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RO 131092 B1

Prezentainventie se referala lipide structurate (LS) omogene, respectiv triacilgliceroli
(TAG), si la un nou procedeu de obtinere a acestor structuri PEGilate omogene.

Principalul domeniu de aplicare al inventiei il constituie industria alimentara, cosme-
tica si farmaceutica.

Lipidele naturale si/sau sintetice PEGilate prezinta, pentru produsele alimentare, cos-
metice, farmaceutice, medicamentoase, proprietéti fizice, fizico-chimice, fiziologice, nutritio-
nale si chimice unice. Functionalitatea acestora in alimente si, in general, in produsele
,gazda" este influentata prioritar de:

- compozitia si distributia acizilor superiori;

- modul de cristalizare;

- aroma proprie si stabilitatea acesteia;

- modul de asociere cu alte molecule de natura nelipidica (apa, antioxidanti, antispu-
manti, agenti de chelare, coloranti, arome, inhibitori de cristalizare, conservanti, emulgatori,
etc.), si rezistenta la procesare alimentara, farmaceutica si/sau medicamentoasa. Ulterior,
pe durata prelucrarii $i depozitarii produselor alimentare, cosmetice, farmaceutice, medica-
mentoase, lipidele participa la transformari chimice complexe cu alte componente ale
acestora, ceea ce poate genera aparitia multor compusi, cu efect final pozitiv sau negativ;

- considerente nutritionale.

Literatura semnaleaza o diversitate considerabila de lipide, care, prin amestecare
controlatd, conduc la produse cu noi caracteristici. S-au impus noi variante tehnologice care
sa ofere competente coloidale, fiziologice, alimentare, etc., inexistente la sortimentele
cunoscute si care nu s-au putut obtine exclusiv prin simpla amestecare. A aparut problema
modificarii structurale a lipidelor existente (sau uneori a surselor din care acestea sunt
obtinute) spre a raspunde cat mai bine la anumite cerinte ale producatorilor de alimente,
medicamente, preparate cosmetice si/sau farmaceutice, minimizand in acelasi timp carac-
teristici nedorite. Tehnicile moderne de sinteza si procesare permit modificarea uneia sau
mai multor proprietati ale lipidelor (in continuare, se va folosi termenul de lipide pentru a
desemna exclusiv uleiurile si grasimile) (Podmore, J., 1987), astfel ca, pornind de la
variantele naturale, sa se ajunga la structuri diferite, fara echivalent in natura, dar mai bine
adaptate cerintelor unui anumit produs sau proces (lipide modificate, traducere destul de
aproximativa a termenului "tailor-made lipids", "designer lipids", existent in literatura de
specialitate) (Duthie, G., si colab. 1994; Luhs, W. Si colab. 1994).

Jianu C., 18.06.2014, “Ethylene Oxide Homogenous Heterobifunctional Acyclic
Oligomers”, Oligomerization of Chemical and Biological Compounds, publicat de
Claire Lesieur, ISBN 978-953-51-1617-2, 450 pagini, Editura: InTech, capitole publicate
in 18 iunie 2014 sub licenta CC BY 3.0; DOI: 10.5772/57075, descrie obtinerea lipidelor
PEGilate prin reactia glicerinei cu amestec de acizi grasi din fractiile de lipide vegetale sau
cu acizi B-alchil (C8...18) polietilenoxi (n = 3...18) propionici omogeni.

RO 127955 B1, Jianu Calin si colab., 29.11.2012, descrie un procedeu de obtinere
a unor dialchil/alchilaril polietilenglicoli omogeni.

Scopul modificarii structurale poate include:

- obtinerea unor lipide cu competente fizico-chimice, coloidale, fiziologice, functionale
noi;

- utilizarea unor materii prime accesibile, produsul finit avand caracteristicile unui
produs natural, mai scump;

- optimizarea stabilitatii produsului.

Alcoolii superiori (C4-C,5) polietoxilati pot fi considerati polietilenglicoli monoderiva-
tizati (fragmentul de PEGilare primard). Obtinuti industrial prin reactia alcoolilor superiori
liniari si/sau ramificati cu oxid de etena in atmosfera inerta, cataliza bazica la 90...150°C, se
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caracterizeaza ca amestec de omologi de catena polioxietilenica cu greutate moleculara,
distribuiti statistic alaturi de alcooli superiori liberi (1...40%), polietilenglicoli liberi (1...12%)
si apa (urme).

Cresterea gradului mediu de polietoxilare, n, determina largirea spectrului omologilor
de sinteza. Separarea in structuri unitare prin metode fizico-chimice (distilare moleculara,
extractii lichid-lichid, cromatografie pe coloana, etc.) este dificild, dar sinteza catenei polioxi-
etilenice ,pas cu pas" devine posibila prin mai multe varinte: condensari cu monohalogen -
glicoli; reducerea catalitica a esterilor; sinteza Williamson a eterilor; eterificarea tosilatilor
superiori de n-alchil (C4-C,g).

Schema Williamson de sintez& a alcoolilor superiori (C4-C,g) inalt polietoxilati
,Lomogeni", cunoscuta sub doua variante, cu toate dificultatile de sinteza, purificare, separare,
ramane metoda cu cea mai larga utilizare:

- construirea catenei polioxietilenice ,omogene" prin atagarea succesiva a unor unitati
polioxietilenice inferioare (n = 2...3) la o catena hidrocarbonata ,omogena";

- construirea catenei polioxietilenice ,omogene" de lungime doritd, purificarea si
atasarea eu ulterioara la catena hidrocarbonata ,omogena".

A doua varianta, caracterizata prin randamente ce nu depasesc 60%, separare
laborioasa si ineficienta a alcoolilor superiori este mai putin recomandata.

in literatura se descrie obtinerea de alcooli superiori (C4-C,5) polietoxilati ,omogeni"
(n =6...14) dupa procedeul Williamson (varianta a), folosind trietilenglicol ,omogen".

Urmand modelul Williamson modificat (fara detalii publicate) (fig. 5), se semnaleaza
sinteza alcoolului lauric polietoxilat ,omogen" (n = 1...15; 20; 25; 30; 50). Produsele au fost
caracterizate prin continutul in oxid de etilena, indice de hidroxil si analiza elementara.

Literatura relateaza putine date fizico-chimice suplimentare pentru alcoolii superiori
(C4-C,p) polietoxilati ,omogeni" (n >12).

Problema tehnica a prezentei inventii consta in furnizarea unor lipide structurate
PEGilate omogene.

Solutia la aceasta problema tehnica consta in lipidele cu formula generala I

| CHy~0—-CO-(R'eoR's RinR'ea) t CHp=0=C0=(R's0.R's.R'mR'sa)

2 CH—0~CO-CH,CH{OCH,CHy),~O-R| | 2 CH-0—CO-CHyCH,$ OCH,CHz)~0—R

3 CHy»0=CO(R'o, R R's, R ca) 3 CHy=0~C0- CHyCH,TOCH,CHl ~O-R ]

r Lo s y 4
CH;—0=CO—(R'e.R's,R'mR'cs) CHy—0—~CO~CHyCHy{GCH,CHy ~0~R
CH—0-CO—(RoR'sRmR'ca) CH—0—CO— (R R's,RmR'ca)

CHy=0—=CO=CH,CHy £ 0CH,CHL),=0=R | | CHy—0=C0-CHoCH, £ QCH,CH,), ~0~R

CHy=0—CO=CHyCH,4OCH,CHo}, ~O-R
CH—0=C0=CH,CH,40CH,CHyJy=0~R

CHp—0—CO-CH,CHy £ OCH,CH,),—0-R

avand catene hidrocarbonate mixte: naturale, acizi superiori din material semincer de
coriandru (Coriandrum sativum) (R’co); struguri (Vitis vinifera) (R’s); maces (Rosa canina)
(R’m) si castan (Captanea vesca) (R’ca), si sintetice, acizi B-R-polietilenoxi (n = 0...18) pro-
pionici cu formula Il:

R-0O- (CH,CH,O)n - CH,CH,COOH (I
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in care simbolul R reprezintd un fragment alchil cu 8...18 atomi de carbon liniar si/sau
ramificat, fragment alchil aril cu 8...12 atomi de carbon grefati pe o hidrocarbura aromatica
mononuclear3, iar n reprezinta gradul de oligomerizare al catenei polioxietilenice ,omogene"
cu 3..18 unitati de oxid de etend (fragmentul de PEGilare secundard). PEGilarea
(PEGylation) este un proces de grefare covalenta succesiva la cele doua terminale (grupe
functionale hidroxil libere) ale catenei polietilenglicolilor a unor noi structuri initial proteine.
Legatura covalenta nou formata prin atasarea la un medicament, agent terapeutic, etc.,
poate ,masca" acest ,vector activ" in sistemul imunitar al ,gazdei" (pacientului consumato-
rului) reduce imunogenitatea si antigenitatea, potenteaza dimensiunea hidrodinamica a
agentului, prelungeste durata de vehiculare in sistemul imunitar implicit eliminarea renala.
Suplimentar, PEGilarea poate optimiza solubilitatea ,,vectorului activ' cu reducerea caracte-
rului hidrofob, modifica competente fizico-chimice existente (conformatie, interactiuni electro-
statice, afinitate fatd de celule receptoare, absorbtia si distributia in sistemul ,gazda"
beneficiar, etc.).

Procedeul pentru obtinerea acestor lipide PEGilate consta (fig. 1) in tratarea (esterifi-
carea dirijata) a glicerinei protejate (mono- si/sau diacetilate), pe de o parte, cu amestecul
de acizi superiori C, (0A); Ci5 (14) (w-9); Ci5 (24) (w-6); C,5 (3A) (w-3); izolat prin extractii
solid/lichid repetate in sistemul de solventi adecvat si purificati din fractiunea saponificabila
a uleiurilor de coriandru (Coriandrum sativum), struguri (Vitis vinifera), maces (Rosa canina)
si castan salbatic (Captanea vesca), pe de alta parte, succesiv controlat cu acizii 3 - alchil
(C4-C,g) polietilenoxi (n = 3...18) propionici ,omogeni" (fig. 2, 3).

Anterior acizii B-alchil (C4-C, ) polietilenoxi (n = 3...18) propionici,,omogeni" liniari si/sau
ramificati (ce reprezinta polietilenglicolii PEGilati primar) au fost obtinuti printr-o schema de
reactii clasice adaptate (fig. 4) succesiv din seria omologa a alcoolilor superiori (C4-C,g)
polietoxilati (n = 3...18) ,omogeni" prin cianoetilare, hidroliza acida exhaustiva si purificare.

Alcoolii superiori liniari si/sau ramificati (C,-C, ) polietoxilati (n = 3...18) ,omogeni" au
fost obtinuti, de asemenea, printr-o schema de reactii clasice (tip Williamson) adaptate
(fig. 5) initial prin structurarea dirijaté a catenei polioxietilenice ,omogene" ,pas cu pas" din
unitati oxietilenice tip dietilenglicol si/sau trietilenglicol pana la lungimea propusa final
grefarea catenei hidrocarbonate liniare si/sau ramificate (C,-C,;).

Prezenta inventie prezinta avantaje prin aceea ca:

- asigura posibilitatea extinderii lipidelor structurate in general, accesand noi structuri
si trasee ecologice accesibile, de personalizare al unor noi arhitecturi moleculare PEGilate
Lomogene" cu tinte" (obiective) previzibile bine definite;

- procedeul poate fi utilizat in sinteza (structurarea) controlata a unor noi intermediari
utilizati in clasa agentilor activi de suprafatd, a principiilor medicamentoase, cosmetice si/sau
alimentare;

- procedeul prin intermediarii obtinuti este accesibil, usor de realizat poate ,masca"
un ,vector activ" in sistemul imunitar al ,gazdei" (pacientului, consumatorului) reduce
imunogenitatea si antigenitatea, potenteaza dimensiunea hidrodinamica a agentului,
prelungeste durata de vehiculare in sistemul imunitar implicit eliminarea renald. Suplimentar
PEGilarea poate optimiza solubilitatea ,vectorului activ" cu reducerea caracterului hidrofob,
modifica competente fizico-chimice existente (conformatie, interactiuni electrostatice, afinitate
fata de celule receptoare, absorbtia si distributia in sistemul ,gazd&" beneficiar, etc.);

- lipidele PEGilate sintetizate prezintd pentru produsele alimentare, cosmetice,
farmaceutice, medicamentoase proprietéti fizice, fizico-chimice, fiziologice, nutritionale si
chimice unice conferite de:

- compozitia si distributia acizilor superiori prin gradul de nesaturare, pozitia
dublelor legaturi dar si de pozitia acestora in molecula de glicerida care vor marca domeniul
si viteza de topire, consistenta, plasticitatea, proprietatile de emulsionare;

4
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- modul de cristalizare: deoarece noile lipide PEGilate raman sisteme poli-
morfe care pe durata refrigerarii parcurg o serie de stari de tranzitie, cu tipuri de cristale care
influenteaza textura, palatabilitatea si eliberarea aromelor;

- aroma proprie si stabilitatea acesteia: care nu vizeaza o aroma specifica,
pentru a nu afecta aroma produsului finit, dar trebuie sa fie stabila pe toata durata de viata
a produsului beneficiar de lipide PEGilate in care uleiul sau grasimea este utilizata, ceea ce
presupune rezintenta la degradari oxidative sau lipolitice.

Desenele explicative au urmatoarele semnificatii:

- fig. 1, schema bloc de operatii in esterificarea/transesterificarea glicerinei protejate
(mono- si/sau diacetilate) (G.M.; G.D.) cu acizii superiori RCOOH si/sau R(EO)n - COOH,;

- fig. 2, schema bloc de operatii in procesarea prin extractie lichid-lichid la rece a unor
fractiuni lipidice vegetale din material semincer horticol triturat (struguri, maces, coriandru,
castan salbatic);

- fig. 3, schema bloc de operatii in procesul de hidroliz& acida totala cu acid clorhidric
a fractiunilor lipidice brute obtinute prin extractie din materialul vegetal triturat (horticol)
(castan salbatic, coriandu, macese, struguri);

- fig. 4, schema bloc de operatii in procesarea acizilor 3 - alchil - (R) - polietilenoxi
(n = 0...18) propionici ,omogeni";

- fig. 5, schema de obtinere a alcoolilor laurici (dodecilici) polietoxilati ,omogeni"
(n=3,6,9, 12, 18);

- fig. 6, reprezentarea schematizata a unor structuri conformationale de catene poli-
oxietilenice (PEO) ,omogene" (n = 3...18) derivatizate (R(EO)nPC si R(NF; EH) modificate
dirijat in conjugate PEGn-L(R’; 2R) (a, d) (2R’; 1R) (b, ¢);

- fig. 7, reprezentarea structurala schematizata a unei lipide monoPEGilate (a), res-
pectiv diPEGilate (b).

PEGilarea (PEGylation) este un proces de grefare covalenta succesiva la cele doua
terminale (grupe functionale hidroxil libere) ale catenei polietilenglicolilor a unor noi structuri.
Prezenta inventie acceseaza aceasta varianta pentru obtinerea alcoolilor superiori (C4-C, ;)
liniari si ramificati polietoxilati ,omogeni" (PEGilarea primara a polietilenglicolilor ,omogeni")
care, dupa purificare si caracterizare fizico-chimica specifica, se cianoetileaza (fig. 4), iar -
-alchil (C4-C,g), respectiv alchil (C4-C,) aril polietilenoxi (n = 0, 3, 6, 9, 12, 16, 18),
propionitrilii se hidrolizeaza exhaustiv in cataliza acida, micelara sau de transfer interfazic
la acizii B-alchil (C4-C,g), respectiv acizii (B-alchil (C4-C,,) aril polietilenoxi (n=0, 3, 6, 9, 12,
16, 18) propionici (formula II).

Se prezinta in continuare cateva exemple de realizare a polietilenglicolilor ,omogeni"
(PEG-n) (fig. 5) valabile si pentru intreaga serie omologa (n =6, 9, 12, 16, 18).

Procesarea hexaoxaetilenglicolului ,omogen”, (PEG-6)

intr-unvas de reactie, prevazut cu agitare mecanica, termometru, palnie de picurare,
refrigerent ascendent atmosfera inerta, se introduc 508 g (4 mol) dietilenglicol monosodic
(PEG,-Na), apoi precaut 3,4-6 g (2,2 mol) 1,8-diclor-3,6-dioxa-octan (PEG, - 2Cl), se
incalzeste 1a90...95°C (circa 72 h), amestecul de procesare se neutralizeaza cu 27 ml solutie
alcoolica NaOH 30%. Produsul de reactie brut ce contine hexaoxaetilenglicolul ,omogen" se
purificd prin extractii lichid/lichid repetate in sistemul eter etilic/apad. Randamentele de
procesare fatd de dietilenglicolul introdus sunt cuprinse intre 50...60%.
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Procesarea nonaoxaetilenglicolului ,omogen”, (PEG-9)

Intr-unvas de reactie, prevazut cu agitare mecanica, termometru, palnie de picurare,
refrigerent ascendent, atmosfera inertd, se introduc precautla 110...130°C, indecurs de 2 h,
107,3 g (0,62 mol) sare monosodica a trietilenglicolului (PEG;-Na), 43,79 (0,306 mol) 1,8-
-diclor-3,6-dioxa-octan (PEG,-2Cl), se incalzesc circa 5 h la 150°C pana la reactia negativa
fata de fenolftaleind. Nonaoxaetileglicolul ,omogen" se purifica prin extractii lichid/lichid
repetate in sistemul eter etilic/apd. Randamentele fatd de ftrietilenglicolul introdus in
procesare sunt cuprinse intre 50...55%.

Procesarea dodecaoxaetilenglicolului ,omogen”, (PEG-12)

intr-un vas de reactie, prevazut cu agitare mecanica, termometru, palnie de
picurarea, refrigerent ascendent, atmosfera inertd, se introduc 107,88 g (0,62 mol) sare
monosodica a trietilenglicolului (PEG;-Na), se adauga precaut la 130...135°C, 73,13 g
(0,23 mol) 1,17-diclor-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecan, PEG4-2Cl, amestecul de reactie se
incalzeste la 170...180°C, timp de 5...6 h, pana la reactie negativa fatd de fenolftaleina.
Produsul brut care contine dodecaoxaetilenglicolul ,omogen" se purifica prin extractii
lichid/lichid repetate in sistemul eter etilic/apa. Randamentele fata de trietilenglicolul introdus
sunt cuprinse intre 55...63%.

Procesarea octadecaoxaetilenglicolului ,omogen”, (PEG-18)

Intr-un vas de reactie, prevazut cu agitare mecanica, termometru, palnie de picurare,
refrigerent ascendent, atmosfera inerta, se introduc 197,78 g (0,62 mol) sare monosodica
a hexaoxaetilenglicolului "omogen" (PEG4-Na), apoi precaut (circa2 h)1a130...145°C, 97,6 g
(0,306 mol) 1,17-diclor-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecan (PEG,-2Cl). Amestecul se incal-
zeste la175...180°C, timp de 5...6 h pana la reactia neutra fata de fenolftaleina. Produsul de
reactie care contine octadecaoxaetilenglicolul "omogen" (PEG,;) se purifica prin extractii
lichid/lichid repetate in sistemul eter etilic/apa. Randamentul fatd de hexaoxaetilenglicolul
Lomogen" este cuprins intre 50...54%.

Procesarea derivatului diclorurat al hexaoxaetilenglicolului ,omogen” (1,17-diclor-
-3,6,9,12,15-pentaoxa-heptadecan), (PEG.-2Cl)

Intr-unvas de reactie, prevazut cu agitare mecanica, termometru, palnie de picurare,
se dizolva 35 g (0,124 mol) hexaoxaetilenglicol "omogen" (PEG;) in circa 300 ml piridina
anhidra, se adauga precaut sub agitare la 40...50°C (pe durata a 15 min) 31,78 g (2,67 mol)
clorura de tionil. Temperatura se mentine la 75...80°C, 30 min, apoi se raceste la 20...25°C.
Produsul de reactie de culoare galben-bruna se purifica prin extractii lichid/lichid repetate
(2...3 ori) in sistemul eter etilic/solutie saturata de clorura de sodiu, apoi prin distilare in vid
inaintat (10...10° mm col. Hg). Fractiunea colectatd la 100°C/10 mm col. Hg se
caracterizeaza prin continut in oxid de etilena (determinat 66,88%) (calculat 68,96%),
temperatura de fierbere 169...170°C/0,1 mm (literatura 168...169°C/0,1 mm) si temperatura
de solidificare (- 12,4°C), (literaturd - 12,4°C). Randamentul fatd de hexaoxaetlienglicol
Lomogen" (PEG;) este cuprins de 60...65%.

Se prezinta, in continuare, un exemplu complet de realizare a alcoolului lauric
polietoxilat ,omogen" (n = 3) D(EO),H in conditiile catalizei de transfer interfazic (fig. 5...7).

Procesarea tosilatului de lauril, prin cataliz& de transfer interfazic, D-TS
Intr-unvas de reactie, prevazut cu agitare mecanica, termometru, palnie de picurare,
refrigerent ascendent, atmosfera inertd, se introduc in circa 50 ml toluen, la temperatura
camerei, 18,6 ml (0,1 mol) alcool lauric pur, 15 ml solutie toluenicé 0,33 m a LM-O-EC-1.1.1.,
[clorurd de N,N,N-trimetil-N-B-lauril/miristil (7/3) oxi-etilamoniu], 18,66 ml| solutie apoasa
NaOH 30%, apoi precaut 70 g solutie toluenica 38% clorura de tosil (TS-Cl). Amestecul de
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reactie se mentine sub agitare la 30...35°C, timp de 5...6 h. Reactia se considera terminata
cand mirosul de clorura de tosil dispare. Tosilatul de lauril purificat, prin extractii lichid/lichid
repetate, in sistemul toluen/apa, respectiv cloroform/eter de petrol (p.f = 30...60°C), s-a
caracterizat prin indicele de esterificare 165 mg KOH/g (calculat 164,7 mg KOH/g) si banda
de absorbtie in infrarosu, de la 1140...1150 cm™ (SO,OR). Valorile obtinute corespund
datelor din literatura.

Procesarea alcoolului lauric polietoxilat ,omogen”, D-(EQ),-H

Intr-un vas de reactie, prevazut cu agitare mecanica, termometru, atmosfera inerta,
se dizolva 37,4 g (0,11 mol) tosilat de lauril (L-TS), in circa 100 ml toluen anhidru, se adauga
precaut solutia a 17,4 g (0,1 mol) sare monosodica a trietileglicolului ,omogen" (PEG;-Na)
in 50 ml toluen anhidru, se incalzeste la reflux timp de 5...6 h (pana la reactie neutra fata de
fenolftaleind) si se indeparteaza pe baie de ulei toluenul (18...25°C/10...20 mm col. Hg).
Rezultd un produs consistent, fluid, de culoare slab galbuie, din care se distild in vid
(102...10° mm col. Hg) alcoolul lauric polietoxilat (n = 3) ,omogen". Randamentul fata de
alcoolul lauric este cuprins intre 52...58%. Procedand similar s-au preparat alcoolii laurici
polietoxilati ,omogeni" (n =6, 9, 12, 18).

Prepararea alcoxizilor alcalini superiori (C,,)
[C,,H,s-0O-(CH,CH,0),.,-CH,CH,O Me'], R-OM'; R-O-(-EQ),,,-CH,CH,O Me"
intr-unvas de reactie de capacitate adecvata, se introduc sub atmosferainerta (circa
51 N, (fard urme de oxigen, dioxid de carbon, apa), 200 ml solutie toluenica anhidra 0,1 m
a alcoolului lauric sau alcoolului lauric polietoxilat ,omogen", iar in macela extractorului se
cantaresc 0,25 at.g metal alcalin liber de oxizi. Se inchide sifonul cu un dop ,afanat" de vata
de sticld, se monteaza restul instalatiei si se incalzeste precaut timp de 2...3 h la reflux, cand
se obtine solutia toluenica a alcoxidului alcalin superior, a carei concentratie se determina
prin titrare acid-baza cu H,SO, 0,01 n.

Solutia toluenica se pastreaza sub atmosfera inerta la 30...90°C, deoarece solubilita-
tea alcoxizilor alcalini superiori in toluen este redusa (solutia devine opalescenta sub 20°C).
inaintea fiecarei prelevari de catalizator bazic se agita, la nevoie, sub incalzire usoara.

Prepararea [-alchil-R-polietilenoxi (n = 3, 6, 9, 12, 18) propionitrililor ,omogeni”,
R-O-PN, simbol R-(EO),-PN

Intr-un reactor pentru sinteza, termostatat la temperatura convenabila (10...60°C, in
functie de substratul hidroxilic folosit $i de parametrii cinetico-termodinamici determinati
anterior), se introduc sub atmosfera inerta, purificata de oxigen, apa, dioxid de carbon (debit
circa 5 | N,/h), 200 ml solutie toluenicé anhidra 0,1 m alcool superior (C4-C,5) sau alcool
lauric polietoxilat ,omogen" se adauga cantitatea necesara de catalizator bazic (alcalinitatea
mediului, cuprinsé in intervalul 5...6 x 10° mol/l), ulterior cantitatea necesaré de monomer
acrilic (raportul molar AN/R-(EO)n-H este cuprins intre 1/10...10/1), se termostateaza
20...30 min, se verifica alcalinitatea mediului de reactie prin prelevarea de probe de circa
10 ml solutie toluenica.

Probe de 5...10 ml solutie toluenica se preleveaza la intervale de timp necesare
(prima proba dupa 30 s, apoi la intervale de 30...60 s la inceput, si la intervale de 1...5 min
catre sfarsit), pana ce cantitatea de monomer determinata analitic scade cu mai putin de 5%
din valoarea precedenta.

Se prezinta, in continuare, un exemplu de realizare a extractiei solid/lichid a fractiu-
nilor lipidice naturale din materiale semincere specifice (fig. 2).
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Extractia la cald a fractiunilor lipidice din materiale semincere (seminte, fructe, bace) de

Coriandrum sativum, Vitis vinifera, Rosa canina, respectiv Castanea vesca

Intr-un mojar de portelan se cantaresc (prin diferenta), cu preciziede 0,01g,10...15g
material vegetal semincer, grosier divizat, se adauga 15 g nisip cuartos purificat, prin spalari
acide repetate ulterior, uscat, se tritureaza energic circa 15...30 min, dupa care se transfera
cantitativ cu ajutorul unei spatule intr-un cartus de extractie (aparat Soxhlet). Se curata
mojarul, pistilul i spatula cu un tampon de vata imbibat in solvent, introducand ulterior si
materialul celulozic de curatire in cartus. Se acopera cu vata curatd, se monteaza instalatia
de extractie in sistemul de incélzire.

Se introduce solventul (benzina de extractie, eter de petrol cu p.f. = 30...60°C, sau
hexan) pana cand se amorseaza sifonarea completa, cand se mai adauga 50 ml solvent. La
temperatura de reflux se efectueaza 8...10 sifonari/h, timp de 6 h, dupa care se indeparteaza
cartusul si se recupereaza solventul.

Miscela limpede, fara impuritati, se filtreaza suplimentar cantitativ intr-un vas tarat.

Fractiunea lipidica vegetala purificata, se deshidrateaza exhaustiv 30 min la 105°C,
in etuva, se raceste in exicator si se cantareste. Se repeta la nevoie operatiile de uscare si
cantarire pana la greutate constanta.

Pentru a facilita indepartarea urmelor de solventin operatia de recuperare a acestuia,
se barboteaza menajant (fara spumare) prin fractiunea lipidicd un curent de azot
(8...10 ml/min).

Continutul de fractiune lipidica vegetala (semincera) se caracterizeaza ulterior, chimic
si/sau fizico-chimic.

Extractia solid-lichid si/sau lichid la rece a fractiunilor lipidice din materialul vegetal
(horticol) (Coriandrum sativum, Vitis vinifera, Rosa canina, Castanea vesca)
Materialul horticol semincer mentionat, recoltat adecvat, se separa de corpuri stréine

si alte impuritati, se spald, se deshidrateaza menajant in curent de aer cald (25...40°C), pe
durata variabila functie de cantitate, pana cand umiditatea scade sub 1%, se separa de marc
(maces, struguri), se divizeaza manual sau automat intr-o moara (ragnita) (coriandru, castan
salbatic), se tritureaza cu nisip cuartos (SiO,) pana la obtinerea unei mase ,omogene" care
se suspenda sub agitare energica intr-un vas Berzelius de 500 ml (sau capacitate adecvata
masei de material horticol procesate) in volum similar de solvent pe durata a 15...20 min.
Dupa decantare, nisipul se spala repetat (2...3 ori) cu cantitati minime de solvent (recupera-
rea integrala separata a materialului vegetal si a extractelor organice).

Fazele apoase reunite se introduc intr-o palnie de separare adecvata, prevazuta cu
sistem de inchidere etang, se adauga volumul corespunzator de eter de petrol (p.f. =
= 30...60°C), benzina de extractie (neofalind) (p.f. = 40...60°C) sau eter etilic (raport 1/1) se
agita energic prin rotirea cu 180° si depresurizarea precauta repetata (2...3 ori) a sistemului.
Se separa fazele si se repeta operatia de 2...3 ori cu volume similare de solvent.

Fazele organice reunite se filtreaza peste Na,CO, anhidru pentru eliminarea completa
Hg pentru eliminarea si recuperarea exhaustiva a solventului de extractie. Fractiunea lipidica
vegetala brutd obtinuta se caracterizeaza calitativ si cantitativ prin tehnici experimentale
chimice si instrumentale specifice.

Se prezinta, in continuare, un exemplu complet de realizare a acizilor superiori din
fractiunile lipidice saponificabile izolate din materialul semincer prin hidrolizd acida
exhaustiva (cu HCI) (fig. 3).

Procesarea prin hidroliz& acida totala (HO) a fractiunilor lipidice brute extrase din
materialul vegetal (horticol) coriandrum sativum, Vitis vinifera, Rosa canina, Castanea
vesca).
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Intr-un vas de procesare, previdzut cu agitare mecanica, refrigerent ascendent
(reflux), sistem de incélzire termostatata, termometru si palnie de picurare, se introduc
0,5 mol fractiune lipidica saponificabild (dupa evaluarea cantitativd gazcromatografica a
distributiei catenelor hidrocarbonate a acizilor superiori), ulterior sub agitare pe durata a
30 min, 0,6 mol HCI concentrat (35%). Dupa 1 h de refluxare la 100...110°C, masa hetero-
genarezultata se raceste |la40°C, se neutralizeaza sub agitare energica cu hidroxid de sodiu
fin divizat pana la slab roz fata de fenolftaleina (se va evita neutralizarea excesiva pentru a
nu saponifica acizii superiori).

Sarurile anorganice formate, eventuale suspensii, se filtreaza la vid (102...10° mm
col. Hg) pe o palnie Blchner, iar masa de procesare bruta se extrage lichid/lichid repetat cu
eter etilic anhidru (2...3 ori).

Fazele organice reunite se filtreaza peste carbonat de sodiu anhidru (Na,CO,) si se
distileaza initial la presiune atmosferica, ulterior in vid (10...10° mm col. Hg). Acizii superiori
izolati au fost caracterizati chimic, fizico-chimic si instrumental prin metode specifice.

Procesarea acizilor superiori din lipide naturale si de sinteza (uleiuri vegetale)

Se céantaresc circa 5 g trigliceride (fractiune lipidicd) intr-un pahar Berzelius de
200 ml, se adauga 6...8 ml solutie apoasa KOH 40%, 5 ml alcool etilic 96% si se incalzeste
pe placa de azbest sub agitare continua pana cand produsul devine integral omogen, fara
miros de alcool.

Se adauga suplimentar 5 ml alcool etilic sub continua agitare si se incalzeste pana
la evaporarea integrala a acestuia. Se dizolva sapunul format in apa (circa 100 ml), se
incalzeste in baia de apa pentru indepartarea urmelor de alcool si dizolvarea completa a
sapunului. Dupa racire, se adauga H,SO, diluat in exces (1:4), apoi se mentine pe baie de
apa la fierbere pana la separarea neta a acizilor superiori (pH < 1) (fatd de hartie indica-
toare). Dupa eliminarea suspensilor, se raceste si se extrage initial cu 50 ml eter etilic
anhidru, iar ulterior se repeta operatia inca de 2 ori cu cate 25 ml eter etilic anhidru.

Fazele eterice reunite se filtreaza prin Na,SO,/Na,CO, anhidru si se evapora pe baie
de apa.

Procesarea esterilor metilici a acizilor superiori din fractiuni lipidice vegetale

Intr-un balon de 500 ml, se cantaresc 2...3 g produs lipidic, se dizolva in 150...200 ml
CH,OH, se adauga 10 ml HCI concentrat (36%) si se refluxeazé 4 h. Se adauga 50 ml apa,
dupa care se evapora metanolul pe baie de apa. Cand solutia s-a concentrat la aproximativ
50 ml, esterii metilici ai acizilor superiori se extrag repetat cu eter de petrol (p.f. = 30...60°C).

Extractele de eter de petrol reunite filtrate prin Na,SO,/Na,CO, anhidru evaporate la
sec sunt evaluate gazcromatografic.

Se prezinta, in continuare, un exemplu complet de realizare a lipidelor PEGilate
Lomogene” (conjugate PEGn - L) prin esterificare si/sau transesterificare dirijatd a mono-,
respectiv, diacilglicerinei (fig. 1).

Procesarea glicerinei mono- (G.M.) si/sau diacetilate (D.G.)

Intr-un vas de procesare, prevazut cu refrigerent ascendent (reflux), agitare mecanica
eficace, sistem de incalzire termostatata si palnie de picurare, se introduc, la 50°C, 0,5 mol
glicerina anhidra (G.) (caracteristica riguros verificata anterior prin titrare Karl Fischer) si se
dozeaza pe durata a 30 min, 0,5 mol anhidrida acetica pentru (G.M.), respectiv 1 mol anhi-
drida acetica pentru (G.D.). Sistemul se agita circa 30 min pentru perfectarea procesului,
dupa care se neutralizeaza stoechiometric cu 0,5 mol hidroxid de sodiu fin divizat sub agitare
energica pentru indepartarea excesului de aciditate organica (CH,COOH) din mediul de
procesare.
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Produsul brut se filtreaza sub vid 10...10° mm col. Hg, cantitativ pe o palnie Bichner
adecvata pentru indepartarea sarurilor (CH,COONa), iar ulterior se evalueaza analitic.

Procesarea structurilor G.M.-L (2R’; 1Ac) prin esterificarea monitorizata directa a
glicerinei monoacetilate (G.M.) cu acizi superiori liberi din fractiuni lipidice vegetale
saponificabile

Intr-un vas de procesare, prevazut cu agitare mecanica eficace, sistem de dozare,
termostatare, colector de apa, refrigerent ascendent si atmosfera inerta purificatd de urme
de oxigen, apa si dioxid de carbon (N, 3...5 ml/min), se omogenizeaza, la 120...130°C,
2...3 h, 0,1 mol glicerind monoacetilatd anhidra (G.M.), 0,2 mol fractiune lipidica vegetala
saponificata (acizi superiori) anhidra si 0,1% H,SO, raportat la masa de procesare finala, cu
monitorizare atentd a cantitatii de apa de esterificare (circa 0,2 mol) formata. Masa de
procesare brutd, neutralizata precaut (pana la reactie neutra faté de fenolftalein&) de culoare
galben - slab maronie, se raceste, se purifica prin extractii lichid-lichid repetate (2...3 ori) cu
eter de petrol (p.f. 30...60°C) sau eter etilic anhidru. Extractele eterice reunite, se filtreaza
peste Na,CO,/Na,SO, anhidru si se evapora in vid (107...10° mm col. Hg).

Produsul fluid/vascos (consistent) de culoare galben - slab maronie dupa purificare
prin eluare pe coloana deschisa cu schimbatori de ioni se evalueaza chimic si/sau fizico-
chimic.

Randamentele de esterificare (valori medii ponderate) raportate la fractiune lipidica
vegetala saponificatd accesata (acizi superiori) sunt cuprinse intre 92...95%.

Procesarea structurilor G.D.-L (1R’; 2Ac) prin esterificarea monitorizata a glicerinei
diacetilate (G.D.) cu acizi superiori liberi din fractiuni lipidice vegetale saponificabile
(struguri, macese, coriandru, castan salbatic)

Intr-un vas de procesare, previzut cu agitare mecanica eficace, sistem de dozare
reactanti, termostatare, colector de ap3, refrigerent ascendent si atmosfera inerta purificata
de urme de oxigen, apa si dioxid de carbon (N, 3...5 ml/min), se omogenizeaza 0,1 mol
glicerina diacetilata anhidra (G.D.), 0,1 mol fractiune lipidica vegetala saponificata (acizi
superiori) anhidra si 0,1% H,SO, raportat la masa de procesare finala, la 130...140°C, 2...3 h,
cu monitorizare atenta a cantitatii de apa de esterificare (circa 0,2 mol) formata. Masa de
procesare brutd, neutralizata precaut (pana la reactie neutra fata ele fenolftaleind) de culoare
galben - slab maronie, se raceste adecvat, se purifica prin extractii lichid-lichid repetate
(2...3 ori) cu eter de petrol (p.f. = 30...60°C) sau eter etilic anhidru. Extractele eterice reunite,
se filtreaz& peste Na,C0O,/Na,SO, anhidru si se evapora in vid (102...10° mm col. Hg).

Produsul fluid/vascos (consistent) de culoare galben - slab maronie, dupa purificare
prin eluare pe coloana deschisa cu schimbatori de ioni, se evalueaza chimic si/sau fizico-
chimic.

Randamentele de esterificare (valori medii ponderate) raportate la fractiune lipidica
vegetala saponificatd accesata (acizi superiori) sunt cuprinse intre 90...93%.

Procesarea conjugatelor PEG, - L (2R’; 1R) (lipidelor PEGilate) prin transesterificarea
monitorizatd a G.M.-L (2R’; 1Ac) cu catene polioxietilenice (PEO) ,omogene”
(n = 3...18) monoderivatizate modificate [R(EO),PC]

Intr-un vas de procesare, prevézut cu agitare mecanica eficace, sistem de dozare
reactanti, termostatare, colector de ap3, refrigerent ascendent si atmosfera inerta purificata
de urme de oxigen, apa si dioxid de carbon (N, 3..5 ml/min), se omogenizeaza, la
130...140°C, 2...3 h, 0,1 mol glicerind monoacetilata diesterificata cu acizi superiori liberi din
fractiuni lipidice vegetale (struguri, macese, coriandru, castan sélbatic) [G.M.-L (2R’; 1Ac],
0,1 mol catena polioxietilenica (PEQO) ,omogena" (n = 3...18) monoderivatizatd modificata

10
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[R(EO)nPC] purificata si caracterizata chimic si 0,1% H,SO, raportat la masa de procesare
finala, cu monitorizare atenta a cantitatii de acid acetic (CH,COOH) de transesterificare (circa
0,1 mol) format. Masa de procesare bruta, neutralizata precaut (pana la reactie neutra fata
de fenolftaleind), de culoare galben - slab maronie, se raceste, se purifica prin extractii lichid-
lichid repetate (2...3 ori) cu eter de petrol (p.f. = 30...60°C) sau eter etilic anhidru. Extractele
eterice reunite, se filtreaza peste Na,CO,/Na,SO, anhidru si se evaporainvid (102..10° mm
col. Hg).

Produsul fluid/vascos (consistent) de culoare galben - slab maronie, dupa purificare
prin etuare pe coloana deschisa cu schimbatori de ioni, se evalueaza chimic si/sau fizico-
chimic.

Randamentele de transesterificare (valori medii ponderate) raportate la catena poli-
oxietilenica (PEQO) ,omogena" (n = 3...18) monoderivatizatd R modificata [R(EO),PC] sunt
cuprinse intre 91...94%.

Procesarea conjugatelor PEGn - L (1R’; 2R) (lipidelor PEGilate) prin transesterificarea
monitorizatd a G.D. - L (1R’; 2Ac) cu catene polioxietilenice (PEQO) ,omogene”
(n = 3...18) monoderivatizate R modificate [R(EQ)nPC]

Intr-un vas de procesare, prevézut cu agitare mecanica eficace, sistem de dozare
reactanti, termostatare, colector de ap3, refrigerent ascendent si atmosfera inerta purificata
de urme de oxigen, apa si dioxid de carbon (N, 3..5 ml/min), se omogenizeaza, la
130...140°C, 2...3 h, 0,1 mol glicerind monoacetilatd monoesterificata cu acizi superiori liberi
din fractiuni lipidice vegetale (struguri, macese, coriandru, castan sélbatic) [GM - L (1R’;
2Ac)], 0,2 mol catena polioxietilenica (PEQO) ,omogend" (n = 3...18) monoderivatizatad R(NF;
EH) modificata [R(EO)nPC] purificata si caracterizata chimic, i 0,1% H,SO, raportat lamasa
de procesare finald, cu monitorizare atenta a cantitatii de acid acetic (CH,COOQOH) (circa
0,2 mol) de transesterificare format. Masa de procesare bruta, neutralizatd precaut (panala
reactie neutra fata de fenolftaleina), de culoare galben - slab maronie, se raceste adecvat,
se purifica prin extractii lichid-lichid repetate (2...3 ori) cu eter de petrol (p.f. = 30...60°C) sau
eter etilic anhidru. Fazele eterice reunite, se filtreaza peste Na,CO,/Na,SO, anhidru si se
evapora in vid (10%..10° mm col. Hg).

Produsul fluid/vascos (consistent) de culoare galben - slab maronie, dupa purificare
prin eluare pe coloana deschisa cu schimbatori de ioni, se evalueaza chimic si/sau fizico-
chimic.

Randamentele de transesterificare (valori medii ponderate) raportate la catena poli-
oxietilenica (PEQO) ,omogena" (n = 3...18) monoderivatizatd R modificata [R(EO)nPC] sunt
cuprinse intre 90...94%.

in descrierea inventiei au fost utilizate urmétoarele abrevieri si simboluri:

LS - lipide structurate;

TAG - triacilgliceroli;

PEG - polietilenglicol;

n - grad de oligomerizare al oxidului de etena (EQO) in catena polioxietilenica (PEQO)
din polietilenglicol (PEG);

PEG, ,omogen" - polietilenglicoli cu grad de oligomerizare, n, strict structurat, obtinut
prin sinteze tip Williamson, din unitati oxietilenice primare (n = 2; sau 3);

PEGilare - serie de operatii unitare prin care se grefeaza covalent homo- si/sau
heterofunctional diverse structuri ("vectori activi") la cele doua grupéri functionale hidroxil ale
polietilenglicolilor PEG,;
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lipide PEGilate (conjugate PEG, - L homo- si/sau heterofunctionale) - lipide (triacil
gliceroli) structurate cu catend polioxietilenica avand diferite grade de oligomerizare, n,
inserata intr-un ansamblu molecular lipidic;

PEG, - dietilenglicol (sinonime: 1,2-hidroxietil eter; 2, 2'-oxidietanol) [CAS 111-46-6];

PEG,-Na - dietilenglicol (CAS 111-46-6) monosodic;

PEG, - trietilenglicol [CAS 112-27-6];

(PEG,-2Cl) - 1,8-diclor-3,6-dioxa-octan;

PEG,-Na - trietilenglicol (CAS 111-27-6) monosodic;

(PEG4-2ClI) - 1,17-diclor-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecan;

PEG4-Na - hexaoxaetilenglicol ,omogen" monosodic;

(L-TS) - tosilat de lauril (dodecil);

L-(EO)n-H - alcool lauric polietoxilat ,omogen";

(LM-O-EC-1.1.1.) - clorura de N,N,N,-trimetil-N-B-lauril/miristil (7/3) oxi-etilamoniu;

TS-C1 - clorura de tosil (CAS 99-59-9) p-toluensulfoclorura;

R-O'Me" - alcoxid alcalin cu catena hidrocarbonatd R(C,-C.;);

R-O-(EO),, ,-CH,CH,-O'Me" - alcoxid alcalin al unui alcool superior (C4-C, ) polietoxilat
,omogen":

Me™- cation metalic alcalin AN - monomer acrilic (acrilonitril) [CAS 107-33-1] stabilizat
cu circa 50 ppm monometilhidrochinon3;

Ac - fragment acetil;

G - glicering;

G.M. - glicerina monoacetilata;

G.D. - glicerina diacetilata;

G.M.-L(2R’; 1Ac) - glicerind monoacetilaté diesterificata cu acizi superiori din fractiuni
lipidice saponificabile vegetale;

GD-L(R’; 2Ac) - glicerina diacetilatd monoesterificatéd cu acizi superiori din fractiuni
lipidice saponificabile vegetale;

R’co - catene hidrocarbonate saturate si/sau nesaturate din acizii superiori prezenti
in fractiunile saponificabile din uleiul de coriandru;

R’s - catene hidrocarbonate saturate si/sau nesaturate din acizii superiori prezenti in
fractiunile saponificabile din uleiul de struguri;

R’'m - catene hidrocarbonate saturate si/sau nesaturate din acizii superiori prezenti
in fractiunile saponificabile din uleiul de macese;

R’ca - catene hidrocarbonate saturate si/sau nesaturate din acizii superiori prezenti
in fractiunile saponificabile din uleiul de castan salbatic;

co - material semincer din coriandru (Coriandrum sativum);

s - material semincer din struguri (Vitis vinifera);

m - material semincer din méaces (Rosa canina);

ca - material semincer din castan salbatic (Captanea vesca);

12
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Revendicari

1. Procedeu pentru obtinerea unor lipide pegilate omogene, caracterizat prin aceea
ca esterifica succesiv, monitorizat, glicerina mono- si/sau diacetilatd cu un amestec de acizi
superiori saturati/polinesaturati: stearic C,5 (0 A); oleic C,5 (1 A) (w-9), linoleic (linolic) C.q
(2 A) (w-6), linolenic C,4 (3 A) (w-3) si acizii B-n-alchil (C4-C, ) polietilenoxi (n = 3...18) pro-
pionici omogeni; respectiv, transesterifica succesiv, monitorizat, glicerina mono- si/sau dideri-
vatizata cu fractiuni lipidice izolate din material semincer subproduse de procesare alimen-
tard, cosmetica, farmaceutica R',, coriandru (Coriandrum sativum); R', struguri (Vitis vinifera);
R',, maces (Rosa canina) si R',, castan salbatic (Captanea vesca) si acizii B-n-alchil (Cg-C,4)
polietilenoxi (n = 3...18) propionici omogeni.

2. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca utilizeaza cataliza
acida asociata cu cataliza de transfer interfazic in procesele de hidroliza.

3. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca utilizeaza cataliza
acida asociata cu cataliza micelara in operatiile de esterificare/transesterificare.

4. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca amestecul de acizi
superiori saturati/polinesaturati se obtine conform revendicarii 2.

5. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca fractiunile lipidice se
obtin prin operatii de extractie solid/lichid repetate cu sisteme de solventi nepolari, cum ar
fi n-hexan, eter etilic, benzina de extractie, eter de petrol cu p.f. = 30...60°C, din material
semincer triturat.

6. Procedeu conform revendicéarii 1, caracterizat prin aceea cé obtinerea acizilor 3-
-n-alchil (C4-C,,) polietilenoxi (n = 3...18) propionici omogeni se realizeaza prin pegilarea
succesiva monitorizata a alcoolilor superiori liniari C4-C,5 Tn conditiile catalizei de transfer
interfazic.

7. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, esterificarea se
realizeaza la temperaturi cuprinse in intervalul 120...140°C, timp de 2...3 h, cu randamente
de 85...95%.

8. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, transesterificarea
se realizeazd la temperaturi cuprinse in intervalul 130...140°C, timp de 2..3 h, cu
randamente de 90...95%.

9. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, in cadrul esterificarii
succesive, monitorizate utilizeaza rapoarte molare acizi superiori C,,-C,4 (0A-3A)/acizi B-n-
-alchil (C4-C, ) polietilenoxi (n = 3...18) propionici omogeni cuprinse in intervalul 1:1...1:2,
respectiv rapoarte molare acizi superiori C,s-C,5 (0A-3A)/glicerina derivatizata in intervalul
1:1...2.1.

10. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca utilizeaza rapoarte
molare intre acizi B-n-alchil (C,-C,;) polietilenoxi (n = 3...18) propionici omogeni si glicerina
derivatizata in intervalul 1:1...3:1.

11. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, in cadrul
transesterificarii succesive, monitorizate utilizeaza rapoarte molare intre trigliceride si acizi
C.s-C,5 (0A-3A)/acizi B-n-alchil (C4-C, ) polietilenoxi (n = 3...18) propionici omogeni cuprinse
in intervalul 1:1...1:2, respectiv intre trigliceride si acizi C,,-C,; (0A-3A) glicerina mono- si
diderivatizata in intervalul 1:1...2:1.

12. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca utilizeaza sisteme
de eluare binare sau ternare de solventi protici polari/nepolari cu gradient de concentratie
si polaritate in intervalul 10:90...90:10.
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