza indicaþiilor unui pH-
metru digital de tip Consort C831. În timpul experimentelor
nu s-a observat modificarea pH-ului celor douã faze
apoase.

Evoluþia procesului s-a urmãrit prin intermediul fluxurilor
masice iniþiale ºi finale ale aminoacizilor ºi ai factorului de
permeabilitate prin membrana lichidã. Fluxul masic iniþial,
ni, reprezintã fluxul de solut transferat dinspre faza apoasã
iniþialã spre stratul de solvent organic, iar fluxul masic final,
nf, denumit ºi flux masic total, reprezintã fluxul masic
transferat dinspre solventul organic spre faza apoasã finalã.
Factorul de permeabilitate, P, reprezintã o mãsurã a
capacitãþii de transport a solutului prin membrana lichidã
ºi se defineºte ca raportul dintre fluxul masic final ºi fluxul
masic iniþial [20].

Fluxurile masice ale aminoacizilor, respectiv factorii de
permeabilitate, s-au calculat prin dozarea concentraþiei
acestor compuºi din soluþia iniþialã ºi din rafinat ºi
efectuarea bilanþului de masã al solutului în sistemul de
pertracþie. Dozarea aminoacizilor s-a realizat prin tehnica
HPLC, utilizându-se un cromatograf de tipul HP 1090.

Rezultate ºi discuþii
Extracþia ºi transportul prin membrane lichide este

influenþatã semnificativ de gradientul de pH dintre fazele
apoase, de concentraþia agentului purtãtor în membranã
ºi de intensitatea amestecãrii celor trei faze. In cazul
separãrii aminoacizilor, influenþa gradientului de pH este

amplificatã de ionizarea acestor compuºi în cele douã
soluþii apoase ºi controleazã eficienþa extracþiei-
reextracþiei, precum ºi viteza de transport prin membrana
lichidã.

Astfel, din figura 1 se constatã cã fluxurile masice ale
tuturor aminoacizilor studiaþi cresc cu creºterea pH-ului
fazei apoase iniþiale, pHi, ating un maxim pentru pHi = 3,
scãzând apoi.

Aceastã variaþie este consecinþa mecanismului extracþiei
reactive a aminoacizilor, care se bazeazã pe o reacþie de
schimb ionic cu D2EHPA la interfaþa de separare dintre faza
apoasã iniþialã ºi stratul de diclormetan, proces controlat
de pH-ul soluþiei apoase. Conform mecanismului stabilit
anterior [4], agentul purtãtor reacþioneazã numai cu
aminoacizii existenþi în soluþia apoasã sub formã cationicã,
deci la un pH mai mic decât pH-ul punctului izoelectric. În
aceste condiþii, reacþia interfacialã dintre aminoacizii cu
caracter bazic ºi D2EHPA (simbolizat HP) poate fi descrisã
de urmãtoarea expresie generalã:

(R+ - radicalul aminoacidului în formã cationicã).

Existenþa unui maxim al fluxurilor masice iniþiale este
rezultatul a douã fenomene contrare care se produc odatã
cu creºterea valorii pHi: creºterea concentraþiei formei
active a agentului purtãtor, capabilã sã reacþioneze cu
aminoacizii (un pH prea acid conduce la protonarea
D2EHPA, acesta pierzându-ºi reactivitatea [4]), respectiv
reducerea cantitãþii totale de aminoacizi în formã cationicã

Fig. 1. Variaþia fluxurilor masice ale aminoacizilor
ºi ale factorilor de permeabilitate în funcþie de
pH-ul fazei apoase iniþiale (pH-ul fazei apoase

finale = 2, concentraþia D2EHPA = 40 g/L,
turaþia = 500 rpm)
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din faza apoasã. Creºterea suplimentarã a pH-ului soluþiei
apoase iniþiale conduce iniþial la apariþia speciilor ionice
ale aminoacizilor de tipul dication-anionilor, apoi a
amfionilor, specii care nu sunt extrase în membrana
organicã. Din acest motiv, spre deosebire de aminoacizii
cu caracter acid sau neutru, pertracþia aminoacizilor bazici
devine imposibilã chiar la valori ale pH-ului fazei apoase
iniþiale mult mai mici decât cele corespunzãtoare punctelor
izoelectrice (l-histidinã: pHiz = 7,6 [21], ni = 0 pentru pHi
= 4; l-lizinã: pHiz = 9,7 [21], ni = 0 pentru pHi = 5; l-argininã:
pHiz = 10,8 [21], ni = 0 pentru pHi = 5).

Similar pertracþiei celorlalþi aminoacizi studiaþi anterior
[16,17], fluxurile masice finale ale aminoacizilor bazici
cresc iniþial cu pHi, datoritã acumulãrii acestora în
membrana lichidã, ºi ating nivelul maxim pentru pHi = 4.
Apropierea pH-ului de domeniul neutru determinã
reducerea fluxurilor masice, datoritã inversãrii sensului
gradientului de pH dintre soluþiile apoase, sens care
controleazã direcþia de transfer a solutului prin membrana
lichidã.

Factorul de permeabilitate are o evoluþie particularã
odatã cu modificarea pH-ului fazei apoase iniþiale, acest
parametru crescând puternic odatã cu apropierea de
domeniul neutru de pH. Astfel, pentru pHi > 3, P devine
mai mare decât 1, ceea ce indicã faptul cã fluxul masic
final depãºeºte fluxul masic iniþial. Acest fenomen se
datoreazã reextracþiei cantitãþilor suplimentare de
aminoacizi acumulate în membrana lichidã în condiþiile
în care factorul de permeabilitate era subunitar.

Creºterea valorii pH-ului fazei apoase finale, pHf,
determinã reducerea semnificativã a fluxurilor masice
iniþiale ºi finale ale celor trei aminaocizi studiaþi, aceeaºi
variaþie fiind înregistratã ºi pentru factorul de
permeabilitate (fig. 2). Valoarea maximã a factorului de
permeabilitate, peste 0,9, se atinge pentru  pHf = 1. Aceastã

evoluþie indicã faptul cã pe mãsura creºterii valorii pH-ului
soluþiei apoase finale, cantitatea de aminoacizi acumulatã
în membrana lichidã creºte puternic.

Un alt factor determinant al eficienþei pertracþiei îl
reprezintã concentraþia agentului purtãtor în stratul de
solvent organic. Conform rezultatelor experimentale
prezentate grafic în figura 3, se constatã intensificarea
accentuatã a fluxurilor masice ale aminoacizilor odatã cu
creºterea concentraþiei D2EHPA în diclormetan.

Creºterea fluxurilor masice este consecinþa, pe de o
parte, a creºterii concentraþiei unuia dintre participanþii la
reacþia chimicã care se desfãºoarã la interfaþa de separare
dintre faza apoasã iniþialã ºi solvent, iar pe de altã parte a
acumulãrii în stratul organic a produsului interfacial.

Alura dependenþei dintre factorii de permeabilitate ºi
concentraþia agentului purtãtor este diferitã de cea
menþionatã anterior, factorul de permeabilitate crescând
iniþial pânã la o concentraþie a D2EHPA de 60 g/L, peste
aceastã valoare reducându-se. Evoluþia acestui parametru
sugereazã o influenþã mai redusã a concentraþiei agentului
purtãtor asupra fluxurilor masice finale ale aminoacizilor,
comparativ cu influenþa sa asupra fluxurilor masice iniþiale.
Fenomenul s-ar putea explica printr-o rezistenþã cineticã
superioarã în cazul reextracþiei aminoacizilor din faza
organicã în faza apoasã finalã, datoritã faptului cã la reacþia
interfacialã pe care se bazeazã reextracþia nu participã
aminoacizii în stare liberã, ci sub formã de complex cu
D2EHPA.

Astfel, similar aminoacizilor cu caracter acid sau neutru,
în condiþiile experimentale date, sistemul de pertracþie
atinge capacitatea maximã de transport a aminoacizilor
bazici la o concentraþie a agentului purtãtor de 60 g/L.

In cazul tuturor aminoacizilor consideraþi, mãrirea
turaþiei fazelor apoase induce intensificarea fluxurilor
masice iniþiale ºi finale, evoluþie înregistratã ºi de factorii
de permeabilitate (fig. 4).

Alura dependenþelor obþinute sugereazã faptul cã
procesul de separare prin pertracþie poate fi controlat fie

Fig. 2. Variaþia fluxurilor masice ale aminoacizilor ºi ale factorilor
de permeabilitate în funcþie de pH-ul fazei apoase finale

(pH-ul fazei apoase iniþiale = 3, concentraþia D2EHPA = 40 g/L,
turaþia = 500 rpm)
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Fig. 4. Variaþia fluxurilor masice ale aminoacizilor ºi ale
factorilor de permeabilitate în funcþie de intensitatea

amestecãrii fazelor apoase (pH-ul fazei apoase iniþiale =
3, pH-ul fazei apoase finale = 2, concentraþia D2EHPA =

40 g/L)

Fig. 3. Variaþia fluxurilor masice ale aminoacizilor ºi ale
factorilor de permeabilitate în funcþie de concentraþia

agentului purtãtor (pH-ul fazei apoase iniþiale = 3, pH-ul
fazei apoase finale = 2, turaþia = 500 rpm)
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difuzional, fie cinetic. Astfel, pânã la o turaþie de 500 rpm,
creºterea fluxurilor masice cu turaþia este mai importantã,
datoritã reducerii rezistenþelor datorate difuziei
aminoacizilor prin straturile limitã formate în soluþiile
apoase în vecinãtatea celor douã interfeþe. Peste 500 rpm,
influenþa intensitãþii amestecãrii se diminueazã, din cauza
accentuãrii rezistenþei de naturã cineticã.

Influenþa pozitivã a creºterii turaþiei asupra factorilor de
permeabilitate este rezultatul unui efect mai puternic
asupra fluxurilor masice finale, datoritã unei rezistenþe
mãrite opuse difuziei prin stratul limitã format în faza
apoasã finalã.

Concluzii
Studiile referitoare la separarea unor aminoacizi cu

caracter bazic (l-histidina, l-lizina ºi l-arginina) prin
pertracþie facilitatã cu D2EHPA dizolvat într-o membranã
lichidã liberã au evidenþiat rolul major al gradientului de
pH dintre fazele apoase, al concentraþiei agentului purtãtor
ºi al intensitãþii amestecãrii soluþiilor apoase.

Eficienþa maximã a procesului, respectiv valorile
maxime ale fluxurilor masice ºi ale factorilor de
permeabilitate, se atinge pentru un pH = 3 al fazei apoase
iniþiale, pH = 1 al fazei apoase finale, 60 g/L D2EHPA în
membrana lichidã, în condiþiile unei amestecãri intense a
soluþiilor apoase.

Prin modificarea pH-ului soluþiei apoase iniþiale este
posibilã separarea selectivã a acestor aminoacizi. Astfel,
la pHi = 4 sunt extrase ºi transportate prin membrana
lichidã doar l-lizina ºi l-arginina, fluxul masic al l-histidinei
fiind 0.
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