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Partea I- STUDIU DE LITERATURA
A. Reactia de esterificare

1. Esteri—utilizari in industria alimentara si in compozitia
parfumurilor

Esterii sunt una dintre cele mai importante clase de compusi organici. Esterii organici
sunt folositi ca solventi, arome, parfumuri si precursori intr-0 varietate de industrii. Tn
particular, esterii alifatici sunt utilizati ca arome in industria alimentara si esterii aromatici
sunt folositi in compozitia parfumurilor [1]. Esterii sintetizati din acizi cu lant scurt si alcooli
sunt larg folositi ca si arome si odorante in industria alimentara, industria medicamentelor si
in industria cosmetica [2]. Odorantele sunt folosite in deodorante, creme depilatoare,
sapunuri si creme demachiante, iar aromele sunt folosite in rujuri, balsamuri de buze, glosuri
de buze si pasta de dinti [3]. Acizii cu lant scurt de atomi de carbon, cum sunt acidul acetic,
acidul butiric si acidul propionic, impreuna cu alcooli, precum butanol, etanol, alcool
izoamilic, geraniol, citronelol si 1-metanol, au fost folositi pentru sinteza de arome si
odorante [4].

Printre aceste produse, esterii de izoamil (in special acetatul de izoamil) sunt folositi Th
industria alimentara (74.000 kg/an) datorita aromei puternice de banana [2].

2. Esterificarea Enzimatica

Esterii naturali extrasi din plante si utilizati drept arome sunt adesea fie insuficienti, fie
prea scumpi pentru uzul comercial. Pentru multe produse industriale, aromele sunt obtinute
prin sinteza chimica si nu sunt considerate produse naturale. Din acest motiv, valoarea pe
piatd a acestora este mai mica decat a esterilor obtinuti din surse naturale [5]. Acesti esteri
sunt Tnsa considerati “verzi” atunci cand sunt obtinuti prin sintezd mediata de lipaze.
Biotransformarile catalizate de lipaze in medii neapoase au inceput sa capete importantd
datoritd proprietdtilor remarcabile, cum ar fi imbunatatirea termostabilitatii, specificitatea
regio, stereo si de substrat, conditii mai blande de reactie si nevoia unei cantitati mai mici de
energie. Lipazele au fost folosite pentru esterificarea directa si reactii de transesterificare in
solventi organici pentru producerea de esteri ai glicerinei, alcooli alifatici si alcooli terpenici
[6]. Totusi, esterificarea acizilor cu lant scurt cu alcooli nu a primit prea multa atentie. Mai
mult, substraturile cu masa moleculard mica se pare ca au o afinitate mai mica pentru aceste
enzime, comparativ cu substraturile cu lant lung, deoarece aceste molecule au un efect
inhibitor asupra enzimei. Aplicatiile industriale ale lipazelor prezinta un potential bun pentru
obtinerea unui numar de esteri importanti din punct de vedere comercial [7]. Pentru obtinerea
conversiei maxim posibile este nevoie de optimizarea parametrilor ce afecteazd sinteza
biocatalizata a esterilor. Un impact important in activitatea enzimatica si in conversia
obtinuta in sinteza esterilor il au parametrii de operare, temperatura, cantitatea de enzima,
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raportul molar alcool:acid [8]. Acesti parametri afecteaza si costul total al procesului. Din
acest motiv, este util sa discutam despre aceste variabile si sa oferim niste indicatii bazate pe
literatura de specialitate si pe lucrarile de cercetare din acest domeniu.

3. Esterificarea cu Rasini Schimbatoare de Ioni

Cererea anuala de acetat de izoamil este mai mare de 90.000 kg [9]. Pana in prezent,
au fost utilizate mai multe cdi sintetice si catalizatori pentru obtinerea acestor esteri. Rasinile
schimbatoare de ioni, drept catalizatori eterogeni, au fost folosite pentru cataliza diferitelor
reactii ca esterificare, transesterificare, alchilare, acilare si alte transformari [10, 11].

Utilizarea catalizatorilor solizi acizi eterogeni poate depasi dezavantajele acizilor
minerali, cum ar fi: coroziunea echipamentelor, selectivitate scdzuta, contaminarea
produsului si costurile de reciclare. Recent, Duque-Bernal [12] a raportat o expresie de viteza
a reactiei pentru esterificarea dintre acidul acetic si alcoolul izoamilic, in absenta
catalizatorilor. Au aratat ca exista un efect autocatalitic al acidului acetic asupra vitezei de
reactie, iar constanta de echilibru poate fi considerata independenta de temperatura. Anterior,
Teo [13] si Singh [14] au studiat cinetica acestei reactii de esterificare in cataliza eterogena
folosind rasina schimbatoare de ioni Purolite CT- 175. Prin urmare, catalizatorii de tip rasini
schimbatoare de ioni au castigat popularitate pentru ca prezinta avantaje: sunt ecologici, non-
corozivi, au o buna selectivitate si stabilitate termica [15]. Utilizarea rasinilor schimbatoare
de ioni (IER) drept catalizatori prezinta avantaje distincte [81] fata de cataliza omogena:

(a) puritatea produselor este mai mare, deoarece reactiile secundare pot fi complet
eliminate sau sunt semnificativ reduse;

(b) catalizatorul poate fi indepartat cu usurinta din amestecul de reactie prin filtrare;

(c) mediul coroziv cauzat de deversarea deseurilor care contin acid este eliminat.

4, Transesterificarea Enzimatica

Productia de biodiesel a castigat importanta pentru capacitatea sa de a nlocui
combustibilii fosili. Problemele de mediu cauzate de emisiile de gaze de esapament prin
utilizarea combustibililor fosili, sunt parte din motivele pentru care este incurajata utilizarea
biodieselului care s-a dovedit a fi prietenoasd cu mediul inconjurator. Biodieselul este un
amestec de esteri mono-alchilici obtinuti din uleiuri vegetale, cum ar fi uleiul de soia, ulei de
rapita, ulei de palmier, ulei de floarea-soarelui, ulei de porumb, ulei de arahide, ulei de canola
si ulei de bumbac [16]. In afara de uleiuri vegetale, biodieselul poate fi, de asemenea, produs
din alte surse, cum ar fi grasimi animale (seu, untura), uleiuri alimentare uzate, si alge [17].

Procesul de transesterificare se poate realiza folosind diversi catalizatori cum ar fi cei
anorganici lichizi sau solizi (acizi sau baze) sau biocatalizatori (enzime). Tn procesul alcalin,
hidroxidul de sodiu (NaOH) sau potasiu (KOH) este utilizat ca si catalizator, impreuna cu
metanol sau etanol. Acest proces este cel mai eficient si cel mai putin coroziv dintre toate
procesele si viteza de reactie este destul de mare, chiar si la o temperatura scazuta de 60 °C.
Daca are loc contaminarea cu acid sau cu apa se formeaza sapun, ingreunand procesul de
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separare [18-20].Un alt mod conventional de producere a biodieselului este folosirea unui
catalizator acid in loc de o baza. Orice acid mineral poate fi folosit pentru a cataliza procesul;
cei mai frecventi acizi utilizati sunt acidul sulfuric si acizii sulfonici. Desi randamentul este
mare, acizii, fiind corozivi, pot provoca daune echipamentului [21].

S-a constatat recent ca enzimele, cum ar fi lipazele pot fi utilizate pentru a cataliza
procesul de transesterificare. Pentru a usura recuperarea acestora se prefera imobilizarea lor
pe un suport adecvat. De asemenea, temperatura de functionare a procesului este scazuta (50
°C) 1n comparatie cu alte tehnici. Producerea de biodiesel folosind un biocatalizator elimina
dezavantajele procesului alcalin prin obtinerea unui produs de puritate foarte mare, cu mai
putine operatii auxiliare [61]. Enzima care catalizeaza reactia de obtinere a biodieselului este
o lipaza, iar aceasta se poate obtine de la microorganisme precum Mucor miehei, Rhizopus
oryzae, Candida antarctica, Pseudomonas cepacia. Au fost incercati diversi alcooli pentru
procesul de transesterificare inclusiv metanol, etanol, isopropanol si butanol. Avantajele
transesterificarii enzimatice sunt purificarea usoara a produsului secundar, conditii blande de
operare, puritate ridicatd a produsului si aplicabilitatea procesului pentru materii prime cu
continut mare de acizi grasi liberi (free fatty acids — FFA) [67-70]. Dezavantajele procesului
enzimatic includ efecte de inhibare a enzimei datorita prezentei metanolului si faptul ca
enzimele sunt scumpe [22], costul ridicat al enzimelor si un timp de reactie lung. Deoarece
enzimele imobilizate pot fi refolosite, ele au fost utilizate ca solutie pentru a micsora costurile
[67].

Partea II-STUDIU EXPERIMENTAL

A. Esterificarea in Prezenta Enzimelor-Metode de Intensificare a
Procesului

Obiectivele Cercetarii

Principalul obiectiv al acestei cercetari l-a constituit studiul influentei ultrasunetelor
asupra reactiilor enzimatice. Datoritd noutdtii acestui subiect cercetarea fundamentala este
Obiectivele principalele ale studiului se impart in:
1. Studiul procesului de esterificare enzimatica pentru obtinerea esterilor cu lant scurt cu
utilizari in produsele alimentare si cosmetice.
2. Utilizarea ultrasunetelor pentru intensificarea procesului de esterificare enzimatica.
Obiectivul cercetarii experimentale constd in studiul sintezei acetatului de izoamil
(aroma de banana) prin esterificarea directa a acidului acetic cu alcool izoamilic, in prezenta
enzimelor si a solventilor ca si adjuvanti in masa de reactie. Un astfel de sistem evita
problemele de separare, toxicitate, inflamabilitate a solventilor organici si prezintd avantajul
reducerii costului produsului final si permite recuperarea produsului, fard etape ulterioare
complexe de purificare sau de evaporare. Acest tip de esterificare este avantajos la obtinerea
esterilor cu utilizari in produsele alimentare sau cosmetice.
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Al. Esterificare Enzimatica in Regim Discontinuu
Materiale si Metode

Materiale

Lipaza Lipozyme 435 de la Candida antarctica[23], imobilizata pe o rasina acrilica
macroporoasa a fost furnizata cu amabilitate de Novozymes A/S (Danemarca). Toate
substantele chimice: alcool i-amilic (Merck), acid acetic (Merck), acetat de i-amil—standard
pentru analiza GC (Aldrich) au fost de calitate analitica.

Procedura de Esterificare a Acidului Acetic cu Alcool Izoamilic

Acidul acetic (50 mmol), alcoolul izoamilic (100 mmol) si enzima au fost incalzite la
50°C. Progresul reactiei a fost urmarit prin colectarea de probe la diferite intervale de timp si
s-a analizat conversia acidului acetic prin determinarea indicelui de aciditate si prin analiza
cromatografica. Reactia a avut loc intr-un reactor de 200 mL, prevazut cu agitare mecanica
si refrigerent de reflux. Temperatura in masa de reactie a fost masuratd cu ajutorul unui
termocuplu. Conditiile de reactie constante au fost: raportul molar acid acetic: alcool
izoamilic de 1:2, temperatura de 50 °C. Experimentele in prezenta ultrasunetelor s-au realizat
ntr-o baie de ultrasunete (Ultrasonic cleaning bath COLIBRI L488, volum 200 mL, 22W,
frecventa 66-80 kHz, STIMIN SRL, Italy) prevazuta cu sistem de incélzire si cu un sistem
de variatie a puterii ultrasonice (Figura Al1.2).

||\ I. Agtator

1
2. Condensator

3. Amestecul de reactie

4, Baie de ultrasunete

5. Sonotrode

Figura Al.2: Schema instalatiei de intensificare cu ultrasunete a reactiei de esterificare a alcoolului izoamilic

cu acid acetic
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Rezultate si Discutii

Influenta Diferitelor Tipuri de Enzime Asupra Esterificarii Enzimatice a Acidului
Acetic cu Alcoolul i-Amilic

In aceastd etapa a experimentirilor s-a urmarit influenta diferitelor lipaze asupra
procesului de esterificare. Pentru aceasta s-au folosit diferite enzime: lipaza Candida
antarctica imobilizata pe o rasina acrilica (CALB), Lipozyme 435 si un amestec de enzime
ce contine lipaze. Aceste lipaze au fost folosite Tn procesul de esterificare a acidului acetic.
Studiile experimentale s-au realizat la temperatura de 50 °C, un raport molar alcool i-amilic
: acid acetic de 2:1, cu agitare mecanica maxima. Concentratiile de ester obtinute in masa de
reactie raportate la gram de enzima utilizatd sunt reprezentate grafic in Figura A1.4.

Lipozyme 435

800

600

400 -

g de enzima

0.65 g Amestec Enzime
0.4 g CALB
0.5 g Lipozyme 435

Concentratie ester(mg/g)/

200
Amestec

enzime

Figura Al.4: Concentratia acetatului de i-amil Tn procesul de esterificare enzimatica la utilizarea
diferitelor lipaze
Din analiza datelor rezultate se observa ca cele mai bune rezultate s-au obtinut pentru
enzima de tipul Lypozyme 435. Acesta enzima prezintd si avantajul ca este o enzima
imobilizata pe un suport solid si astfel poate fi reutilizata[23].

Studiul Procesului de Esterificare Enzimatica prin Metoda Conventionald in Prezenta
Lipazei Lipozyme 435

o InfluentaTemperaturii de Reactie asupra Esterificarii Enzimatice a Acidului Acetic
cu Alcoolul i-Amilic

Temperatura de reactie este un factor important pentru reactiile catalizate enzimatic,
deoarece activitatea lipazei este dependenta de temperatura. Urmatoarele experimente s-au
efectuat In prezenta enzimei Lipozyme 435. Conditiile experimentale au fost: temperatura
intre 40-70 °C, un raport molar alcool i-amilic:acid acetic de 2:1, cu agitare mecanica usoara.
Variatia concentratiei acetatului de i-amil Tn procesul de esterificare enzimatica in functie de
temperatura este prezentata in Figura A1.7.
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400
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0] e —

30 40 50 60 70 80

Concentratia ester (mg/g)

Temperatura, °C
FiguraAl.7: Variatia concentratiei esterului in procesul de esterificare enzimatica in functie de temperatura,

(conditii de reactie: raport molar alcool:acid 2:1, cantoitatea de enzima 40 mg/g amestec, timp de reactie 2h)

Din Figura Al.7 se poate observa cd o crestere a temperaturii de la 40 la 50 °C a
condus la cresterea concentratiei de acetat de i-amil. La o temperaturd mai mare de 60 °C,
este posibil sd aparda fenomenul de denaturare a enzimei, fapt care ar duce la o crestere a
timpului de reactie si respectiv, la o scadere a conversiei acidului. Pe baza acestor rezultate,
experimentele ulterioare au fost efectuate la 50 °C pentru a evita denaturarea enzimei.

Intensificarea Procesului de Esterificare Enzimatica cu Ajutorul Ultrasunetelor

Studiul influentei ultrasunetelor asupra procesului de esterificare a fost realizat prin
efectuarea de experimente cu ultrasunete la diferite setari de putere. Baia cu ultrasunete nu a
fost echipatd cu un sistem de control al puterii si am reglat puterea folosind un
autotransformator cu tensiune variabilda. Am folosit 100, 150 si 200 V si am determinat
puterea cu ultrasunete printr-o metoda calorimetrica [23]. Valorile determinate pentru puterea
ultrasonici la diferite tensiuni au fost de 3, 6 si 8.5 mW/cm3, Testarea influentei puterii
ultrasonice asupra randamentului esterului a fost efectuata la diferite temperaturi de 40 °C,
50 °C si respectiv 60 °C. Ceilalti parametri s-au mentinut constanti, un raport molar de alcool
i-amilic: acid acetic de 2:1, cantitate de Lipozyme 435—50 Menzima/Jamestec de reactic $i agitare
mecanicd. Variatia concentratiei de esteri in procesul de esterificare enzimaticd asistata de
ultrasunete pentru diferite temperaturi este prezentata in Figura A1.9.
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Figura A1.9: Influenta puterii ultrasonice asupra concentratiei de acetat de i-amil in procesul de esterificare
enzimatica pentru diferite temperaturi (A) 40 °C, B) 50 °C si C) 60 °C) (conditii de reactie: Incarcare

enzimatica 50 mg / g si raportul molar alcool: acid de 2: 1).
Concluzii Partiale

Sinteza enzimatica asistatd de ultrasunete a acetatului de i-amil a fost efectuata
folosind enzima Lipozyme 435 in sistem fara solventi Tntr-un reactor cu agitare. Pentru a
obtine o cantitate maxima de esteri, a fost studiat efectul diferitilor parametri (cantitatea de
enzima, raportul molar alcool-acid, puterea ultrasunete si temperaturd) asupra sintezei
acetatului de i-amil prin cataliza enzimatica. Cel mai bun rezultat a fost obtinut utilizand 50
mg/g Lipozyme 435, raport molar alcool i-amilic:acid acetic 2:1 si o temperatura de 50 °C.
Cel mai important parametru studiat in aceasta etapa este puterea de ultrasunete, care corelata
cu temperatura de reactie a fost de 8.5 mW/cm3. S-a observat ci o crestere a puterii
ultrasonice la temperaturi scazute duce la o crestere a concentratiei de esteri in masa finala
de reactie. La temperaturi mai ridicate (> 60 °C) cresterea puterii ultrasonice dezactiveaza
enzima si concentratia de esteri obtinuta scade.

A2. Esterificare Enzimatica intr-un reactor tip “Loop” Ultrasunetele
Aplicate cu Baia de Ultrasunete

Materiale si Metode
Procedura de Esterificare a Acidului Acetic cu Alcool izo-Amilic

Acidul acetic, alcoolul izoamilic si enzima (Lipozyme 435) au fost incélzite la
temperatura propusd. Progresul reactiei a fost urmarit prin colectarea de probe la diferite
intervale de timp si s-a analizat concentratia esterului prin metoda cromatografica.
Intensificarea reactiei de esterificare enzimatica cu ultrasunete a fost realizata cu instalatia
prezentata in Figura A2.1.
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Figura A2.1: Instalatia experimentald pentru intensificarea cu ultrasunete a reactiilor enzimatice de

esterificare
Procedura de Intensificare a Reacfiei de Esterificare Enzimatica

Intensificarea reactiei de esterificare enzimatica s-a realizat folosind instalatia
prezentata anterior. Deoarece baia de ultrasunete folositd nu are un sistem de ajustare al
puterii ultrasonice, pentru a micsora puterca s-a folosit un autotransformator cu ajutorul
caruia s-a micsorat tensiunea de alimentare a aparatului. Puterea undelor acustice a fost
determinata prin metoda calorimetrica. Pentru intensificare s-au folosit puteri diferite de
ultrasunete, de la 3W/kg la 13.8W/kg. Pentru fiecare experiment raportul molar acid:alcool
a fost de 1:2, masa de enzima este de 0.8 g, cu un volum de reactie de 3.9 mL. Toate analizele
au fost efectuate Tn duplicat.

Rezultate si Discutii

In aceasta etapa s-a urmirit efectul puterii ultrasonice asupra reactiei de esterificare a
alcoolului i-amilic cu acid acetic in prezenta enzimei imobilizate Lipozyme 435 in regim
continuu si influenta debitelor diferite de reactanti asupra concentratiei de ester.

Intensificarea Esterificarii Enzimatice cu Ultrasunete in Baia de Ultrasunete

Pentru a intensifica cu ultrasunete reactia enzimatica de esterificare dintre acidul
acetic si alcoolul i-amilic s-au efectuat experimente in instalatia prezentata in Figura A2.1.
S-au aplicat diverse puteri ultrasonice pentru a gasi valoarea optima pentru care enzima este
activata si nu denaturata. Deoarece in literatura de specialitate [24] este mentionat ca rezultate
mai bune pentru intensificarea reactiilor enzimatice cu ultrasunete se obtin atunci cand baia
de ultrasunete este operatad in pulsuri de ultrasunete, in experimentele urmatoare s-a folosit
aceeasi instalatie din Figura A2.1, la care s-a adaugat un sistem de control al regimului de
functionare al baii de ultrasunete. Astfel baia de ultrasunete a functionat in pulsuri.
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Figura A2.10: Evolutia in timp a concentratiei acetatului de i-amil, la diverse puteri de US aplicate, cu 35%
mai mult agent de indepartare a apei din sistem, ultrasunetele aplicate in pulsuri, la o putere de US de 3 W
/kg Tn regim OFF
Rezultatele cele mai bune au fost obtinute la utilizarea pulsurilor de 4 secunde ON/2 secunde

OFF.

Concluzii Partiale

Sinteza enzimatica asistatd de ultrasunete a acetatului de i-amil a fost efectuata
folosind enzima Lipozyme 435 in sistem fara solventi intr-un reactor tip “loop” scufundat
intr-o baie de ultrasunete cu folosirea unui vas intermediar. Reactorul tip “loop” permite
punerea in contact a amestecului de reactie cu enzima la rapoarte mari enzima:amestec de
reactie. In acelasi timp se poate procesa un volum suficient de mare de reactie care este stocat
intr-un rezervor si pompat ih mod continuu prin reactor. Pentru punerea in evidenta a
efectului puterii ultrasonice s-au utilizat mai multe configuratii ale baii de ultrasunete, pentru
fiecare configuratie s-a determinat calorimetric puterea ultrasonica si apoi concentratia de
ester. Pentru aplicarea ultrasunetelor in mod continuu a fost stabilita cea mai buna putere
ultrasonica ca fiind cea de 11,3 W/kg. La aplicarea ultrasunetelor in regim ON/OFF nu s-au
obtinut valori mai bune decat la aplicarea ultrasunetelor in mod continuu. S-a pus in evidenta
si dezactivarea in timp a enzimei utilizata succesiv in reactie, fara a fi reactivata.

A3. Esterificare Enzimatica intr-un reactor tip “Loop” - Ultrasunetele
Aplicate cu Sonda de Ultrasunete

Utilizarea unui reactor de tip “loop” scufundat in baia de US pentru intensificarea
procesului de esterificare enzimatica nu a permis obtinerea unor rezultate mai bune decat cele
obtinute la reactorul clasic cu agitare. Din acest motiv au fost continuate cercetarile prin
utilizarea unui reactor de tip “loop” iar intensficarea procesului s-a realizat prin utilizarea
unei sonde de US care se poate pozitiona la diferite distante fata de reactor.
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S-a urmarit punerea in evidentd a efectului US asupra formarii de radicali liberi si
ulterior asupra intensificarii transferului de masa. In acest fel s-a obtinut o configuratie a
reactorului in care sa se obtind un efect favorabil asupra transferului de masa dar cu formare
redusa de specii active. Odata obtinuta aceasta configuratie s-a studiat procesul de esterificare
enzimatica.

Materiale si Metode
Materiale

Acidul acetic (puritate 99.99%) a fost achizitionat de la Chemical Company
CHIMOPAR SRL. Alcoolul iso-amilic (>98%) a fost furnizat de Sigma-Aldrich. Enzima
utilizata, Lipozyme 435, a fost o lipaza Mucor miehei imobilizatd pe un suport anionic
macroporos. Apa a fost Indepartatd folosind site moleculare (tip 3 Grace Davison
SYLOBEAD MS 564 C). p-Nitrofenol achizitionat de la Sigma—Aldrich, pentru uz in
spectrofotometrie, hidroxid de sodiu de la Sigma—Aldrich, puritate absoluta, acid clorhidric
de la Chimopar de concentratic 1 N. Sonda de ultrasunete folosita a fost o sonda de tipul
Procesor Ultrasonic de 750 W, produsa de SONICS. Aparatura utilizata permite aplicarea de
ultrasunete cu amplitudini reglabile, utilizatorul putand programa fie cantitatea de energie,
fie perioada de expunere la ultrasunete. Controlul asupra parametrilor de lucru permite o mai
buna urmarire si reproductibilitate a procesului de degradare prin cavitatie acustica a p-
nitrofenolului.

Metoda

Reactia de esterificare a fost efectuata intr-o configuratie de tip ,,loop” (debit de 0,16
mL/min si volume diferite de solutie stoc) la diferite temperaturi de reactie (30 pana la 50
°C) cu un raport molar acid-alcool 1:2 molar (Figura A3.1) [ 32]. Cantitatea de enzima
folosita a fost de 0.2 g. Ultrasunetele au fost introduse printr-un sistem de tip sonda de
ultrasunete (Vibracell VCX-750), utilizand diferite pulsuri si amplitudini de ultrasunete. Apa
a fost indepartata din sistem trecand amestecul de reactie printr-o coloand, care contine site
moleculare (2,3 g site moleculare, cu o capacitate de retinere a apei de 22% wt., suficienta
pentru a retine intreaga apa formata in timpul esterificarii). Reactia a fost efectuatd timp de
doud ore, intr-un sistem de tip bucld, probele au fost prelevate si analizate in duplicat.
Concentratia de acetat de izoamil format din amestecul de reactie a fost determinatd prin
cromatografie gazoasa.
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Figura A3.2: Proiectarea celulei reactorului. In care: P—Sonda ultrasunete; R—Reactor
enzimatic (1 mL volum, continand 0.2 g de enzima imobilizata); CL—Ilichid de cuplare (apa 120 mL
volum); WJ—manta de incélzire/racire a apei conectata la un sistem de termostatare; T-sistem de

termostatare

Pentru a depasi faptul ca reactiile de esterificare sunt reversibile s-a folosit un exces de
alcool iar apa din sistem a fost indepartatd continuu folosind site moleculare, schema
prezentata in Figura A3.3

T <=

Figura A3.3: Reprezentarea schematica a sistemului complet de esterificare enzimatica a acidului acetic cu
alcool izoamilic in prezenta ultrasunetelor. 1-Reactor cu enzima Lipozyme 435; 2-Reactor cu site moleculare;
3- Manta de incélzire racire; 4- Pompa; 5- Panou control US; 6- Termostat; 7- Dispozitiv generator de
ultrasunete (tip sonda); 8- Solutie stoc; 9- Termocuplu
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Rezultate si Discutii

Tn acest studiu sunt descrise efectele ultrasunetelor asupra reactiei de esterificare
catalizata de enzime pentru obtinerea acetatului de izoamil. Reactorul a fost caracterizat in
termeni de temperaturd, putere ultrasonicd, ciclu de functionare, distanta sondei fatd de
reactorul enzimatic si cantitatea specificd de enzimd imobilizatd folositd. Am reprezentat
grafic, in Figura A3.10, concentratia de PNP in functie de energia emisa de sonda de sonicare,
pe unitatea de volum, obtinand astfel eficienta ultrasunetelor , in cele doud reactoare, la
diferite temperaturi de reactie. La temperaturi mai mici, de 30 °C, eficienta ultrasunetelor
este mai buna decat la temperaturi mai mari.
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Figura A3.10: Eficienta ultrasunetelor la diferite temperaturi (20% Ampl, 3on/30ff) atat in reactorul R

Energia (J/mL)

(1mL), cét si in lichidul de cuplare CL (120mL). Distanta sondei-reactor cu ultrasunete = 4.5 cm

Expunerea prelungita a catalizatorului enzimatic la ultrasunete continue poate provoca
dezactivarea, dar aceasta poate fi ameliorata cu aplicarea unui ciclu de functionare la sursa
cu ultrasunete, adica perioade consecutive de pornire si oprire [24]. Pentru aceasta reactie,
ultrasunetele au fost aplicate cu un ciclu de functionare de 3 secunde pornit si 3 secunde oprit.
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Figura A3.11: Eficienta degradarii p-nitrofenolului in functie de distanta dintre sonda de ultrasunete si

reactor; in reactor si Tn lichidul de cuplare la 50 °C la o energie ultrasunete de 107 J (20% ampl, 3on/30ff).

Datele prezentate in Figura A3.11 arata ca cea mai mica degradare a p-nitrobenzenului
se obtine la o distanta de 4.5 cm a sondei de la reactorul enzimatic. Aceasta sugereaza ca 4.5
cm este distanta care genereaza un numar minim de evenimente de prabusire a bulelor de
cavitatie, care ar oferi aranjamentul geometric optim al reactorului pentru degradarea minima
a enzimei. Efectul distantei dintre sonda de ultrasunete si reactor este aproape sigur legat de
lungimea de unda a ultrasunetelor din apa la o frecventd de 20 kHz care este in jur de 7.42
cm [25]. Desi distanta de 4.5 cm nu este tocmai jumatatea lungimii de unda, aceasta este
distanta optima pentru a realiza activarea enzimei.

Efecte de transfer de masa

Pentru studierea intensificarii transferului de masa in reactor, s-a ales un model format
din o sare coloratd si un solvent in care sarea are o solubilitate limitatd la temperatura de
testare. Domeniul de temperatura a fost astfel ales incat sa corespunda si cu temperatura la
care se studiaza si reactia de esterificare.

Drept sare s-a ales sulfatul de nichel hidratat (culoare verde), iar drept solvent un
amestec api-etanol 50%. Tn reactor s-a adiugat o cantitate de sare si de solvent astfel
determinata incat, in conditii optime sd se dizolve cam 25-30% din sare in solvent.
Concentratia de sare dizolvata a fost determinata colorimetric, dupa terminarea tratamentului
cu ultrasunete. Toate determindrile au fost efectuate in triplicat si s-a efectuat si un
experiment Tn care sarea s-a dizolvat natural, fara influenta ultrasunetelor.

Rezultatele din Figura A3.11 indica faptul ca exista o temperatura optima la care, sarea
se dizolva in cantitatea cea mai mare. Acest fapt este in concordanta cu datele de literatura
care indicd faptul ca efectul ultrasunetelor in apa (apa este folosita drept lichid de cuplaj)
scade cind temperatura depaseste o anumita valoare [26].
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Figure A3.11:Concentratia sulfatului de Ni dizolvat la diverse temperaturi: dizolvare naturald (conventionald)
si cu ultrasunete (sonda de sonicare la 3.5 cm respectiv 4.5 cm distanta de reactor), 20% amplitudine, putere
de US de 7W, 3 on/3 off, timp de 30 min.

Rezultatele indica faptul ca la toate temperaturile utilizate ultrasunetele imbunatatesc
transferul de masa, dar transferul de masa optim are loc la 50 °C pentru distanta de 4,5 cm a
sondei de peretele reactorului. In absenta ultrasunetelor, modificarile concentratiei de sulfat
de nichel dizolvat sunt foarte scazute, indiferent de temperatura ceea ce, indica un nivel
scazut de transfer de masa. La 50 °C, dizolvarea sulfatului de nichel creste odatd cu cresterea
distantei sondei cu ultrasunete fata de reactor (vezi Figura A3.11). Pe masurd ce distanta
creste, presiunea acusticad scade si va exista o competitie intre un transfer de masa in crestere
din cauza lungimii reactorului expus ultrasunetelor si o scadere a transferului de masa datorita
unei reduceri a puterii ultrasonice cu distanta. Ca rezultat, efectul ultrasunetelor asupra
transferului de masa atinge valoarea optima la o distanta de aproximativ 4,5 cm.

Studiul reactiei de esterificare

Din datele obtinute anterior in ceea ce priveste intensitatea cavitatiei si transferul de
masa, au fost alesi parametrii optimi pentru reactor: 4,5 cm distanta sonda—reactor la o
temperatura de 50 °C. Reactorul a fost instalat intr-un sistem de tip bucla pentru esterificare
cu un debit constant de 0,16 mL/min si raport molar alcool:acid (2:1).

Efectul Puterii US

Ultrasunetele au fost aplicate la trei amplitudini diferite de vibratie de 20%, 25% si
30% (Figura A3.13). Dupéd o ord, concentratia maxima de ester a fost obtinuta la cea mai
mica amplitudine (20%). Scaderea generala a randamentului esterului cu cresterea puterii
ultrasonice este rezultatul concurentei dintre efectul negativ al cavitatiei, care streseaza
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enzima si orice efect pozitiv rezultat din transferul de masa imbunatétit datorita US. Linia
rosie din grafice reprezinta concentratia esterului pentru conversia de 100%.

s ¢

Concentratie Ester (mg/g)
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—
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L
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0 20% 25% 30%  Amplitudine
0 0.06 0.08 0.10 W/mL

Figura A3.13:Efectul puterii US asupra esterificarii. Timp de reactie 1 h, temperatura de reactie 50 °C, 0.047
Qenzima/Jamestec. VValorile mai mici sunt pentru densitatea puterii ultrasonice din lichidul de cuplare.

Efectul Temperaturii

Este cunoscut faptul ca efectul ultrasunetelor este mai bun la temperaturi mai scazute
[27]. La temperaturi mai ridicate, se formeaza bule in cantitate mai mare, dar prabusirea lor
este mai putin violentad (datoritd efectului de amortizare a vaporilor care intra in buld), prin
urmare, imbunatatirea transferului de masa cauzatd de cavitatie este redusa. Pe de alta parte,
efectul temperaturii asupra reactiilor enzimatice este pozitiv in intervalul 30-50 °C. La
temperaturi mai scazute, viteza de reactie este prea mica, iar la temperaturi mai ridicate exista
o scadere importanta a vitezei de reactie Tn a doua ora comparativ cu viteza de reactie din
prima ora (Figura A3.15). Intervalul de temperatura preferat este intre 40 si 50 °C.
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Figure A3.15:Concentratia de ester in timp pentru reactia conventionala si de esterificare intensificata US la

diferite temperaturi de reactie: 30 °C, 40 °C, 50 °C, 0.047 g amestec enzima/Q, impuls: 3on/3off
Concluzii Partiale

A fost proiectat, construit si realizat un reactor de tip “loop” adecvat pentru studierea
intensificarii reactiilor enzimatice, utilizand ca model esterificarea acidului acetic cu alcool
izoamilic. Configuratia reactorului a fost optimizata pentru a se obtine o intensificare maxima
a transferului de masa in conditiile unei formari minime de specii active. In configuratia
optima s-a realizat programul experimental pentru studierea influentei ultrasunetelor
(amplitudine, ciclu de functionare si timpul de sonicare) si temperaturii asupra procesului de
esterificare enzimatica. S-au obtinut valori mult mai bune (450 MQ ester/g amestec reactie) deCat Tn
cazul reactorului tip “loop” operat Tn baia de ultrasunete (321 MQ ester/g amestec reactie) Sau n
cazul reactorului discontinuu cu agitare (386 MQ ester/g amestec reactie) desi timpul real de
sonicare a fost de ordinul minutelor.

B. Esterificarea cu Rasini Acide—Metode de Intensificare a

Procesului

Obiectivele Cercetarii

Obiectivul principal al acestei cercetari este intensificarea reactiei de esterificare a
acidului acetic cu alcoolul izoamilic utilizand drept catalizatori rasini schimbatoare de ioni.
Obiectivele detaliate sunt:

- Studiul influentei ultrasunetelor asupra procesului de esterificare in faza heterogena
comparativ cu esterificarea conventionala
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- Studiul influentei ultrasunetelor asupra procesului de esterificare in faza heterogena intr-
un reactor de tip ,,loop”, se vor pune in evidenta efectul amplitudinii si al aplicarii US in
pulsuri

B.1. Esterificarea cu Rasini Acide- Intensificarea cu US
Materiale si Metode
Materiale

Toate substantele chimice utilizate pentru esterificare: alcoolul izoamilic (Merck),
acidul acetic (Merck), acetatul de izoamil - standard pentru analiza GC (Aldrich) au fost de
calitate analitica si au fost utilizate in forma in care au fost furnizate. Rasina utilizata drept
catalizator au fost achizitionate de la Aldrich. Dowex 50W (X8) 50—100 mesh este o rasina
cationica stiren-divinilbenzen puternic acida (Tabelul B1.1). Catalizatorul a fost utilizat dupa
ce a fost uscat la o temperatura de 100 °C timp de 2 ore. Uscarea la temperaturi mult mai
ridicate poate duce la pierderea centrilor activi ai catalizatorului.

Metode de Esterificarea Acidului Acetic cu Alcoolic Izoamilic

Procedura de esterificare

Reactiile conventionale de esterificare a acidului acetic cu alcool izoamilic au fost
efectuate folosind un reactor tip “loop” de 1 mL localizat intr-un vas termostat si supus
efectului de US. Reactia de esterificare asistata de ultrasunete a fost realizata intr-un reactor
tip “loop” (bucla) [25] descris in lucrarile noastre anterioare [28] la 50 °C cu un debit de 0,
16 mL/min si un raport molar acid-alcool de 1:2. Reactivii sunt amestecati, Incalziti la
temperatura de lucru si trec prin stratul fix de rasina din reactor. Sonicarea a fost efectuata
folosind un sistem de sonda de US (Vibracell VCX-750), cu o setare de functionare la diferite
amplitudini, continuu sau in pulsuri. Reactia a fost efectuatd timp de doud ore si probele au
fost prelevate la anumite perioade de timp in duplicat. Concentratia de acetat de izoamil a
fost determinatd prin analiza gaz-cromatografica (analiza GC).

Rezultate si Discutii
Reactii de Esterificare Conventionale vs Ultrasunete

Résina acida schimbdatoare de ioni, Dowex 50 (X8) a fost selectatd drept catalizator
solid. Compozitia si structura unei rasini schimbatoare de ioni sunt factori importanti in
stabilirea eficientei sale catalitice. Activitatea catalitica pentru acest catalizator a fost testata
in reactiile conventionale si cu ultrasunete intre acidul acetic si alcoolul izoamilic, iar variatia
concentratiei de acetat de izoamil in timp este prezentatd in Figura B1.3. S-a observat ca
aplicarea ultrasunetelor conduce la obtinedrea esterului la o concentratie de aproximativ 30%
in 2 ore. Prin urmare, utilizarea ultrasunetelor pentru cresterea conversiei si reducerea
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timpului procesului pentru esterul acetat de izoamil este o metoda destul de eficientd agsa cum
se arata in Figura B1.3.
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400 | —e—US-continuu
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Figura B1.3: Comparatie intre esterificarea conventionala si cea cu ultrasunete (50 °C, sonda de sonicare la

4.5 cm de reactor, 20% amplitudine, Incércare catalizator 0.067 g/mL

Cel mai important fenomen atunci cand se utilizeazd ultrasunete este cavitatia.
Formarea microjeturilor si efectul de crestere a transferului de masa duc la cresterea vitezei
procesului. Cavitatia provoaca cresterea locald a temperaturii si a presiunii generand unde de
soc si turbulente microscopice. In consecintd, datoritd cavitatiei generate Tn sistemul de
ultrasunete, aceste efecte sporesc transferul de masa si difuzia moleculelor reactante pe
siturile catalitice active. Tn plus, microjeturile formate atunci cand are loc explozia bulelor
ajutd la reinnoirea interfetei. Toate aceste efecte sunt responsabile pentru imbunatatirea
concentratiei esterului [29].

Influenta Puterii Ultrasonice

Un factor important care influenteaza proprietatile cavitatiei este cantitatea de energie
care este transmisd in lichidul de reactie. Studiile dinamicii bulelor arata cd distributia lor in
functie de dimensiune, durata maxima de viatd, numarul de bule si presiunea de colaps sunt
functii complexe, care afecteaza rata disiparii puterii. De asemenea, cresterea temperaturii n
volumul lichidului este dependenta de rata de disipare a puterii, ceea ce duce la modificari
ale solubilitatii gazelor si ale presiunii vaporilor care afecteazd usurinta generarii
fenomenului de cavitatie, precum si intensitatea finald a colapsului [30]. Pentru a studia
efectul puterii de ultrasunete, s-au efectuat experimente variind amplitudinea de la 20 la 35%
pentru a gasi cea mai bund putere necesard pentru a realiza cavitatia eficientd pentru
esterificare. Tn Figura B1.4 sunt prezentate rezultatele experimentelor catalizate de risina
Dowex 50 (X8)
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Figura B1.4: Efectul amplitudinii ultrasunetelor asupra concentratiei esterului (50 °C, sonda de sonicare la

4.5 cm de reactor, incarcare catalizator 0.067 g / ml, impuls 3s on/3 off).
Concluzii Partiale

Sinteza cu ultrasunete a acetatului de izoamil prin reactia dintre acidul acetic si alcoolul
izoamilic folosind drept catalizator o rasina schimbéatoare de ioni in forma acida in prezenta
iradierii cu ultrasunete a fost realizata cu succes intr-un reactor de tip “loop”. Cea mai mare
concentratie de ester (300 MQ ester/d amestec de reactie) @ fost atinsa la o amplitudine cu ultrasunete
de 35% si la un ciclu de lucru de 50%. Rezultatele aratd o perspectiva favorabild a tehnicii
cu ultrasunete pentru a imbunatati eficienta procesului si a reduce timpul de reactie atunci
cand se utilizeaza Dowex 50 (X8) — viteza procesului intensificat cu US este de aprox. 2 ori
mai mare decat a procedeului conventional.

C. Transesterificarea Enzimatici—Metode de intensificare a procesului
Obiectivele Cercetarii

Principalul obiectiv al acestei cercetari este caracterizarea reactorului de sinteza
enzimatica a biodiselului in prezenta ultrasunetelor — cu utilizarea diferitelor echipamente de
aplicare a ultrasunetelor. Aceste echipamente au fost: Vibracell, MMM clamp-on, baia
Rheus. In cadrul acestui obiectiv au fost efectuate urmatoarele activitati:

- determinarea calorimetrica a puterii absorbite,
- determinarea radicalilor liberi formati prin urmarirea eficientei de degradare a PNP si

- vizualizarea efectului de cavitatie prin metoda foliei de Aluminiu pentru diferite
echipamente de ultrasunete.
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Ulterior a fost studiata sinteza esterilor etilici ai acizilor grasi pe catalizatori enzimatici
depusi pe suport in prezenta ultrasunetelor utilizand diferite echipamente de generare a US

Materiale si Metode

Materiale utilizate
Uleiul rafinat de floarea soarelui a fost procurat de la CARREFOUR Romaénia SA
Bucuresti. Alcoolul etilic absolut, de puritate 99.5% a fost achizitionat de la CHIMREACTIV
SRL, iar lipaza imobilizatd folositd ca biocatalizator, Lipozyme 435 de la Novozyme,
Denmark. Standardul pentru analiza GC a biodieselului format este compus din metil-
heptadecanoat si heptan, heptan 99% puritate de la Honeywell, iar heptadecanoat de metil,
99% (GC) procurat de la Sigma-Aldrich.

Metode
MI1. Transesterificare conventionala

Uleiul de floarea soarelui (52.5 mL), impreuna cu alcool etilic anhidru (17.5 mL) si
enzima Lipozyme 435 (imobilizata pe suport) au fost introduse in reactorul termostatat la 50
°C. Raportul molar ulei de floarea soarelui: alcool etilic a fost de 1:6. Reactia a avut loc intr-
un reactor de 100 mL, prevazut cu agitare mecanica.

Progresul reactiei a fost urmadrit prin colectarea de probe la diferite la intervale de
timp si s-a analizat la GC concentratia de esteri de acizi grasi formati.

Cl.Transesterificarea enzimatica—Procedeu Discontinuu-MMM Clamp-
On

Materiale si Metode

Pentru utilizarea MMM clamp-on s-a utilizat uleiul de floarea soarelui (15 mL),
impreuna cu alcoolul etilic anhidru (5 mL) si enzima Lipozyme 435 (0.4 g, imobilizata pe
suport). Reactorul a fost termostatat la 50 °C (in interiorul tevii metalice s-a introdus o teava
de sticla — care este reactorul propriuzis; iar in spatiul dintre teava de sticla si cea metalica
circula lichidul de termostatare. Reactorul are un volum de 20 mL si este prevazut cu agitare
mecanica. S-au testat diferite tipuri de agitatoare mecanice pentru a determina agitarea
optima pentru obtinerea unei potrivite concentratii procentuale de FAEE. Progresul reactiei
a fost urmarit prin colectarea de probe la diferite intervale de timp si s-a analizat la GC
concentratia de esteri de acizi grasi formati. S-au efectuat experimente cu incalzire
conventionala, dar si cu ultrasunete.

Rezultate si Discutii

Figura C1.8 insumeaza rezultatele obtinute pentru fiecare fluid in parte atat in reactorul
de sticla, cat si Tn absenta lui. A fost inregistrata si puterea consumata de la reteaua de curent
electric si comparata cu puterea de ultrasunete absorbita. Se observa pierderea de energie, pe

24



University “Politehnica” of Bucharest
Faculty of Applied Chemistry and Materials Science
Department of Bioresources and Polymer Science

masura ce aceasta este transferata de la teava metalica la lichidul din interiorul reactorului de
sticla. Apa este cea care absoarbe cea mai mare cantitate de energie, pe cand uleiul absoarbe
cel mai putin energia vibrationala.

—m—apa - in reactor

—®— etanol - in reactor
60

ulei - in reactor
gg q| —v—apa/farareactor sticla
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40 4
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Figura C1.8: Puterea de ultrasunete in functie de amplitudine pentru diferite fluide

Cuantificarea Speciilor Active Generate de Ultrasunete prin Metoda de Conversie a p-Nitro
Fenolului la p-Nitro Catehol

Fenomenul de cavitatie duce la generarea de specii active. Prezenta acestora conduce
la conversiea p-nitrofenolului la p-nitro-catehol. Pentru a confirma formarea radicalilor
liberi, si a putea cuantifica efectul acestora, s-au realizat experimente in camp acustic,
urmarind concentratia de p-nitrofenol in timp, la diferite amplitudini ale undelor acustice. Tn
Figura C1.10 observam ca eficienta de conversie a p-nitrofenolului creste in timp si este mai
mare la amplitudine mare, 40%, rezultate coerente cu datele din literatura de specialitate.

—=—10% ampl.
8| —e— 20% ampl. [
74| ——30% ampl.
—v— 40% ampl.

Eficienta degradare PNP (%)

10 15 20 25 30
Timp (min)

Figura C1.10: Eficienta de conversie a PNP in timp in functie de amplitudinea undelor acustice aplicate
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Influenta aplicarii ultrasunetelor timp de 20 min (activarea enzimei) asupra transesterificarii
enzimatice a uleiului de floarea soarelui cu alcoolul etilic

Pentru a reusi o mai buna activare a enzimei cu scopul de a ajunge la conversii de
transesterificare mai mari, am realizat experimente, cu ajutorul echipamentului MMM
clamp-on, aplicand ultrasunetele de 10% amplitudine, timp de 20 minute. Dupa cele 20
minute de sonicare, experimentul a continuat la conventional pentru incd 100 de minute.

Din Figura C1.13 reiese ca un tratament cu ultrasunete de doar 20 de minute duce la
activarea enzimei Lipozyme 435. Astfel observam o crestere semnificativa in concentratia de
FAEE obtinuta cu ultrasunete versus metoda conventionala.

—=s— conventional
_—*— 20 min US (Ampl 10%)+ 1h 40 min conv.

0

50

404

30

20

Concentratie FAEE (%)

104

0 T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Timp (min)

Figura C1.13: Concentratia de FAEE in timp, temperatura de reactie de 50 °C, raport molar 1:6, 0.49 enzima, 12

incalzire conventionala si cu ultrasunete (10% Ampl)

50

etanol 96%
[ Jconv.
B 10%
40 1 [N 20%
I 30%

etanol absolut

Conversie utila (%)

104

2h
Timp (h)
Figura C1.14: Conversia utila dupa doua ore de reactie, folosind instalatia MMM clamp-on, la diferite
amplitudini, folosind ca reactant fie etanol 96%, fie etanol absolut (0.5%continut apd); (densitate de putere

acustica: pentru 20% ampl. 0.0125 W/mL; pentru 30% ampl. 0.0175 W/mL)
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Tn figura C1.15 se evidentiaza cum conversia utild de FAEE a crescut de la 10% la 35%
cu scaderea continutului de apa de la 4% la 0.5% la 2 ore. Situsul activ al lipazei Candida
antarctica este acoperit de o buclad peptidica amfifila (precum un capac sau clapeta), care
impiedica substraturile sa se apropie de site-ul activ. Reactia are loc, de obicei, la interfata
ulei-apa si o cantitate esentiala de apa contribuie nu numai la formarea zonei interfatiale, dar
ajutd capacul pentru a deschide conformatia si creste polaritatea si flexibilitatea structurald a
situsului activ al lipazei Candida antarctica, ajutdnd la activarea lipazei [31]. Cu toate
acestea, cand continutul de apa a crescut pana la 4%, conversia de FAEE scade, deoarece
prea multd apa dauneaza lipazei facilitand agregarea acesteia, diminuand difuzia substratului
si, in cele din urma, scazand eficienta lipazei.

Concluzii Partiale

Tn aceasta etapa s-a determinat puterea de ultrasunete prin metoda calorimetrica pentru
reactorul cu ultrasunete MMM Clampon in care undele acustice generate sunt transmise de-
a lungul unei tevi metalice. Toate determinarile s-au efectuat de minim 5 ori. Determinarile
s-au realizat pentru diferite amplitudini: 20%, 30%, 40% si 50%. S-au propus diferite
configuratii de instalatie de transesterificare enzimatica cu functionare continud (cu si fara
serpentind de racire si cu diferite moduri de alimentare cu reactanti inainte si dupa sistemul
de pompare). Puterea de ultrasunete absorbite este mai mare pentru apa distilata si mai mica
pentru etanol, si mult mai mica pentru ulei. Puterea generata de ultrasunete este dependenta
de presiunea de vapori a fluidului folosit, acesta fiind motivul pentru care puterea absorbita
de etanol este mai mica decat in cazul apei. Modul in care undele acustice sunt propagate in
fluid este functie si de vascozitatea fluidului utilizat, uleiul fiind un fluid cu o vascozitate
ridicata, absoarbe o putere ultrasonica mult mai mica. In ceea ce priveste reactia de
transesterificare catalizata enzimatic, s-a pus in evidenta influenta apei in etanol. La o
concentratie scazuta a apei (0,5%) se obtin rezultate mult mai bune decat in cazul utilizarii
etanolului cu 4% apa. Efectul de intensificare a procesului cu ultrasunete a fost foarte vizibil
atunci cand ultrasunetele s-au aplicat pentru o perioada limitata (20 minute) urmate de o
perioada de reactie conventionala de 100 minute. In acest fel s-a obtinut o crestere
semnificativa a vitezei de reactie si a conversie uleiului n esteri etilici. Astfel conversia ule
a crescut la 60,19% — activare cu US 20 minute, fata de 31,2% — conventional.

C2. Transesterificare Enzimatica -reactorul de tip “Loop”

Cele mai bune rezultate au fost obtinute aplicand ultrasunetele la o0 amplitudine e 25%,
concentratia de FAEE crescand de la 5% la aproape 25%. O concentratie de FAEE de 40%
s-a obtinut prin aplicarea ultrasunetelor la amplitudinea de 25% timp de 20 de minute,
folosind alcool etilic cu continut scazut de apa (0,5%). Aceste rezultate demonstreaza
activarea enzimei in urma aplicarii ultrasunetelor pe perioade scurte de timp.
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Figura C2.4: Conversia utila in timp, folosind instalatia in regim continuu, aplicind ultrasunete cu sonda
Vibracell, la diferite amplitudini, folosind ca reactant fie etanol 96%, fie etanol absolut, aplicand ultrasunete
cu o amplitudine de 25% timp de 20 de minute, apoi reactia a mers la conventional timp de 100 minute
(densitate de putere acustica pentru 25% ampl. 0.1 W/mL)

Concluzii Partiale

La utilizarea ultrasunetelor cresterea amplitudinii US a condus la cresterea cantitatii de
ester formata, insa peste anumite valori se poate dezactiva enzima.

Utilizarea alcoolului etilic cu continut scazut de apa (0,5%) conduce la rezultate mai
bune (conversie 37%) fatd de utilizarea alcoolului etilic cu 4% apa (conversie 25%).

Cele mai bune rezultate s-au obtinut in procesul de transesterificare enzimatica prin
combinarea celor doua metode, si anume se realizeaza o activare a enzimei cu ultrasunete un
timp de 20 minute, urmata de transesterificarea conventionald timp de 100 minute. In acest

fel se obtine o conversie de 37% , fata de doar 19,8 % la aplicarea US in mod continuu sau
doar 6% la metoda conventionala.

C3. Transesterificare Enzimatica-Baia Rheus

Materiale si Metode

Metode

Uleiul de floarea soarelui (22.5 mL), impreuna cu alcool etilic anhidru (7.5 mL) si
enzima Lipozyme 435 (imobilizatd pe suport 0.02g/mL) au fost introduse in reactorul
termostatat la 50°C. Progresul reactiei a fost urmarit prin colectarea de probe la diferite
intervale de timp si s-a analizat la GC concentratia de esteri de acizi grasi formati. Reactia a
avut loc intr-un reactor de 30 mL, prevazut cu agitare mecanica. Intensificarea reactiei de
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transesterificare enzimatica s-a realizat utilizand echipamentul generator de ultrasunete Sars
Rheus. Echipamentul de ultrasunete este prevazut cu o baie de ultrasunete, cu sistem de
racire; un sistem de control al intensitafii de ultrasunete (echipament cu tensiune reglabila/
prin reglarea tensiunii de la retea putem controla puterea acustica aplicatd) si un sistem de
aplicare a ultrasunetelor in pulsuri (20 on/10 off). Tensiunea de la reteaua electrica a variat
intre 80V, 100V si 120V. Conditiile de reactie constante au fost: raportul molar ulei de floarea
soarelui: alcool etilic de 1:6, temperatura de 50 °C.

FiguraCa3.2: Instalatia de transesterificare cu functionare discontinua (1 - Reactor transesterificare; 2- Baia de
ultrasunete RHEUS; 3 - Sistem de control pentru baia de ultrasunete; 4 - Sistem de control al energiei de
alimentare de la retea; 5 - Sistem de agitare; 6 — Termostat; 7 - Sistem de control pentru ciclul de sonicare)

Rezultate si Discutii
Influenta tipului de sonicare (continuu sau in pulsuri) asupra concentratiei de biodiesel
obtinut pentru baia RHEUS

In reactiile de transesterificare enzimatica asistate de ultrasunete, un factor important
este puterea ultrasonicd. Pentru baia cu ultrasunete RHEUS, puterea ultrasonica a fost
determinatd anterior pentru fluidul de cuplaj n-alcani prin metoda calorimetrica si prin
metoda degradarii cu p-nitrofenol. Astfel s-a urmarit influenta tipului de sonicare (continuu
sau in pulsuri 20 sec on/10 sec off) asupra conversiei in biodisel la aplicarea diferitelor puteri
ultrasonice. La un interval de 1 ora s-au prelevat probe si s-au analizat. Rezultatele obtinute
sunt reprezentate grafic Tn Figura C3.14.

In urma reactiilor de transesterificare enzimatica la diferite puteri ultrasonice s-a
determinat ca puterea optima pentru reactiile de transesterificare enzimatica pentru obtinerea
esterilor etilici ai acizilor grasi corespunde aplicarii ultrasunetelor in pulsuri, adica la puteri
scazute. In procesele cu sonicare continui puterile ultrasonice sunt mai mari si are loc
probabil dezactivarea enzimei conducand astfel la conversii mai mici. O conversie a uleiului
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de 60% s-a obtinut atunci cand s-a folosit etanol cu continut sciazut de apa (0,5%) si
ultrasunetele au fost aplicate timp de 30 min, reactia continuand timp de alte 100 de min fara
a aplica ultrasunete (Figura C3.15).
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Figura C3.14: Conversia utila dupa 1 ora si 2 ore de reactie, ultrasunetele au fost aplicate cu baia Rheus, la
diferite puteri acustice, folosind ca reactant etanol 96%, ultrasunetele au fost aplicate Th mod continuu sau ih
pulsuri de 20s on/10s off

Concluzii Partiale

In aceasta etapa s-a studiat determinarea puterii ultrasonice pentru echipamentul cu
baia RHEUS. Puterea ultrasonica s-a determinat prin doud metode: metoda calorimetrica si
metoda de degradare a p-nitrofenolului in prezenta ultrasunetelor. Masuratorile s-au efectuat
atdt Tn baia cu ultrasunete (pentru trei lichide de cuplaj: apa distilata, n-alcani si
polietilenglicol PEG 200), cat si in reactorul din sticla de transesterificare enzimatica (pentru
etanol, 96%). S-a observat ca la aplicarea ultrasunetelor in baia RHEUS cea mai mare putere
ultrasonica se obtine pentru fluidul de cuplaj polietilenglicol PEG 200, iar cea mai mica
pentru n-alcani. PEG 200 absoarbe cea mai mare cantitate de energie, pe cand n-alcanii
absorb cel mai putin energia vibrationald. Pentru a confirma formarea radicalilor liberi, si a
putea cuantifica efectul acestora, s-au realizat experimente in camp acustic, urmarind
concentratia de p-nitrofenol in timp, la diferite amplitudini ale undelor acustice. Se poate
observa comportamentul diferit al celor trei solventi utilizati drept lichid de cuplaj in
transferul energiei ultrasonice care poate determina degradarea p-nitrofenolului. Cea mai
mare scadere a concentratiei de p-nitrofenol s-a obtinut pentru apa, iar cea mai mica scadere
pentru polietilenglicol.

Dupa calibrarea reactorului si alegerea celui mai buna lichid de cuplaj s-au efectuat
experimentari pentru transesterificarea uleiului de floarea soarelui cu etanol. Au fost puse in
evidentd influenta concentratiei de apa in etanol (cele mai bune rezulatate au fost obtinute la
0 concentratei scazuta de apa de doar 0,5%); a puterii ultrasonice aplicate si pulsurilor
aplicate (rezultate mai bune au fost obtinute la aplicarea in pulsuri 20s ON si 10 s Off, in
comparatie cu aplicare in mod continuu) si a modului de aplicare a ultrasunetelor — rezultatele
cele mai bune fiind obtinute la o aplicare continua timp de 20 minute urmata de desafsurarea
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reactiei inca 100 minute in mod conventional. In cele mai bune conditii conversia utila a
uleiului a fost de 59%.

D. Concluzii Generale

In cadrul cercetarii despre intensificarea reactiilor enzimatice cu ajutorul US s-au
studiat doua procese generale:

. Procesul de esterificare pentru obtinerea acetatului de izoamil.

Reactiile heterogene de esterificare s-au realizat utilizand doua tipuri de catalizatori

solizi: enzimele depuse pe suport si rasinile schimbatoare de ioni puternic acide.

Il.  Procesul de transesterificare pentru obtinerea esterilor etilici ai acizilor grasi

(FAEE).

Reactiile heterogene de transesterificare s-au realizat utilizand catalizatori solizi:

enzimele depuse pe suport.

|. Procesul de esterificare pentru obtinerea acetatului de izoamil

a) Esterificarea enzimaticd

S-a urmarit intensificarea procesului de esterificare a acidului acetic cu alcool
izoamilic catalizat de enzima depusa pe suport - Lipozyme 435. Studiul s-a efectuat utilizand
diferite conditii pentru a determina efectul unor parametri operationali asupra productiei de
acetat de izoamil. Au fost determinate cele mai bune conditii de ultrasonicare pentru
imbunatatirea activitatii, stabilitatii si reutilizarii enzimei.

Au fost utilizate doua tipuri de reactoare distincte: un reactor discontinuu cu agitare
si un reactor de tip “Loop”.

Pentru reactorul discontinuu intensificarea procesului s-a realizat cu ajutorul unor bai
de ultrasunete. Pentru a obtine o cantitate maxima de ester, a fost studiat efectul diferitilor
parametri (cantitatea de enzima, raportul molar alcool-acid, puterea ultrasunete si
temperaturd) asupra sintezei acetatului de i-amil prin cataliza enzimatica. Cel mai bun
rezultat a fost obtinut utilizdnd 50 mg/g Lipozyme 435, raport molar alcool i-amilic:acid
acetic 2:1 si o temperaturd de 50 °C. Cel mai important parametru studiat in aceastd etapa
este puterea de ultrasunete, care corelati cu temperatura de reactie a fost de 8.5 mW/cm?3, S-
a observat cd o crestere a puterii ultrasonice la temperaturi scazute duce la o crestere a
concentratiel de esteri in masa finala de reactie. La temperaturi mai ridicate (> 60 °C)
cresterea puterii ultrasonice dezactiveaza enzima si concentratia de esteri obtinuta scade.

Pentru a creste eficienta de utilizare a enzimei s-a utilizat un reactor de tip “loop”. In
reactor se afla 0,8 g de enzima iar volumul liber al reactorului este de 0,8 mL, in acest fel se
asigura un raport foarte bun intre cantitatea de enzima raportata la volumul de reactant. Pentru
a putea trata un volum mai mare de reactie, amestecul de reactie se stocheaza intr-un vas de
unde este pompat ih mod continuu prin reactor. In acest fel cantitatea de enzima este redusa
fata de cea utilizata 1n reactorul cu agitare discontinuu. Reactorul de tip “loop” a fost utilizat
ntr-o baie de ultrasunete sau intr-o constructie speciala unde ultrasunetele sunt furnizate de
o0 sonda de tip Vibracell. Pentru fiecare configuratie a reactorului de tip “loop”utilizat in baia
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de ultrasunete s-au determinat calorimetric densitatea de putere ultrasonica. Au fost sudiata
influenta diversilor parametri asupra vitezei procesului de esterificare: debitul de lichid,
denistatea de putere, ciclul de aplicare On/Off a ultrasunetelor. Pentru aplicarea
ultrasunetelor in mod continuu a fost stabilita cea mai buna putere ultrasonica ca fiind cea de
11,3 W/kg. La aplicarea ultrasunetelor in regim ON/OFF nu s-au obtinut valori mai bune
decat la aplicarea ultrasunetelor in mod continuu. S-a pus in evidenta si dezactivarea in timp
a enzimei utilizata succesiv in reactie, fara a fi reactivata.

Utilizarea unui reactor de tip “loop” scufundat in baia de US pentru intensificarea
procesului de esterificare enzimaticd nu a permis obtinerea unor rezultate mai bune decéat cele
obtinute la reactorul clasic cu agitare. Din acest motiv au fost continuate cercetarile prin
utilizarea unui reactor de tip “loop” iar intensficarea procesului s-a realizat prin utilizarea
unei sonde de US care se poate pozitiona la diferite distante de reactor.

S-a urmarit punerea in evidenta a efectului US asupra formarii de radicali liberi si
ulterior asupra intensificarii transferului de masa. In acest fel s-a obtinut o configuratie a
reactorului in care sa se obtind un efect favorabil asupra transferului de masa dar cu formare
redusa de specii active. Odata obtinuta aceasta configuratie s-a studiat procesul de esterificare
enzimatica.

In configuratia optima s-a realizat programul experimental pentru studierea influentei
ultrasunetelor (amplitudine, ciclu de functionare si timpul de sonicare) si temperaturii asupra
procesului de esterificare enzimatica. S-au obtinut valori mult mai bune (450 mg ester/g amestec
reactie) decat in cazul reactorului tip “loop” operat in baia de ultrasunete (321 Mg ester/q amestec
reactie) SaU TN cazul reactorului discontinuu cu agitare (386 MQ ester/g amestec reactie) desi timpul
real de sonicare a fost de ordinul minutelor.

In urmatoarea etapa a cercetirii experimentale s-a studiat esterificarea acidului acetic
cu alcoolul izoamilic utilizand drept catalizatori rasini schimbatoare de ioni si s-a urmarit
influenta diferitilor parametri asupra procesului continuu de esterificare asistata de
ultrasunete. Procesul de esterificare in cataliza heterogena in prezenta rasinilor schimbatoare
de ioni, asistat de utrasunete a acidului acetic cu alcoolul izoamilic a fost efectuat utilizand
diferite conditii pentru a determina cei mai buni parametri pentru a obtine cele mai mari
concentratii de ester. Pentru aceasta s-a studiat influenta amplitudinii ultrasunetelor si a
tipului de sonicare continuu sau in pulsuri asupra concentratiei de ester obtinuta in procesul
de esterificare prin metoda conventionala sau asistata de ultrasunete.

Cea mai mare concentratie de ester (300 mg ester/g amestec de reactie) a fost atinsa
la o amplitudine cu ultrasunete de 35% si la un ciclu de lucru de 50%. Rezultatele arata o
perspectiva favorabild a tehnicii cu ultrasunete pentru a imbunatati eficienta procesului si a
reduce timpul de reactie atunci cand se utilizeazd Dowex 50 (X8) — viteza procesului
intensificat cu US este de aprox. 2 ori mai mare decat a procedeului conventional

Il. Procesul de transesterificare pentru obtinerea esterilor etilici ai acizilor grasi

(FAEE)

In aceasti etapi s-a studiat reactia de transesterificare enzimatici a uleiului vegetal de

floarea soarelui cu alcool etilic folosind enzima imobilizata pe suport Lipozyme 435. Au fost
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efectuate experimente prin doud metode: metoda conventionald si metode asitate de
ultrasunete. Prin metoda conventionala s-a studiat influenta cantitatii de enzima si utilizarea
diferitelor tipuri de sisteme de agitare. De remarcat este faptul ca la o cantitate de 0.4 g enzima
se obtine o cantitate destul de mare de esteri (foarte apropiatd de cea obtinutd dupa 6 ore).
Scurtarea timpului de transesterificare poate sa compenseze cresterea cantitatii de enzima din
punctulul de vederea al costurilor procesului.

Reactiile asistate de ultrasunete au avut loc folosind trei echipamente diferite de
generare a undelor acustice: o baie de ultrasunete Rheus, un echipament tip sonda- Vibracell si
un echipament in care undele acustice generate sunt transmise de-a lungul unei tevi- MMM
clamp-on. Cresterea cantitatii de enzima a condus la cresterea concentratiei esterilor obtinuti.
La utilizarea ultrasunetelor cresterea amplitudinii US a condus la cresterea cantitatii de ester
formata, Insa peste anumite valori se poate dezactiva enzima.

Puterea ultrasonica este mai mare pentru apa distilata si mai mica pentru etanol, i mult
mai mica pentru ulei. Puterea generata de ultrasunete este dependenta de presiunea de vapori a
fluidului folosit, acesta fiind motivul pentru care puterea absorbita de etanol este mai mica
decat in cazul apei. Modul in care undele acustice sunt propagate in fluid este functie si de
vascozitatea fluidului utilizat, uleiul fiind un fluid cu o vascozitate ridicata, absoarbe o putere
ultrasonicd mult mai mica.

Efectul de intensificare a procesului cu ultrasunete a fost foarte vizibil atunci cand
ultrasunetele s-au aplicat pentru o perioada limitatd (20 minute) urmate de o perioada de
reactie conventionala de 100 minute. In acest fel s-a obtinut o crestere semnificativa a vitezei
de reactie si a conversie uleiului Tn esteri etilici. Astfel conversia ule a crescut la 60,19% —
activare cu US 20 minute, fatd de 31,2% — conventional.

Dupa calibrarea reactorului si alegerea celui mai buna lichid de cuplaj s-au efectuat
experimentari pentru transesterificarea uleiului de floarea soarelui cu etanol. Au fost puse in
evidenta influenta concentratiei de apa n etanol (cele mai bune rezulatate au fost obtinute la
0 concentratie scazuta de apa de doar 0,5%); a puterii ultrasonice aplicate si pulsurilor
aplicate (rezultate mai bune au fost obtinute la aplicarea in pulsuri 20s ON si 10 s Off, in
comparatie cu aplicare in mod continuu) si a modului de aplicare a ultrasunetelor — rezultatele
cele mai bune fiind obtinute la o aplicare continua timp de 20 minute urmata de desfasurarea
reactiei inca 100 minute Tn mod conventional. In cele mai bune conditii conversia utila a
uleiului a fost de 59%.

E. Contributii Proprii

Elementele de originalitate care se disting in urma acestei cercetari sunt:

v' S-au determinat conditiile optime pentru intensificarea proceselor de esterificare
enzimatica cu ajutorul ultrasunetelor

v S-au determinat conditiile optime pentru intensificarea proceselor de esterificare
catalizate de rasini acide cu ajutorul ultrasunetelor

v' S-au determinat conditiile optime pentru intensificarea proceselor de transesterificare
enzimatica cu ajutorul ultrasunetelor
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v’ S-a realizat si brevetat o instalatie cu ultrasunete destinata studiului reactiilor

enzimatice
F. Directii Viitoare de Cercetare

Avand 1n vedere cele prezentate mai sus se poate concluziona ca lucrarea de fata si-a
atins obiectivele propuse.

Studiul experimental poate fi continuat 1n special in directia ridicarii la scara industriala
a instalatiei ce permite intensificarea reactiilor de esterificare si transesterificare catalizate de
ultrasunete sau rasini acide cu ultrasunete si/sau microunde.

In continuare se pot realiza studii pentru activarea enzimelor cu ajutorul ultrasunetelor
in etapa de pretratament a catalizatorului.

Se poate studia efectul ultrasunetelor asupra unui spectru mai larg de catalizatori de tip
enzima si pentru diverse tipuri de reactii.
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