UNIVERSITATEA BABES-BOLYAI CLUJ-NAPOCA
FACULTATEA DE CHIMIE S1 INGINERIE CHIMICA

TEZA DE DOCTORAT

INVESTIGATII PRIVIND OBTINEREA COMBUSTIBILILOR DE
TIP BIODIESEL PE CALE ENZIMATICA

REZUMAT

Conducator stiintific,
Prof. Dr. Florin-Dan Irimie Doctorand,

Adriana Jurj (cas. Gog)

Cluj-Napoca
2011



Investigatii privind obtinerea combustibililor de tip biodiesel pe cale enzimaticd | Tezd de doctorat

Cuprins

CAPITOLUL I: PREAMBUL
CAPITOLUL II: TEHNOLOGII DE OBTINERE A COMBUSTIBILILOR DE TIP
BIODIESEL
1. Introducere
2 Obtinerea de biodiesel prin reactii de transesterificare
2.1  Generalitati
2.2 Transesterificarea in catalizd omogena alcalina
2.3 Transesterificarea in catalizd omogena acida
2.4 Transesterificarea in cataliza eterogena bazica si acida
2.5 Transesterificarea enzimatica
2.6  Transesterificarea cu alcool in stare supercritica si subcritica
2.7 Transesterificarea folosind microunde
2.8  Transesterificarea folosind ultrasunete
3 Concluzii
4  Bibliografie
CAPITOLUL III: UTILIZAREA ENZIMELOR PENTRU OBTINEREA
COMBUSTIBILILOR DE TIP BIODIESEL
1. Introducere
2. Dezavantajele proceselor utilizate in prezent pentru obtinerea de biodiesel
3. Obtinerea de biodiesel prin tehnici enzimatice
3.1 Mecanismul reactiei de transesterificare a trigliceridelor in alchil esteri
catalizata de lipaze
3.2 Lipazele utilizate in procesele de obtinere a biodieselului
3.3 Substraturile folosite pentru obtinerea de biodiesel
3.4 Alcoolii utilizati in procesul enzimatic de transesterificare
3.5 Mediul de reactie — prezenta sau absenta solventului organic
3.6 Continutul de apa
3.7 Inactivarea si regenerarea lipazelor in cadrul proceselor de obtinere a
biodieselului
3.7.1 Inactivarea lipazelor datoratd metanolului
3.7.2 Inactivarea lipazelor datorata glicerolului
3.7.3 Inactivarea lipazelor datorata fosfolipidelor
4. Concluzii
5. Bibliografie
CAPITOLUL IV: CARACTERIZARE FIZICO-CHIMICA ULEI DE FLOAREA
SOARELUI - MATERIA PRIMA FOLOSITA PENTRU OBTINEREA DE
BIODIESEL PE CALE ENZIMATICA
1. Generalitati
2. Materiale si metode
2.1 Materiale
2.2 Determinarea compozitiei In acizi grasi a uleiului de floarea soarelui
2.2.1 Principiul metodei
2.2.2 Aparatura
2.2.3 Mod de lucru:
2.3 Determinarea indicelui de iod
2.3.1 Principiul metodei
2.3.2 Mod de lucru
2.4 Determinarea indicelui de aciditate

12
16

16
17
17
19
20
20
21
22
23
24
25
25
31

31
32
32
33

37
38
39
39
41
41

41
43
44
44
45
49

49
50
50
50
50
50
50
51
51
51
51



Investigatii privind obtinerea combustibililor de tip biodiesel pe cale enzimaticd | Tezd de doctorat

2.4.1 Principiul metodei
2.4.2 Mod de lucru
2.5 Determinarea continutului de apa
2.5.1 Principiul metodei
2.5.2 Mod de lucru
2.6 Determinarea continutului de sulf
2.6.1 Principiul metodei
2.6.2 Mod de lucru
3. Rezultate si discutii
3.1 Compozitia 1n acizi grasi a uleiului de floarea soarelui
3.2 Indicele de iod
3.3 Indicele de aciditate
3.4 Continutul de apa
3.5 Continutul de sulf
4. Concluzii
5. Bibliografie
CAPITOLUL V CONTRIBUTII ORIGINALE PRIVIND OBTINEREA
ENZIMATICA A COMBUSTIBILILOR DE TIP BIODIESEL
1. Consideratii generale
2. Screeningul lipazelor pentru obtinerea de biodiesel din ulei de floarea soarelui
2.1 Materiale si metode
2.1.1 Materiale
2.1.2 Reactia de metanoliza enzimatica
2.1.3 Analiza gaz-cromatografica
2.2 Rezultate si discutii
3. Optimizarea metanolizei enzimatice de obtinere biodiesel din ulei de floarea
soarelui
3.1 Materiale si metode
3.1.1 Materiale
3.1.2 Metanoliza uleiului de floarea soarelui
3.1.3 Analiza gaz-cromatografica
3.2 Rezultate si discutii
3.2.1 Efectul tert-butanolului ca mediu de reactie pentru metanoliza
uleiului de floarea soarelui
3.2.2 Efectul raportului molar metanol/ulei floarea soarelui
3.2.3 Cantitatea de enzima
4. Obtinerea de biodiesel prin metanoliza enzimatica a uleiului de floarea soarelui:
sistem batch cu agitare vs sistem coloana cu umplutura si recirculare
4.1 Materiale si metode
4.1.1 Materiale
4.1.2 Metanoliza uleiului de floarea soarelui
4.1.2.1 Reactor tip batch
4.1.2.2 Reactor tip coloana cu umplutura
4.1.3 Analiza gaz-cromatografica
4.2 Rezultate si discutii
5. Concluzii
6. Anexe
7.Bibliografie
CAPITOLUL VI CARACTERIZARE FIZICO-CHIMICA BIODIESEL
OBTINUT PRIN METANOLIZA ENZIMATICA A ULEIULUI DE FLOAREA

51
51
52
52
52
52
52
53
53
53
56
57
57
58
58
59
60

60
62
63
63
63
64
64
72

72
72
73
73
74
74

75
75
77

77
77
78
78
78
78
79
87
88
100
102



Investigatii privind obtinerea combustibililor de tip biodiesel pe cale enzimaticd | Tezd de doctorat

SOARELUI
1. Generalitati
2 Materiale si metode
2.1 Materiale
2.2 Determinarea continutului de esteri din biodiesel
2.2.1 Principiul metodei
2.2.2 Aparatura
2.2.3 Mod de lucru
2.3 Determinarea densitatii la 15°C
2.3.1 Principiul metodei
2.3.2 Mod de lucru
2.4 Determinarea viscozitatii la 40°C
2.4.1 Principiul metodei
2.4.2 Mod de lucru
2.5 Determinarea punctului de inflamabilitate
2.5.1 Principiul metodei
2.5.2 Mod de lucru
2.6 Determinarea continutului de sulf
2.6.1 Principiul metodei
2.6.2 Mod de lucru
2.7 Determinarea continutului de apa
2.7.1 Principiul metodei
2.7.2 Mod de lucru
2.8 Determinarea indicelui de aciditate
2.8.1 Principiul metodei
2.8.2 Mod de lucru
2.9 Determinarea indicelui de iod
2.9.1 Principiul metodei
2.9.2 Mod de lucru
2.10 Determinarea continutului de metanol
2.10.1 Principiul metodei
2.10.2 Aparatura
2.10.3 Mod de lucru
2.11 Determinarea conginutului de glicerol liber si total si mono-, di-,
trigliceridelor reziduale
2.11.1 Principiul metodei
2.11.2 Aparatura
2.11.3 Mod de lucru
2.12 Determinarea continutului de Na, K
2.12.1 Principiul metodei
2.12.2 Mod de lucru
2.13 Valoare energetica (puterea calorifica)
2.13.1 Principiul metodei
2.13.2 Mod de lucru
3. Rezultate si discutii
3.1 Continutul de esteri
3.2 Densitatea la 15 °C
3.3 Viscozitatea la 40 °C
3.4 Punctul de inflamabilitate
3.5 Continutul de sulf

102
104
104
105
105
105
105
106
106
106
106
106
106
107
107
107
107
107
108
108
108
108
108
108
109
109
109
109
109
109
109
110
110

110
111
111
112
112
112
112
112
112
113
114
115
115
116
117



Investigatii privind obtinerea combustibililor de tip biodiesel pe cale enzimaticd | Tezd de doctorat

3.6 Continutul de apa 117
3.7 Indicele de aciditate 118
3.8 Indicele de iod 118
3.9 Continutul de metanol 119
3.10 Continutul de mono- di- si trigliceride, glicerol liber si glicerol total 120
3.11 Continutul de Na, K 123
3.12 Valoarea energetica (puterea calorifica) 123
4. Concluzii 124
5. Bibliografie 124

CAPITOLUL VII CONCLUZII 126



Investigatii privind obtinerea combustibililor de tip biodiesel pe cale enzimaticd | Tezd de doctorat

Biodieselul este format dintr-un amestec de esteri alchilici ai acizilor grasi si reprezinta
un substituent natural pentru combustibilii de tip diesel de origine petroliera, datorita
calitatilor similare sau uneori, chiar superioare, pe care le prezinta fata de acestia. Biodieselul
este un combustibil obtinut din surse regenerabile, in principal uleiuri vegetale si grasimi
animale.

Un domeniu de mare interes este reprezentat de obtinerea biodieselului pe cale
enzimatica, proces care elimind dezavantajele procesului alcalin aplicat in prezent pentru
productia de biodiesel la nivel industrial.

Teza de doctorat abordeaza o tematicd de actualitate s§i anume, obtinerea
combustibililor de tip biodiesel pe cale enzimatica.

In urma activitatii de cercetare teoretica si experimentali se pot evidentia urmatoarele
contributii originale ale acestei teze de doctorat:

. Caracterizarea uleiului de floarea soarelui obtinut local folosit ca materie prima pentru
obtinerea de biodiesel pe cale enzimatica. Aceastd caracterizare este necesara deoarece
materia prima influenteaza semnificativ caracteristicile de combustibil ale biodieselului
obtinut. Caracteristicile care s-au determinat au fost urmatoarele: compozitia in acizi
grasi, indicele de aciditate, indicele de iod, continutul de apa, continutul de sulf.

. Screeningul a sase tipuri de lipaze pentru metanoliza uleiului de floarea soarelui si
anume: lipaza din Candida rugosa sub forma libera (CRL), lipaza B din Candida
antarctica sub forma imobilizatd pe suport de rasind acrilicd (Novoyzm 435), lipaza
pancreatica de origine porcind sub forma libera (PPL), lipaza din Mucor miehei sub
forma imobilizatd pe rasind macroporoasd schimbator de ioni (Lipozyme MM IM),
lipaza AK din Pseudomonas fluorescens (AK) sub forma libera si lipaza A din Candida
antarctica sub forma imobilizata.

. Stabilirea conditiilor optime de reactie pentru metanoliza uleiului de floarea soarelui
catalizatd de Novozym 435 si anume: prezenta tert-butanolului ca mediu de reactie
pentru a evita inhibifia lipazei cauzatd excesul de metanol, temperatura optima de
reactie: 40° C, raportul volumetric tert-butanol:ulei 6:1, raportul molar metanol:ulei 6:1,
cantitatea de Novozym 435 10 % (m/m), In raport cu cantitatea de ulei.

. Evaluarea a doua sisteme de reactie pentru metanoliza enzimaticd a uleiului de floarea
soarelui si anume: un sistem de reactie cu agitare continua (reactor de tip batch) cu un
sistem de reactie cu deplasare continud si recirculare (reactor de tip coloand cu
umpluturad);

. Caracterizarea combustibilului de tip biodiesel obtinut prin metanoliza enzimatica a
uleiului de floarea soarelui si evaluarea acestui biodiesel in raport cu specificatiile de
calitate impuse de standardul european de biodiesel, SR EN 14214:2010. In acest sens
s-au determinat urmatoarele caracteristici fizico-chimice: continutul de esteri,
densitatea la 15°C, viscozitatea la 40°C, punctul de inflamabilitate, continutul de sulf,
continutul de apa, indicele de aciditate, indicele de iod, continutul de metanol,
continutul de mono-, di-, trigliceride, glicerol liber si total, continutul de Na, K,
valoarea energetica.
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Capitolul IV
Caracterizarea fizico-chimica a uleiului de floarea soarelui - materia
prima folosita pentru ohtinerea de hiodiesel pe cale enzimatica

3.1 Compozitia in acizi grasi a uleiului de floarea soarelui

Determinarea compozitiei 1n acizi grasi prin gaz cromatografie presupune transformarea
lor in esteri metilici mai volatili, prin metanoliza bazica. Cromatograma ob{inutd in urma
analizeiAgaz-cromatograﬁce este data in Figura 4.1.
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Figura 4.1. Cromatograma obtinuta prin analiza gaz-cromatografica in vederea determindrii
compozitiei in acizi grasi a uleiului de floarea soarelui

Compozitia in acizi grasi a uleiului de floarea soarelui determinatd prin gaz
cromatografie cu detector cu ionizare in flacara este prezentata in Tabelul 4.1.

Tabel 4.1. Comporzitia in acizi grasi a uleiului de floarea soarelui folosit pentru reactiile de obtinere
a biodieselului

Denumire sistematica Denumire uzuala Abreviere (ﬁgﬂ) [Cozlllt(l::/l:n)
Acid hexadecanoic Acid palmitic Cl6:0 8,793 6,16
Acid octadecanoic Acid stearic C18:0 10,707 3,88
Acid cis-9-octadecenoic Acid oleic C18:1n9 10,980 26,3
Acid cis, cis-9,12- Acid linoleic C18:2n6 11,575 62,65
octadecadienoic

Acid 6,9,12- Acid y-linolenic C18:3n6 12,351 0,10
octadecatrienoic

Acid eicosanoic Acid arahidic C20:0 13,256 0,16
Acid cis-11-eicosenoic Acid gadoleic C20:1 ¢ 13,561 0,02
Acid docosanoic Acid behenic C22:0 16,439 0,63
Acid tetracosanoic Acid lignoceric C24:0 20,915 0,10
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Din fig. 4.1 si tabelul 4.1 se observa ca acidul gras majoritar este acidul linoleic cu un
procent masic de 62.6%, urmat de acidul oleic cu un procent de 26.3%. Pe baza rezultatelor
obtinute se poate calcula compozitia in acizi grasi in functie de gradul de nesaturare, aceasta
fiind data in Tabelul 4.2.

Tabel 4.2. Compozitia in acizi grasi a uleiului de floarea soarelui in functie de gradul de nesaturare

Compozitia in acizi grasi Continut
[Yo] (m/m)
Acizi grasi saturati 11.0
Acizi grasi mononesaturati 26.3
Acizi grasi polinesaturati 62.7

Datele obtinute arata faptul ca uleiul de floarea soarelui, datoritd compozitiei in acizi
grasi prezintd unele dezavantaje 1n ceea ce priveste cateva caracteristici de motor i anume:
stabilitatea la oxidare, stabilitatea la depozitare, performanta motorului, desi in amestecurile
cu motorina in proportiile folosite la ora actuali (5-20%) influenta lor este nesemnificativa. in
schimb, avantajul principal il constituie scaderea CFPP care are ca si consecintd directd
cresterea utilizarii biodieselului rezultat pe timp de iarna.

Valorile obtinute pentru celelalte caracteristici determinate pentru uleiul de floarea
soarelui: indicele de iod, indicele de aciditate, continutul de sulf, continutul de apa, sunt date
in Tabelul 4.5, acestea fiind discutate ulterior.

Tabel 4.5 Caracteristici fizico-chimice ale uleiului de floarea soarelui folosit ca materie prima pentru
obtinerea biodieselului pe cale enzimatica

Caracteristica UM Valoare
Continut de sulf mg/kg 0.27
Continut de apa mg/kg 360.6
Indice de aciditate mg KOH/g 0.06
Indice de iod g 1,/100g 128
3.2 Indicele de iod

Indicele de iod este exprimat in grame de iod care reactioneaza cu 100 g grasime sau
ulei in anumite conditii, fiind un parametru care cuantifici gradul de nesaturare al
grasimii/uleiului respectiv. Pentru uleiul de floarea soarelui s-a obtinut o valoare a indicelui
de iod de 128 g I,/100 g ulei, valoare care corespunde cu datele existente in literaturd, pentru
care indicele de iod este situat in domeniul 125 — 135 g [,/100 g ulei [5].

Preocuparile privind posibilele probleme cauzate de biodiesel asupra motoarelor au fost
adesea atribuite materiilor prime cu valoare ridicatd a indicelui de iod desi studiile realizate
au demonstrat faptul ca stabilitatea biodieselului depinde, in afara de gradul de nesaturare si
de continutul de antioxidanti, si de tehnologia de productie utilizata.

3.3 Indicele de aciditate

Aciditatea este un indiciu al prezentei acizilor grasi liberi sau al acizilor formati ca
urmare a degradarii si arderii uleiului (in timpul sau dupd prelucrare). Indicele de aciditate
reprezintd cantitatea de baza necesara pentru a neutraliza proba de ulei, fiind exprimata in mg
KOH/g probd. Acest parametru este de foarte mare interes, mai ales, in cazul metanolizei
alcaline unde prezenta acizilor grasi liberi trebuie limitata datoritd formarii de sapunuri care
duc la formarea de emulsii. In cazul biodieselului enzimatic, prezenta acizilor grasi liberi in
materia primd nu constituie o problema, acestia fiind convertiti In esteri concomitent cu
trigliceridele.
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Valoarea indicelui de aciditate pentru uleiul de floarea soarelui utilizat ca materie prima
pentru obtinerea de biodiesel pe cale enzimatica este de 0.06 mg KOH/g ulei, o valoare care
indica un continut scazut de acizi grasi liberi.

3.4 Continutul de apa

Apa reprezintd un component minor care se regaseste in majoritatea materiilor prime
folosite pentru obtinerea de biodiesel. In general, un continut ridicat de apa determini o
scadere a randamentului in esteri deoarece are loc o reactie nedoritd de hidrolizd a
trigliceridelor. In ceea ce priveste procesele enzimatice, este necesara prezenta unei anumite
cantitati de apa care sa “lubrifice” lanturile polipeptidice si care sa menfind enzima in
conformatia sa activa. Pentru uleiul de floarea soarelui folosit ca materie prima s-a obtinut o
valoare de 360 mg/Kg, o valoare sub limita maxim admisd pentru biodiesel conform
standardului de calitate SR EN 14214:2010 si anume 500 mg/Kg [1].

3.5 Continutul de sulf

Continutul de sulf din biodiesel este limitat la 10 mg/Kg de catre standardul de calitate
SR EN 14214:2010. Din aceasta cauza este important de stiut continutul de sulf din materia
prima deoarece aceasta poate contribui la continutul de sulf din biodieselul rezultat. Pentru
uleiul de floarea soarelui s-a obtinut o valoare a continutului de sulf de numai 0,27 mg/Kg,
mult sub limita impusa de standardul de calitate SR EN 14214:2010 [1].

CapitolulV
Contributji originale privind obtinerea enzimatica a comhbustibililor
de tip bhiodiesel

2. Screeningul lipazelor pentru obtinerea de bhiodiesel din ulei de floarea
soarelui

In cadrul acestei activititi de cercetare experimentali s-a realizat un proces de
screening al lipazelor in vederea stabilirii enzimei adecvate pentru metanoliza uleiului de
floarea soarelui. Lipazele care s-au testat pentru metanoliza uleiului de floarea soarelui au
fost urmatoarele: lipaza din Candida rugosa sub forma libera (CRL), lipaza B din Candida
antarctica sub formd imobilizatd pe suport de rasind acrilicdi (Novozym 435), lipaza
pancreatica de origine porcina sub forma libera (PPL), lipaza din Mucor miehei sub forma
imobilizata pe rasind macroporoasa schimbator de ioni (Lipozyme MM IM), lipaza AK din
Pseudomonas fluorescens (AK) sub forma liberd si lipaza A din Candida antarctica sub
forma imobilizata.

Pentru fiecare dintre aceste lipaze a fost realizatd reactia de metanoliza a uleiului de
floarea soarelui in mediu de ferg-butanol, la patru temperaturi de reactie diferite: 25°C, 40°C,
50°C si 60°C. Experimentele pentru screeningul lipazelor au fost realizate in prezentd de ter-
butanol pentru a evita inactivarea lipazelor de catre metanol, respectiv de glicerolul rezultat in
cadrul reactiei. terf-Butanolul dizolva atdt metanolul cat si glicerolul si nu reprezintd un
substrat pentru lipaze deoarece acestea nu actioneaza asupra alcoolilor tertiari.

Reactiile au fost monitorizate timp de 24 h, iar pentru aceasta s-au prelevat probe din
amestecul de reactie la intervale regulate de timp si s-au analizat. Analizele au urmarit
determinarea continutului de esteri metilici si au fost realizate cu ajutorul cromatografiei in
faza gazoasa cu detector cu ionizare 1n flacara.
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Prin reprezentarea graficd a datelor obtinute s-a evidentiat atat influenta lipazei cat si a
temperaturii asupra reactiei de transesterificare a uleiului de floarea soarelui cu metanol.

In Figurile 5.2-5.3 sunt reprezentate grafic rezultatele obtinute pentru metanoliza
uleiului de floarea soarelui la 25 °C pentru cele sase lipaze supuse testarii. Se poate observa
ca cele mai bune rezultate dupa 24 h de reactie au fost obtinute pentru Novozym 435 cu un
randament in esteri de 70,2 %, urmata de lipazele Lipozyme MM si AK cu randamente de
46,5 %, respectiv 41,5 %. PPL a dus la obtinerea unui randament de 11,7 % in timp ce CRL a
prezentat o activitate enzimatica foarte slaba, cu un randament de numai 1,8 %. Lipaza A de
la Candida antarctica nu a prezentat activitate enzimatica.
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Figura 5.2 Reprezentarea grafica a variatiei in timp a randamentelor in esteri pentru cele sase lipaze
studiate la 25 °C; metanol/ulei 6:1(mol/mol); tert-butanol:ulei 4:1 (v/v), 2% enzima (m/m) in raport cu
cantitatea de ulei; timp de reactie, 24 h, agitare 200 rpm
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Figura 5.3 Screening-ul lipazelor pentru metanoliza uleiului de floarea soarelui in prezenta de t-
butanol la 25 °C; metanol/ulei 6:1(mol/mol); terg-butanol:ulei 4:1 (v/v), 2% enzima (m/m) in raport cu
cantitatea de ulei; timp de reactie, 24 h, agitare 200 rpm

Rezultatele obtinute pentru metanoliza uleiului de floarea soarelui la 40 °C pentru cele
sase lipaze supuse testarii sunt reprezentate grafic in Figurile 5.4-5.5. Cele mai bune rezultate
pentru temperatura de 40 °C au fost obtinute tot pentru Novozym 435 cu un randament in
esteri de 88,7 %, urmata de lipaza AK si Lipozyme MM cu randamente de 59,3 %, respectiv
53,2 %. PPL a dus la obtinerea unui randament de 12,2 % in timp ce CRL a prezentat o
activitate enzimaticd foarte slaba, cu un randament de numai 2.2 %. Lipaza A de la Candida
antarctica nu a prezentat activitate enzimatica.
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Figura 5.4 Reprezentarea grafica a variatiei in timp a randamentelor in esteri pentru cele sase lipaze
studiate la 40 °C; metanol/ulei 6:1(mol/mol); tert-butanol:ulei 4:1 (v/v), 2% enzimd (m/m) in raport cu
cantitatea de ulei; timp de reactie, 24 h, agitare 200 rpm
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Figura 5.5 Screening-ul lipazelor pentru metanoliza uleiului de floarea soarelui in prezenta de t-
butanol la 40 °C; metanol/ulei 6:1(mol/mol); terg-butanol:ulei 4:1 (v/v), 2% enzima (m/m) in raport cu
cantitatea de ulei; timp de reactie, 24 h, agitare 200 rpm

Rezultatele obtinute pentru metanoliza uleiului de floarea soarelui la 50 °C pentru cele
sase lipaze testate sunt reprezentate grafic in Figurile 5.6-5.7.
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Figura 5.6 Reprezentarea grafica a variatiei in timp a randamentelor in esteri pentru cele sase lipaze
studiate la 50 °C; metanol/ulei 6:1(mol/mol),; tert-butanol:ulei 4:1 (v/v), 2% enzima (m/m) in raport cu
cantitatea de ulei; timp de reactie, 24 h, agitare 200 rpm
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Figura 5.7 Screening-ul lipazelor pentru metanoliza uleiului de floarea soarelui in prezenta de t-
butanol la 50 C; metanol/ulei 6:1(mol/mol); terg-butanol:ulei 4:1 (v/v), 2% enzima (m/m) in raport cu
cantitatea de ulei; timp de reactie, 24 h, agitare 200 rpm

Dupa 24 h de reactie la 50 °C, cele mai bune rezultate au fost obtinute tot pentru Novozym
435 cu un randament in esteri de 82,7 %, urmatd de lipaza AK si Lipozyme MM cu
randamente de 42,4 %, respectiv 38,0 %. PPL a prezentat o foarte slaba activitate enzimatica
cu un randament de numai 0,3 % iar CRL si CalL A nu au prezentat activitate enzimatica.

Variatia randamentelor pentru metanoliza uleiului de floarea soarelui la 60 °C catalizata
de cele sase lipaze supuse testarii, este reprezentata grafic in Figurile 5.8-5.9.
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Figura 5.8 Reprezentarea grafica a variatiei in timp a randamentelor in esteri pentru cele sase lipaze
studiate la 60 °C; metanol/ulei 6:1(mol/mol); tert-butanol:ulei 4:1 (v/v), 2% enzima (m/m) in raport cu
cantitatea de ulei; timp de reactie, 24 h, agitare 200 rpm
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Figura 5.9 Screening-ul lipazelor pentru metanoliza uleiului de floarea soarelui in prezenta de t-
butanol la 60 °C; metanol/ulei 6:1(mol/mol); terg-butanol:ulei 4:1 (v/v), 2% enzima (m/m) in raport cu
cantitatea de ulei; timp de reactie, 24 h, agitare 200 rpm
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Si in acest caz, cele mai bune rezultate dupd 24 h de reactie au fost obtinute pentru
Novozym 435, desi randamentul in esteri a scazut la 77,2%. Pentru lipaza AK s-a obtinut un
randament de numai 23,2 %, in timp ce Lipozyme MM a prezentat o foarte slaba activitate
enzimatica cu un randament de numai 1,84 %. Celelalte trei lipaze nu au prezentat activitate
enzimatica.

Influenta temperaturii asupra activitatii enzimatice a lipazelor studiate pentru
metanoliza uleiului de floarea soarelui este reprezentatd grafic in Figura 5.10. Cresterea
temperaturii peste 40°C a determinat scaderea activitatii enzimatice pentru fiecare caz.

In urma seturilor de experimente realizate in vederea gisirii enzimei cu cea mai mare
eficienta, se poate concluziona ca cele mai bune rezultate au fost obginute pentru Novozym
435 care a dus la obtinerea unui randament in esteri de 88,7 % pentru o temperatura de reactie
de 40°C. Aceasta a fost urmata de lipaza AK cu un randament de 59,3 % si de Lipozyme MM
cu un randament de 53,2%. PPL a prezentat o activitate enzimaticd destul de slabd cu un
randament de 12,2 % in timp ce pentru CRL activitatea enzimatica a fost aproape inexistenta
(randament de 2,2 %). Lipaza A de la Candida antarctica nu a prezentat activitate enzimatica
ceea ce inseamna ci trigliceridele nu reprezintd un substrat pentru aceastd enzima. In ceea ce
priveste temperatura de reactie, se observa ca, pentru toate lipazele testate, temperatura de
40°C a dus la cele mai mari randamente in esteri metilici.
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Figura 5.10 Influenta temperaturii asupra activitatii lipazelor pentru metanoliza uleiului de floarea
soarelui in prezentd de t-butanol; metanol/ulei 6. 1(mol/mol); tert-butanol:ulei 4:1 (v/v), 2% enzima
(m/m) in raport cu cantitatea de ulei; timp de reactie, 24 h, agitare 200 rpm

3. Ontimizarea metanolizei enzimatice de obtinere hiodiesel din ulei de floarea
soarelui

Obiectivul acestei activitdti de cercetare experimentale l-a constituit identificarea
conditiilor optime de reactie pentru metanoliza enzimatica a uleiului de floarea soarelui,
catalizatd de Novozym 435, lipaza B din Candida antarctica. Dintre enzimele testate in
procesul de screening pentru metanoliza uleiului de floarea soarelui, Novozym 435 a dus la
obtinerea celor mai bune rezultate, aceasta fiind In continuare utilizata pentru procesele de
metanoliza a uleiului de floarea soarelui. Temperatura optima a enzimei pentru reactia de
transesterificare a trigliceridelor s-a dovedit a fi 40 °C. Rezultate bune s-au obtinut si la
temperatura camerei, la care s-au testat si urmatorii parametri de reactie: cantitatea de
solvent, cantitatea de enzima si raportul molar metanol/ulei.

3.2.1 Efectul terg-butanolului ca mediu de reactie pentru metanoliza uleiului de floarea
soarelui
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Pentru reactia de metanolizad a uleiului de floarea soarelui catalizatd de Novozym 435,
ca mediu de reactie s-a ales ferf-butanolul deoarece dizolva atat metanolul cat si glicerolul si
nu reprezintd un substrat pentru lipaze (lipazele nu prezintd activitate enzimatica fata de
alcoolii tertiari) [6]. In plus, ferf-butanolul este un solvent netoxic, iar in ceea ce priveste
pretul, este relativ ieftin. In cadrul acestei lucrari s-a studiat efectul ferf-butanolului asupra
metanolizei enzimatice a uleiului de floarea soarelui prin determinarea randamentului in
esteri pentru un raport ferf-butanol/ulei cuprins in intervalul 0:1 — 8:1 (v/v). Rezultatele
obtinute sunt reprezentate grafic in Figura 5.11.
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Figura 5.11. Efectul tert-butanolului asupra metanolizei enzimatice a uleiului de floarea soarelui.
Conditii de reactie: metanol/ulei 6.1 (mol/mol), 10% Novozym 435 raportat la cantitatea de ulei, timp
de reactie 8 h

in lipsa solventului organic, randamentul in esteri a fost foarte scizut, de numai 5,7 %
(m/m), ca urmare a toxicitatii metanolului asupra activitatii lipazei. In momentul in care terf-
butanolul a fost introdus in amestecul de reactic randamentul a crescut semnificativ. Cel mai
bun randament in esteri, si anume de 70% (m/m), a fost obtinut pentru un raport volumetric
terg-butanol/ulei de 6:1, acesta fiind 1n continuare folosit in experimentele ulterioare.

3.2.2 Efectul raportului molar metanol/ulei floarea soarelui

Un alt parametru studiat a fost influenta metanolului asupra randamentului in esteri.
Pentru aceasta s-a realizat un set de experimente in care raportul molar metanol/ulei a fost
variat in intervalul (3:1-8:1) (mol/mol), rezultatele fiind prezentate in Figura 5.12.
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Figura 5.12. Efectul raportului molar metanol/ulei asupra reactiei de metanoliza a uleiului de floarea
soarelui. Conditii de reactie: tert-butanol/ulei 6:1 (mol/mol), 10% Novozym 435 raportat la
cantitatea de ulei, timp de reactie 8 h
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Din rezultatele obtinute (fig. 5.12) se observa ca randamentul in esteri metilici a crescut
odatd cu cresterea raportului molar metanol/ulei iar prezenta terf-butanolului a permis
folosirea metanolului in mare exces fara sa determine inactivarea lipazei. Avand in vedere ca
rezultatele pentru un raport molar metanol/ulei situat peste 6:1 nu mai variaza substantial,
varianta optima aleasa a fost metanol/ulei 6:1 (mol/mol), utilizata in continuare.

3.2.3 Cantitatea de enzima

Un alt parametru studiat 1-a constituit cantitatea de Novozym 435. Efectul cantitatii de
enzima asupra randamentului in esteri a fost studiat prin folosirea unei cantitafi de Novozym
435 cuprinsa intre 1 si 15% (m/m) in raport cu cantitatea de ulei folosita.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Figura 5.13.
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Figura 5.13. Efectul cantitatii de lipaza asupra reactiei de metanoliza a uleiului de floarea soarelui.
Conditii de reactie: metanol/ulei 6.1 (mol/mol), terg-butanol/ulei 6:1 (mol/mol), timp de reactie 8 h.

Din fig. 5.13 se observa ca randamentul in esteri a crescut odata cu cresterea cantitatii
de enzima iar la o cantitate de lipaza de 10% (m/m) s-a obtinut un randament de 72% dupa 8
h de reactie. Cresterea in continuare a cantitatii de lipaza nu a dus la modificari semnificative
ale randamentului ceea ce a determinat ca in experimentele ulterioare cantitatea de 10 %
(m/m) sa fie utilizata ca varianta optima.
In urma experimentelor realizate pentru metanoliza uleiului de floarea soarelui
catalizata de Novozym 435 s-au gasit urmatoarele conditii optime de reactie:
= este necesard prezenta terf-butanolului ca mediu de reactie pentru a evita inhibitia
lipazei cauzata excesul de metanol;
= raportul terf-butanol:ulei - 6:1 (v/v);
= raportul metanol:ulei - 6:1 (mol/mol);
= cantitatea de Novozym 435- 10 % (m/m), in raport cu cantitatea de ulei.

4. Obtinerea de biodiesel prin metanoliza enzimatica a uleiului de floarea
soarelui: reactor Jaich cu agitare vs reactor coloana cu umplutura i
recirculare

In cadrul acestei activititi de cercetare experimentali obiectivul principal 1-a constituit
compararea a doud sisteme de reactie pentru obtinerea de biodiesel pe cale enzimatica si
anume: metanoliza in sistem cu agitare continud, respectiv metanoliza in sistem cu deplasare
si recirculare.
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In primul caz reactia a fost realizata folosind un reactor de tip batch in care enzima este
supusa agitarii Tmpreund cu amestecul de reactie de la inceputul reactiei pana la finalizarea
acesteia, In timp ce, in al doilea caz, reactia a avut loc prin recircularea amestecului de reactie
peste stratul fix de enzima — reactor tip coloana cu umplutura.

Conditiile de reactie folosite in ambele cazuri sunt cele care s-au dovedit a fi optime
pentru metanoliza enzimaticd a uleiului de floarea soarelui catalizata de Novozym 435.
Reactiile au fost monitorizate timp de 24 h, iar pentru aceasta s-au prelevat probe din
amestecul de reactie la intervale regulate de timp si s-au analizat. Analizele efectuate au
urmdrit determinarea randamentului in esteri metilici si au fost realizate cu ajutorul
cromatografiei in faza gazoasa.

4.2 Rezultate si discutii

Monitorizarea reactiilor in timp a fost realizatd prin gaz-cromatografie folosind ca
standard intern heptadecanoatul de metil.

Pentru fiecare sistem de reactie, pe langa variatia in timp a randamentului global in
esteri, s-a monitorizat §i variatia in timp a randamentului pentru fiecare ester cuantificat
individual. Datele astfel obtinute au fost reprezentate grafic in Figurile 5.14-5.20.

Analizand fig. 5.14 — 5.20 se observa ca modul de variatie al randamentului global este
dat de cel al esterilor metilici ai acizilor majoritari din compozitia uleiului de floarea soarelui,
si anume acidul linoleic (C18:2, 63,25 % (m/m)) si acidul oleic (C18:1, 25,23 % (m/m)).
Pentru ambele sisteme folosite conversia uleiului in esteri metilici a fost aproape completa
dupa 24 h. Pentru reactia cu agitare, dupa 24 h, randamentul in esteri a atins valoarea de
98,6% (m/m) in timp ce pentru reactia cu deplasare continud si recirculare, valoarea
randamentului in esteri a fost putin mai scazutd, si anume de 95,6% (m/m).

Dupa 24 h de reactie, sistemul cu agitare a dus la rezultate mai bune comparativ cu
sistemul cu deplasare continud. Acest lucru se datoreaza faptului ca, in sistemul cu agitare,
inca de la inceputul reactiei enzima se afld in contact cu toata cantitatea de ulei ceea ce duce
la o vitezd mai mare de reactie. Astfel, dupa primele 15 min, randamentul global pentru
reactia cu agitare este deja de 23,6% (m/m), in timp ce pentru cea cu deplasare, conversia
uleiului in esteri nici macar nu a inceput. Acest avans al reactiei cu agitare persista pe toata
durata zonei liniare de variatie, dupa aproximativ 4 h, randamentul global pentru reactia cu
agitare fiind de 75,1% (m/m), fatd de numai 57,7% (m/m), valoarea corespunzatoare pentru
sistemul cu deplasare si recirculare continua (Figura 5.14). In continuare insi, se observi o
incetinire a reactiei cu agitare comparativ cu reactia cu deplasare si recirculare continua.
Astfel dupd 6 h de reactie randamentul pentru sistemul de agitare este de 78,2% (m/m) In
timp ce pentru sistemul cu deplasare randamentul a atins valoarea de 70,2% (m/m). Aceasta
scadere a vitezei de reactie pentru sistemul cu agitare se datoreaza faptului ca glicerina
rezultatd ca produs secundar, ca urmare a agitarii continue, este antrenatd in amestecul de
reactie si creeazd impedimente in ceea ce priveste contactul direct dintre enzima si ulei.
Pentru sistemul cu deplasare, acest lucru nu se intdmpla, glicerina formata separandu-se la
partea inferioard a amestecului de reactie. Acest lucru se poate observa si pentru perioada
urmatoare de timp, dupa 12 h de reactie, randamentul reactiei cu agitare fiind de 86,5%
(m/m) iar cel al reactiei cu deplasare fiind de 82,9% (m/m). Aceastd micd diferentd se
pastreaza insd si dupa 24 h de reactie, randamentul pentru sistemul cu agitare atingand
valoarea de 98,6% (m/m), respectiv o valoare de 95,6% (m/m) pentru reactia cu deplasare.

Modul de variatie pentru randamentul reactiilor este acelasi, atat pentru fiecare ester
cuantificat individual cat si pentru continutul total de esteri, i anume: randamentul variaza
liniar In prima perioada, dupa 4 h de reactie variatia devine asimptotica, atingand un maxim
dupd aproximativ 24 h.
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Figura 5.14 Variatia in timp a randamentului global in esteri pentru procesul de metanoliza enzimaticd a
uleiului de floarea soarelui. Conditii de reactie: metanol/ulei 6:1 (mol/mol), tert-butanol/ulei 6:1 (v/v), 10%

Novozym 435, timp de reactie 24 h
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Figura 5.15 Variatia in timp a randamentului pentru palmitatul de metil (C16:0) in procesul de metanoliza
enzimatica a uleiului de floarea soarelui. Conditii de reactie: metanol/ulei 6:1 (mol/mol), tert-butanol/ulei 6.1

(v/v), 10% Novozym 435, timp de reactie 24 h
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Figura 5.16 Variatia in timp a randamentului pentru palmitoleatul de metil (C16:1) in procesul de metanoliza
enzimatica a uleiului de floarea soarelui. Conditii de reactie: metanol/ulei 6:1 (mol/mol), tert-butanol/ulei 6.1

(v/v), 10% Novozym 435, timp de reactie 24 h
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Figura 5.17 Variatia in timp a randamentului pentru stearatul de metil (C18:0) in procesul de metanoliza
enzimatica a uleiului de floarea soarelui. Conditii de reactie: metanol/ulei 6:1 (mol/mol), terf-butanol/ulei 6:1
(mol/mol), 10% Novozym 435, timp de reactie 24 h
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Figura 5.18 Variatia in timp a randamentului pentru oleatul de metil (C18:1) in procesul de metanoliza
enzimatica a uleiului de floarea soarelui. Conditii de reactie: metanol/ulei 6:1 (mol/mol), tert-butanol/ulei 6.1
(mol/mol), 10% Novozym 435, timp de reactie 24 h
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Figura 5.19 Variatia in timp a randamentului pentru linoleatul de metil (C18:2) in procesul de metanoliza
enzimatica a uleiului de floarea soarelui. Conditii de reactie: metanol/ulei 6:1 (mol/mol), terf-butanol/ulei 6:1
(mol/mol), 10% Novozym 435, timp de reactie 24 h
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Figura 5.20 Variatia in timp a randamentului pentru arahidatul de metil (C20:0) in procesul de metanoliza
enzimatica a uleiului de floarea soarelui. Conditii de reactie: metanol/ulei 6:1 (mol/mol), tert-butanol/ulei 6.1
(mol/mol), 10% Novozym 4335, timp de reactie 24 h
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Figura 5.21 Variatia in timp a randamentului pentru behenatul de metil (C22:0) in procesul de metanoliza

enzimatica a uleiului de floarea soarelui. Conditii de reactie: metanol/ulei 6:1 (mol/mol), tert-butanol/ulei 6.1
(mol/mol), 10% Novozym 435, timp de reactie 24 h.
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In cazul oleatului de metil (C18:1), unul din componentii majoritari ai biodieselului
rezultat, se observa aceeasi diferentd substantiald a randamentului pentru zona de variatie
liniara. Astfel, pentru reactia cu agitare, dupd primele 15 min randamentul este de 23%
(m/m), in timp ce pentru reactia cu deplasare conversia acidului oleic a fost practic
inexistentd. Aceastd diferenta s-a constatat si dupa primele 4 h, cand pentru reactia cu agitare
randamentul a atins valoarea de 77,5% (m/m), iar pentru cea cu deplasare valoarea de numai
56,1% (m/m). Dupa cele 24 h de reactie randamentul a atins valoarea 99,6% (m/m) pentru
sistemul cu agitare, in timp ce pentru sistemul cu deplasare valoarea randamentului a fost de
96% (m/m) (Figura 5.18).

Esterul metilic al acidului linoleic este componentul majoritar al biodieselului obtinut
din uleiul de floarea soarelui. Din acest motiv modul de variatie a randamentului acestuia
influenteaza cel mai pregnant modul de variatie a randamentului global in esteri (Figura
5.19). La fel ca si 1n cazul oleatului de metil, dupd primele 4 h de reactie, in care modul de
variatie este aproape liniar, randamentul a atins valoarea de 76,9% (m/m) pentru reactia cu
agitare in timp ce pentru reactia cu deplasare valoarea atinsd a fost de 55,7% (m/m). Dupa
acest moment variatia devine asimptotica, atingdnd maximul de 98,4% (m/m) dupa 24 h
pentru reactia cu agitare, respectiv de 95,6% (m/m) pentru reactia cu deplasare. Se poate
observa, ca aceste valori se regdsesc si pentru randamentul global in esteri dupa 24 h de
reactie.
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Ambele sisteme folosite pentru metanoliza enzimatica a uleiului de floarea soarelui,
catalizata de Novozym 435, au dus la obtinerea de randamente mai mari de 95% (m/m), dupa
24 h de reactie. Totusi, sistemul cu agitare continud a dus la randamentul cel mai bun, si
anume de 98,6% (m/m), in timp ce randamentul pentru reactorul tip coloand cu umplutura si
recirculare a fost de 95,6% (m/m). Diferenta majora dintre cele doud sisteme de reactie poate
fi observatd pentru prima perioada in care variatia este liniard, unde sistemul cu agitare
prezintd un avantaj net superior. Ulterior, aceasta diferentd scade ca urmare a problemelor
cauzate de glicerolul rezultat ca produs secundar in cazul sistemului cu agitare, dupa cele 24
h de reactie aceasta fiind doar de 3%.

Capitolul Vi
Caracterizare fizico-chimica biodiesel ohtinut prin metanoliza
enzimatica a uleiului de floarea soarelui

Biodieselul obtinut prin metanoliza enzimaticd a uleiului de floarea soarelui a fost
analizat prin metode specifice in vederea determinarii unor caracteristice fizico-chimice care
sd indice calitatea acestuia in comparatie cu specificatiile de calitate impuse de standardul in
vigoare pentru biodiesel, SR EN 14214:2010. In acest sens s-au determinat urmitoarele
caracteristici fizico-chimice: continut de esteri, densitate la 15°C, viscozitate la 40°C, punct
de inflamabilitate, continut de sulf, continut de apa, indice de aciditate, indice de iod, continut
de metanol, continut de mono-, di-, trigliceride, glicerol liber si total, continut de Na, K,
valoare energetica, valorile obtinute fiind date in Tabelul 6.5. Aceste caracteristici sunt
detaliate in continuare, evidentiindu-se influenta lor directd asupra parametrilor de motor.

Tabel 6.5. Caracteristici fizico-chimice ale biodieselului obtinut prin transesterificarea

enzimatica a uleiului de floarea soarelui
Valori SR EN 14214:2010 [1]

Caracteristica UM Valoare .
min max

Continut de esteri % 98.9 96.5
Densitate la 15°C kg/m’ 890 860 900
Viscozitate la 40°C mm?/s 4.36 3.50 5.00
Punct de inflamabilitate °C 133 120 -
Continut de sulf mg/kg 0.10 - 10
Continut de apa mg/kg 479 - 500
Indice de aciditate mg KOH/g 0.11 0.50
Indice de iod g 1,/100g 127 120
Continut de metanol % 0.003 0.20
Continut de monogliceride % (m/m) 0.65 0.80
Continut de digliceride 0.17 0.20
Continut de trigliceride % (m/m) 0.01 0.20
Glicerol liber % (m/m) 0.015 0.02
Glicerol total % (m/m) 0.21 0.25
Continut de - Na mg/kg <0.25 5

-K mg/kg 0.11 5
Valoare energetica MJ/Kg 32.7

3.1 Continutul de esteri

Continutul de esteri este o masurd a integralitatii reactiei de transesterificare. O
conversie mai mare a materiei prime 1n esteri determinad o mai buna performanta a motorului.
Continutul de esteri din biodiesel poate varia foarte mult in functie de diferitele tehnologii
utilizate i de materiile prime disponibile. Standardul european pentru biodiesel, SR EN
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14214:2010, stabileste o limitd pentru continutul de esteri de minimum 96.5% (m/m) 1n timp
ce standardul american pentru biodiesel, ASTM D 6751 nu specifica o limitd minima pentru
continutul de esteri [7].

Continutul de esteri determinat pentru biodieselul obtinut prin metanoliza enzimaticd a
uleiului de floarea soarelui s-a determinat prin gaz-cromatografie, avand ca standard intern
heptadecanoatul de metil, cromatograma obtinutd in urma analizei fiind prezentatd in Figura
6.1.

755+ Meptadecanaut de et

2o -

Figura 6.1 Cromatograma continutului de esteri pentru biodieselul obtinut prin metanoliza
enzimatica a uleiului de floarea soarelui

Datele astfel obtinute au fost prelucrate, obtindndu-se o valoare pentru continutul de esteri de
98,9 % (m/m), ceea ce indica o conversie aproape completa a trigliceridelor in esteri.

3.2 Densitatea la 15 °C

Standardul european pentru biodiesel, SR EN 14214:2010, stabileste un domeniu
pentru densitatea la 15°C cuprins intre 860 — 900 kg/m’. Standardul american pentru
biodiesel, ASTM D 6751, nu stabileste o limitd pentru densitate si precizeaza faptul ca
densitatea biodieselului se incadreaza intre 860 si 900 kg/m’ (valori tipice intre 880 si 890
kg/m’) atunci cand sunt indeplinite celelalte specificatii de calitate.

Valoarea densitatii pentru biodieselul obtinut prin metanoliza enzimatica a uleiului de
floarea este de 890 kg/m’, incadrandu-se in intervalul specificat de standardul de calitate SR
EN 14214:2010.

3.3 Viscozitatea la 40 °C

Viscozitatea influenteaza curgerea combustibililor prin conducte, duzele si orificiile de
injectie precum si intervalul de temperaturd pentru buna functionare a combustibilului in
arzatoare. O viscozitate ridicatd poate cauza probleme la efectul de spray din injector care
poate determina o cocsificarea excesiva si o diluare a uleiului. Aceste probleme sunt asociate
cu o viata redusa a motorului.

Standardele de calitate specifica si o limitda minima a viscozitatii pentru a preveni uzura
prin frecare produsa de combustibil asupra sistemului de injectie, ceea ce ar duce la scaderea
puterii motorului. O viscozitate care se incadreaza in limitele cerute de standardele de calitate
asigurd o lubrifiere adecvatd precum si caracteristici corespunzatoare de pompare [9].
Standardul european pentru biodiesel, SR EN 14214:2010, stabileste un domeniu pentru
viscozitate (40°C) cuprins intre 3.5 — 5 mm?%/s. In timp ce standardul american pentru
biodiezsel, ASTM D 6751 stabileste un domeniu pentru viscozitate (40°C) cuprins intre 1.9 —
6 mm-/s.
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Biodieselul obtinut prin metanoliza enzimaticd a uleiului de floarea soarelui, are o
valoare a viscozitatii de 4.36 mm”/s, incadrandu-se in intervalul impus de ambele standarde
de calitate SR EN 14214:2010, respectiv ASTM 6751.

3.4 Punctul de inflamabilitate

Punctul de inflamabilitate determina inflamabilitatea materialului. In general, valoarea
specificatd in standardele de calitate pentru punctul de inflamabilitate este relativ ridicata din
motive de sigurantd si de transport si, de asemenea, pentru a se asigura ca producatorii
indeparteaza alcoolul din produsul finit. Puncte de inflamabilitate scazute pot indica reziduuri
de alcool in biodiesel.

Standardul european pentru biodiesel, SR EN 14214:2010, stabileste o limitd pentru
punctul de inflamabilitate de minimum 120°C in timp ce standardul american pentru
biodiesel, ASTM D 6751, stabileste o limita pentru punctul de inflamabilitate de minimum
130°C.

Punctul de inflamabilitate obtinut pentru biodieselul rezultat in metanoliza enzimatica a
uleiului de floarea soarelui a fost 133 °C ceea ce corespunde cu cerintele de calitate impuse
atat de standardul de calitate SR EN 14214:2010 cat si de ASTM D 6751.

3.5 Continutul de sulf

Arderea in motoare a combustibililor care contin sulf duce la formarea emisiilor de
dioxid de sulf si de pulberi in suspensie. Limitele de sulf sunt, in general impuse pentru
motive de mediu.

Standardul european pentru biodiesel, SR EN 14214:2010, stabileste o limitd pentru
continutul de sulf de maximum 10 mg/kg in timp ce standardul american pentru biodiesel,
ASTM D 6751 stabileste o limitd pentru continutul de sulf de maximum 50 mg/kg.

Pentru biodieselul obtinut din ulei de floarea soarelui pe cale enzimatica continutul de
sulf obtinut a fost de 0.10 mg/Kg, o valoare foarte scdzuta comparativ cu limita maxima
impusa de standardele de calitate, consecinta imediata fiind directd o scadere considerabila a
emisiilor de dioxid de sulf.

3.6 Continutul de apa

Standardul european pentru biodiesel, SR EN 14214:2010 impreund cu standardul
american pentru biodiesel, ASTM D 6751, stabilesc o limita pentru continutul de apa de
maximum 500 mg/kg.

Continutul de apd determinat pentru biodieselul obtinut prin metanoliza enzimatica a
uleiului de floarea soarelui este de 379 mg/Kg, valoare ce corespunde cu cerintele de calitate
impuse de standardele de calitate.

3.7 Indicele de aciditate

Aciditatea este un indiciu al prezentei acizilor grasi liberi sau a acizilor formati ca
urmare a degradarii i a arderii uleiului (in timpul sau dupa prelucrare). Standardul european
pentru biodiesel, SR EN 14214:2010, stabileste o limitd pentru indicele de aciditate de
maximum 0.5 mg KOH/g. Standardul american pentru biodiesel, ASTM D 6751, stabileste o
limita pentru indicele de aciditate de maximum 0.80 mg KOH/g.

Pentru biodieselul obtinut pe cale enzimaticd s-a obtinut o valoare a indicelui de
aciditate de 0.11 situandu-se sub limita maxima impusa de standardele de calitate.

3.8 Indicele de iod
Pentru biodieselul obtinut prin metanoliza enzimatica a uleiului de floarea soarelui s-a
obtinut o valoare a indicelui de iod de 127, depasind limita maxima impusa de standardul SR
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EN 14214:2010, dar datele din literatura specifica un interval cuprins intre 110-143 g I,/100 g
pentru biodieselul obtinut din ulei de floarea soarelui [16]. Dacéd standardul european pentru
biodiesel, SR EN 14214:2010, stabileste o limitd pentru indicele de iod de maximum 120 g
I,/100g standardul american pentru biodiesel, ASTM D 6751, nu stabileste o limita pentru
indicele de iod. Indicele de iod cerut in standardul european de calitate pentru biodiesel
limiteazd posibilitatea de a alege materia prima pentru obfinerea de biodiesel, prezenta
acestui parametru in anumite standarde de calitate putand fi de fapt o tactica politica de
limitare a importurilor anumitor materii prime in acest scop.

3.9 Continutul de metanol

Valoarea pentru continutul de metanol pentru biodieselul obtinut prin metanoliza
enzimatica a uleiului de floarea soarelui este de 0.003 % (m/m), cromatograma fiind ilustrata
in Figura 6.2. Valoarea se situeaza cu mult sub limita maxima admisa de standardul european
de biodiesel SR EN 14214:2010 care este 0.2% (m/m).

Studiile din literaturd au demonstrat cd un continut de metanol de numai 1% in
biodiesel poate reduce punctul de inflamabilitate de la 170 °C la mai putin de 40° C. Astfel
prin introducerea unei specificatii de calitate a punctului de inflamabilitate de minimum 120
°C, standardul european SR EN 14214:2010 limiteaza implicit cantitatea de alcool la un nivel
foarte scazut (<0.1%).

= 2.067 - Metanol

1 IIE 3 4 5 6
Figura 6.2. Cromatograma obtinutd pentru determinarea metanolului din biodieselul obtinut prin
metanoliza enzimatica a uleiului de floarea soarelui.

3.10 Continutul de mono- di- si trigliceride, glicerol liber si glicerol total

Continutul de mono-, di-, trigliceride, glicerol liber si glicerol total s-a determinat prin
gaz cromatografie cu ajutorul a doua standarde interne: 1,2,4-butantriolul (standardul intern
folosit pentru cuantificarea glicerolului liber) si tricaprina (standardul interne folosit pentru
cuantificarea mono-, di-, trigliceridelor). Cromatograma obtinuta in urma analizei este datad in
Figura 4.

Pentru biodieselul obtinut prin metanoliza enzimaticad a uleiului de floarea soarelui
continutul de mono-, di- si trigliceride, se incadreaza in limitele impuse de standardele de
calitate, avand valori de 0.65% (m/m), 0.17% (m/m), respectiv de 0.01 % (m/m). Standardul
european pentru biodiesel, SR EN 14214:2010, stabileste o limitd pentru continutul de
monogliceride de maximum 0.8 % (m/m), pentru continutul de digliceride de maximum 0.2
% (m/m) iar pentru continutul de trigliceride de maximum 0.2 % (m/m). Standardul american
pentru biodiesel, ASTM D 6751, nu stabileste o limitd pentru continutul de mono-, di-, si
trigliceride.
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Figura 6.3 Cromatograma obtinuta pentru determinarea continutului de glicerol, mono-,di- si
trigliceride din biodieselul obtinut prin metanoliza enzimatica a uleiului de floarea soarelui

In ceea ce priveste continutul de glicerol liber, pentru biodieselul obtinut pe cale enzimatici
s-a obtinut valoarea de 0.015 % (m/m), sub limita maxima impusa de standardul european
pentru biodiesel, SR EN 14214:2010 si de standardul american pentru biodiesel, ASTM D
6751, si anume 0.02 % (m/m).

Continutul total de glicerol obtinut pentru biodieselul enzimatic este de 0.21% (m/m),
aproape de limita maximad impusd de standardele de calitate pentru biodiesel. Astfel
standardul european pentru biodiesel, SR EN 14214:2010, stabileste o limitd pentru
continutul de glicerol total de maximum 0.25 % (m/m) in timp ce limita impusa de standardul
american pentru biodiesel, ASTM D 6751, este de 0.24 % (m/m).

3.11 Continutul de Na, K

In cazul biodieselului obtinut pe cale enzimatica aceastd analiza a completat doar restul
caracteristicilor deoarece nefolosindu-se catalizatori alcalini, aceste metale pot sa sugereze
doar prezenta unor contaminati din timpul procesului de obtinere sau de depozitare. Valorile
obtinute pentru Na si K sunt foarte mici, pentru Na fiind mai mica decat limita de cuantificare
a metodei in timp ce pentru K valoarea este de 0.11 mg/Kg. Standardul european pentru
biodiesel, SR EN 14214:2010, stabileste o limitd pentru continutul de metale din grupa I (Na,
K) de maximum 5 mg/kg si pentru continutul de metale din grupa II (Ca, Mg) de maximum 5
mg/kg. Standardul american pentru biodiesel, ASTM D 6751, nu stabileste o limitd pentru
continutul de metale alcaline.

3.12 Valoarea energetica (puterea calorifica)

Pentru biodieselul obtinut prin metanoliza enzimaticd a uleiului de floarea soarelui s-a
obtinut o valoare energetica de 32.7 MJ/Kg, valoare care corespunde cu datele existente in
literatura. [18]

Desi datorita prezentei oxigenului valoarea energeticd a biodieselului este in general
mai mica decat cea a motorinei, (o valoare medie de 37.2 MJ/Kg comparativ cu 43.8 MJ/Kg
pentru motorind), aceasta este in acelasi timp mult mai putin variabila, si depinde in special
de materia prima utilizata si nu de procesul de obtinere.
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In urma parcurgerii metodologiei de cercetare a tezei cu titlul Investigatii privind
obtinerea combustibililor de tip biodiesel pe cale enzimatica, pot fi prezentate urmatoarele
concluzii privind obtinerea de combustibil de tip biodiesel prin metanoliza enzimaticd a
uleiului de floarea soarelui :

= Uleiul de floarea soarelui prezintd un continut destul de ridicat de acizi grasi
polinesaturati ceea ce 11 conferd unele dezavantaje cu privire la stabilitatea la oxidare si
la depozitare. Acest grad de nesaturare mai ridicat pentru uleiul de floarea soarelui se
regaseste si in valoarea indicelui de iod. Valoarea determinata pentru indicele de
aciditate indicd un continut foarte redus de acizi grasi liberi, iar valorile pentru
continutul de apa si pentru continutul de sulf sunt mult sub limitele impuse de
standardul de calitate pentru biodiesel SR EN 14214:2010. in acelasi timp, continutul
utilizare a biodieselului pe timp de iarnd, ceea ce este de mare interes pentru trile cu
climat rece, precum si o performantd mai buna a motorului, ca urmare a unui conginut
energetic mai ridicat.

= Dintre enzimele testate in cadrul procesului de screening pentru metanoliza enzimatica
a uleiului de floarea soarelui, lipaza B din Candida antarctica , sub forma imobilizata
pe rasina acrilicd (Novozym 435) s-a dovedit a fi cea mai eficientd pentru conversia
trigliceridelor in biodiesel.

= Conditiile optime de reactie pentru reactia catalizatd Novozym 435 s-au dovedit a fi
urmatoarele: metanol/ulei 6:1 (mol/mol), terg-butanol/ulei 6:1 (v/v), 10% Novozym 435
in raport cu cantitatea de ulei.

= Folosind aceste conditii optime de reactie s-a urmadrit variatia in timp a randamentului
reactiei pentru doud sisteme de reactie: sistem cu agitare folosind un reactor de tip
batch respectiv, sistem cu deplasare continua si recirculare folosind un reactor tip
coloana cu umplutura. Pentru ambele sisteme s-au obtinut randamente mai mari de 95%
(m/m), dupa 24 h de reactie. Totusi, sistemul cu agitare continua a dus la randamentul
cel mai bun si anume, de 98,6% (m/m), in timp ce randamentul pentru reactorul tip
coloand cu umpluturd si recirculare a fost de 95,6% (m/m), Acest lucru s-a datorat
avantajului net superior al reactiei cu agitare continud pentru prima perioada (primele 4
h) cand, datorita agitarii, enzima este Tn contact cu toata cantitatea de ulei, ceea ce duce
la o viteza mai mare de reactie.

= Biodieselul obtinut Tn urma procesului de metanolizd enzimaticd a uleiului de floarea
soarelui, a fost testat in vederea determinarii urmatoarelor caracteristici fizico-chimice:
continutul de esteri, densitatea la 15°C, viscozitatea la 40°C, punctul de inflamabilitate,
continutul de sulf, continutul de apa, indicele de aciditate, indicele de iod, continutul de
metanol, continutul de mono-, di-, trigliceride, glicerol liber si total, continutul de Na,
K, valoarea energetica. Datele obtinute au demonstrat faptul ca pentru caracteristicile
fizico-chimice testate, biodieselul rezultat indeplineste cerintele de calitate specificate
de standardul european SR EN 14214: 2010, cu exceptia indicelui de iod. Acest lucru
insd se datoreaza materiei prime — uleiul de floarea soarelui — si nu procesului de
obtinere, standardul european fiind unul specific pentru biodieselul din ulei de rapita,
limitand materia prima care poate fi utilizata pentru obtinerea de biodiesel.
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