RST - RAPORT STIINTIFIC SI TEHNIC IN EXTENSO
ETAPA Il: 2015

Obiectivele etapei
1. Dezvoltarea modelelor experimentale de obtinere a catalizatorilor si a derivatilor furanici esterificati.
Experimentarea modelelor si dezvoltarea tehnologiilor la nivel de laborator.
2. Protejarea drepturilor de proprietate intelectuala la nivel national, diseminarea rezultatelor prin participari la
conferinte si publicare de articole stiintifice.
n vederea atingerii obiectivelor celei de-a doua etape, activitatile au fost directionate pe trei tinte principale:
1. Studiul posibilitatii obtinerii hidroximetil furfurolului din melase prin dezvoltarea unor sisteme
catalitice omogene / heterogene.
2. Studii preliminare a modelului si de dezvoltare a tehnologiei la scara de laborator pentru reactiile de
acetalizare, pentru conversia derivatilor furanici intermediari
3. Elaborarea unor sisteme biocatalitice robuste pentru reactiile de finale de obtinere a biocombustibililor

I.REZUMATUL ETAPEI

1. S-au realizat investigatii complexe privind obtinerea hidroximetilen furfurolului in cataliza acida omogena
si heterogena, punandu-se la punct metodele chimice de control ale procesului, parcurgindu-se etapele
de evaluare a performantelor fiecarei variante studiate. Procesele au fost realizate la scara de laborator,
culegandu-se date suficiente pentru scale-up. S-a identificat varianta tehnologica optima.

2. S-au realizat investigatii complexe ale reactiei de acetalizare a furfurolului, a 5-hidroximetilen
furfurolulului si a 5-metoximetilen furfurolului in verea obtinerii gliceril acetalulilor furfuralului, 5-
hidroximetilenfurfuralului si 5-metoximetilenfurfuralului. Aceste investigatii efectuate la scara de
laborator co.in date utilizabile la transpunerea la scara. Utilizarea reactiei de acetalizare a derivatilor
furfuralului cu glicerina a fost realizata Tn scopul valorificarii glicerinei — subprodus la alcooliza grasimilor
obtinut odata cu biodieselul clasic si totodata pentru cresterea hidrofobicitatii conjugatilor formati.

3. S-a realizat un sistem biocatalitic insolubil, utilizat Tn premiera in producerea de biodiesel. Sistemul
valorifica potentialul catalitic al lipazelor cu hidrofobilitatea nanotuburilor de carbon, rezultatul fiind un
produs care lucreaza cu inalta eficienta in conditiile unor limitari difuzionale extrem de reduse. Elaborarea
si utilizarea sistemului a fost optimizata la nivelul principalilor factori de influenta.

Il. DESCRIEREA STIINTIFICA SI TEHNICA, CU PUNEREA IN EVIDENTA A REZULTATELOR ETAPEI SI
GRADUL DE REALIZARE A OBIECTIVELOR

1. Studiul posibilitatii obtinerii hidroximetil furfurolului din melase prin dezvoltarea unor
sisteme catalitice hererogene

Contine doua parti: dezvoltarea metodelor de analiza pentru monitorizarea conversiei materiei prime si studiul
unor sisteme catalitice pentru sinteza HMF.

1.1. Dezvoltarea metodelor de analiza pentru monitorizarea conversiei materiei prime

n conditiile de lucru, melasa va hidroliza la un amestec de monoglucide (in particular glucoza si fructozs)
care se vor deshidrata la hidroximetilen furfurol. Plecand de la aceastad premisa de lucru, s-a elaborat o metoda de
analiza pentru caracterizarea materiei prime si a produsilor de reactie. Produsul principal de reactie este 5-
hidroximetil-furfuralul, (HMF), care se gaseste intr-un amestec cu glucoza si fructoza nereactionate, precum si cu
alti compusi prezenti in cantitate redusa care provin din melasa sau reprezinta produsi de condensare ai HMF cu
diferiti compusi aminici, hidroxilici prezenti.



Metodele de electie au fost GC —MS, pentru caracterizarea fractiei mai volatile ce contine HMF, iar pentru
fractia ce contine monoglucidele si HMF a fost Cromatografia de inalta performanta (HPLC).
Studiile preliminare au avut ca scop testarea unor diferite sisteme catalitice in procesul de conversie a
fructozei, intermediarul model care se obtine la hidroliza, deshidratarea melasei in cataliza acida in pentru
producerea de HMF

1.1.1. Elaborarea metodei de analiza HPLC pentru amestecurile de reactie care contin fructoza si HMF

S-a utilizat un aparat HPLC JASCO echipat cu detector UV-VIS. Aparatul din dotare este echipat cu o pompa
cuaternard. Pentru identificarea si cuantificarea HMF s-a folosit o coloana NUCLEOSIL C18, cu urmatoarele
caracteristici: marimea particulelor Spum, lungimea coloanei 25cm, diametru 3.2mm, marimea porilor 100A. Faza
mobila a fost un amestec de ACN-apa demineralizata si solutie Buchler. Prin utilizarea solutiei Buchler 100% s-a
obtinut o crestere a selectivitatii si sensibilitatii separarii in conditiile optimizarii timpului de analiza.

a) Determinarea concentratiei de 5-hidroximetilfurfural
Nr. Stand. I I v v S-a folosit ca eluent o solutie 100% Buchler.
¢ (mg/ml) 0.75 0.5 0.25 0.125 Para.metrll folositi: debit de feluent 1m|/m.|n,
lungime de unda 254nm, timp de analiza
Al (mvV) 397.3 271.1 131.1 69.1 15minute. Pentru analiza se prepara 5 solutii
A2 (mV) 296.5 5720 1335 9.3 standard HMF cu concentratii diferite (vezi
) ) ) ) tabelul 1).
A3 (mV) 397.1 2713 133.6 69.1 Timpul de retentie (RT) pentru HMF
A este de 11.5min (x0.5min). Diferentele dintre
med 396.67 271.43 132.8 69.17 semnale la unele dintre analize sunt
Tabelul 1.1. M3suratori de calibrare cu solutii standard de HMF | determinate de echipament.
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Fig.1.1 Curba de calibrare pentru HMG:

b) Determinarea concentratiei de fructoza

# Stand. | m m Y, Carbohidratii pot fi cuantificati cu un
¢ (mg/ml) 10 5 25 1 detector UV la lungimi de unde mici, fara
AL (mV) 30.8 15.4 75 34 derivatizare; dezavantajul este metodei
A2 (mV) 31.0 16.3 79 34 constd Tn zgomotul de fond care poate fi
A3 (mV) 313 16.2 30 34 ridicat Tn acest domeniu. Totusi, cu aparatul
A, 31.03 15.97 78 3.4 din .dotare cuantifica.re.a carbohidratilor s-a
Tabelul 1.2. Masuratori de calibrare cu solutii standard de fructoza realizat cu o precizie de 95% pentru

concentratii mai mari de 0.1 g/L. Pentru



analiza fructozei se foloseste ca eluent solutia Buchler 100%. Parametrii folositi: debit de eluent 1ml/min,
lungimea de unda 195nm, timpul de analiza 10 minute. Pentru analiza se prepara 4 solutii de fructoza cu
concentratii diferite. Identificarea fructozei s-a facut pe ba baza timpului de retentie.
Din analiza datelor s-a obtinut dreapta de calibrare:

Aria =3.12325 x concentratia; coficientul de regresie este R*= 0.9995
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# [Used Name | o/ | Aea | RF | Chromatogram | Date |Areafrecald Res% | time[Min] | Level | Username
P 1 | ¥ |Point1 10.00 31.03 0.32 User defined 10/7/2015 2:40:4 31.23 .0 1

2 | v |Point2 5.00 16.97 0.31 User defined 10/7/2015 2:40:4 15.62 2.22 0.00 1
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Fig.1.2.Curba de calibrare pentru fructoza
1.2. Studiul unor sisteme catalitice pentru sinteza HMF

Melasa hidrolizata acid conduce prin deshidratare tot in conditii acide la HMF. Faza de deshidratare poate
fi realizata in catalizd omogena sau heterogena. Ambele sisteme prezinta avantaje cat si dezavantaje, astfel incat
adoptarea variantei optime presupune o evaluare cat mai completa a ambelor variante. In cazul sistemelor
omogene
1.2.1. Investigatii privind obtinerea HMG in sisteme catalitice omogene

Deshidratarea materiei prime se realizeaza cu minerali precum acidul sulfuric sau fosforic, in solventi
organici. Realizarea procesului in cataliza omogena decurge in prezenta unor acizi minerali tari, precum acidul
sulfuric si acidul fosforic. Materia prima utilizata in aceasta faza a fost fructoza, intermediarul model rezultat la
hidroliza melasei in prezenta acelorasi catalizatori. Metoda permite determinarea directa a conversiei materiei
prime prin analize HPLC. Dupa optimizarea procesului se va trece la testarea materiei prime, respectiv a melasei.
Aparatura de lucru
Sinteza HMF s-a realizat intr-un reactor cu manta din sticla, cu un volum de 500ml, prevazut cu capac de sticla cu
patru gaturi pentru refrigerent, termometru, agitator si palnie de picurare. incélzirea amestecului reactant s-a
realizat cu ajutorul unei calote prevazute cu sistem de reglare a temperaturii.

Modul de lucru

Se introduc In reactor 150-200 ml solvent si 3-5% g fructoza. Se porneste agitarea si se incalzeste amestecul la 65-
80°C. Dupa ce s-a atins temperatura prevazuta, se introduce catalizatorul prin picurare timp de 3 minute. Se agita
timp de 1h, dupa care masa de reactie se raceste la temperatura camerei si se filtreaza. Neutralizarea
catalizatorului si recuperarea fazei organice s-a realizat diferit in functie de natura solventului.

Program experimental

Parametrii testati Tn cadrul programului experimental au fost: natura solventului, tipul si concentratia
catalizatorului. Solventii folositi in experiment au fost iZopropanol, tetrahidrofuran, isobutanol si toluen.
Catalizatorii utilizati la realizarea sintezei au fost: acidul sulfuric si acidul fosforic.



A.Acidul utilizat la deshidratare: acidul sulfuric 97%

Prelucrarea masei de reactie n functie de tipul solventului testat este prezentata mai jos:

Varianta 1: izopropanol
Se neutralizeaza cu solutie de 1M de NaHCO;, dupa care se adauga solutie saturatda de NaCl pentru exprimarea
fazei organice care contine HMF. Separarea fazei organice de faza apoasa s-a realizat cu o palnie de separare.
Recuperarea completa a fazei organice din cea apoasa s-a realizat prin extractie succesiva in trei etape cu
isopropanol. Indepértarea solventului din faza organica s-a realizat prin distilare cu un rotavaporator la doua
presiuni. n prima etap3, s-a indepértat isopropanolul ca azeotrop cu apa la presiunea de 230 mbar iar a doua
etapi s-a indepértat restul de ap3 prezentd in faza organicd la 77 mbar. in blazul de distilare se introduce aceton3
pentru indepartarea fructozei nereactionate si a sarurilor minerale (solubilitatea in acetona a fructozei si a sarurilor
este mica). Suspensia acetonica se filtreaza si apoi se evapora acetona.

Variantele 2, 3: tetrahidrofuran (THF), izobutanol
Masa se neutralizeazi cu solutie de 1M de NaHCOs; si se filtreaz3. Tndepirtarea solventului din faza organica s-a
realizat prin distilare la rotavaporator (in prima etapa distila THF, dupa care apa). Ca si in cazul precedent in blazul
de distilare se introduce acetona, apoi amestecul rezultat se filtreaza iar acetona se distila. Metoda se aplica si
atunci cand solventul este isobutanolul.

Varianta 4: toluenul
D-fructoza se dizolva in apa. Faza organica formata in reactie este extrasa din faza apoasa in toluen. Recuperarea
fazei organice din toluen se realizeaza prin distilare la rotavapor. Aceasta varianta prezinta avantajul ca acidul nu
trebuie neutralizat, dar are si dezavantajul ca se formeaza intr-o proportie mai mare substante secundare, multe
condensate care ingreuneaza filtrarea.

Influenta naturii si concentratiei catalizatorului

Influenta concentratiei catalizatorului a fost studiata Tn cazul utilizarii acidului sulfuric. Studiul procesului a
fost realizat la trei rapoarte molare acid sulfuric / fructoza: 3.38/1, 2.53/1, 1/1. La raportul molar acid sulfuric /
fructoza de 3.38/1 se observa o conversie a fructozei mai mare decét la valori mai mici ale raportului molar. Mediul
puternic acid prezinta dezavantajul favorizarii reactiilor de eterificare a hidroximethilfurfuralul atunci cand
solventul folosit este izopropanolul cu formarea izopropoxi-methilfurfuralului. Inlocuirea solventului pentru
eliminarea acestui dezavantaj (tetrahidrofuran, toluen si isobutanol) genereaza alte dezavantaje. Astfel in cazul
utilizarii tetrahidrofuranului si a toluenului, fructoza prezinta o solubilitate redusa, iar folosirea unui cosolvent in
care D-fructoza se dizolva precum apa, favorizeaza formarea altor produse secundare o reactie notabila fiind
degradarea HMF in acid levulinic si acid formic.

Compozitia fazei organice in cazul sintezei realizate in prezenta acidului sulfuric la un raport molar acid
sulfuric / fructoza de 3.38/1 este prezentata in figurile 1.3-1.5. Se observa din analiza GC-MS/MS ca compusii
volatili sunt: 5-hidroximetilfurfural, 5-propoximetilfurfural si un produs necunoscut. Din evaluarea HPLC (Fig 1.5) se
poate cuantifica a concentratiei HMF, se poate calcula selectivitatea reactiei la HMF de 30% si conversia totald a
fructozei.

Peak Number RT Area Area % Height Area Sum %
1 5.235 343048 14.59 138773 9.33
2 7.333 2351573 100 584893 63.99
3 8.108 980316 41.69 362232 26.68
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Hidroximetil Furfural
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Fig. 1.5 Cromatograma HPLC a amestecului de reactie de la deshidratarea acida a fructozei

B. Acidul utilizat la deshidratare: acidul fosforic
Pentru realizarea procesului de sinteza a HMF in prezenta acidului fosforic s-a utilizat isobutanolul ca solvent,
avand in vedere reactivitatea ridicata a isopropanolului in reactia de eterificare cu HMF. Procesul s-a realizat la un
raport molar acid fosforic / fructoza de 1:1, pe o durata de maxim 4 ore. Conversia maxima a fructozei de 57.33%,
s-a atins dupa 4 ore iar selectivitatea la HMF a fost de numai 1%.

1.2.2. Investigatii privind obtinerea HMG in sisteme catalitice heterogene

Aceste sisteme au avantajul, ca necesitd un numar redus de operatiuni unitare, recuperarea
catalizatorului este mai usoara (decurge de obicei numai printr-o simpla filtrare/ centrifugare). Principalele
dezavantaje constau in pretul mare al catalizatorilor si cheltuielile de cercetare pentru optimizarea retetei
catalitice. Optimizarea retetei catalitice presupune elaborarea unei tehnologii ieftine de regenerare a
catalizatorului, de obtinere a unui catalizator cat mai stabil si finalmente, pentru o productie data, o influenta
minima a catalizatorului in costurile investitionale si de operare. Catalizatorii solizi recomandati in astfel de procese
sunt fie acizi minerali depusi pe suporturi catalitice de tip silice mezoporoasa (SBA15 , MCM-41 ), carbune activ,
sau y-aluming, functionalizate, fie cationiti (Dowex, Amberlyst , etc). Preocuparile sunt orientate spre obtinerea de
catalizatori cu tarie acida optima pentru deshidratarea selectiva a D-fructozei la 5-hidroximetilfurfural.

1.2.2.1. Catalizatori de tip fosfowolframici

Au fost testati catalizatori pe baza de acid fosfowolframic depus pe doua suporturi de silice mezoporoasa:
SBA-15 si MCM-41. S-a realizat o inestigatie exploratorie cu cei doi catalizatori si cele doua suporturi
a. Catalizatorul care contine 40% acid fosfowolframic pe MCM-41 (40PW/MCM-41).
Parametrii de operare:, Raportul masic D-fructoza / catalizator: 5/1; Temperatura de lucru: 120°C. Solvent:
dimetilformamida (DMF)
Modul de lucru

Se introduc In reactor 100 ml DMF si 3 g fructoza. Se porneste agitarea si se incalzeste amestecul la 120°C.
Dupa ce s-a atins temperatura de lucru se introduc 0.6 g catalizator 40PW/MCM-41. Suspensia se agita timp de 4h,
dupa care se raceste la temperatura camerei, final catalizatorul indepartandu-se prin filtrare. Se ia 1ml de proba
pentru analiza in fiecare ord. Faza lichida a masei de reactie s-a analizat prin metoda HPLC. Rezultatele sunt
prezentate in tabelul 3. Conversia fructozei a fost de 25.3% la un timp de reactie de 60 minute si 41.67% dupa 240
minute de reactie. Selectivitatea la HMF a fost de 2.05% la un timp de reactie de 60 minute si scade pana la 1.26%



dupa 240 minute. Din analiza GC-MS/MS se observa ca un compus chimic cu o masa moleculara de 252 probabil un
dimer al HMF (fig.1.7).

Tabelul 1.3. Rezultate ale conversiei fructozei la HMF cu catalizatorul 40PW/MCM-41
t (min) Fructoza in Fructoz.a“ HMF in Conversie Selectivitate la
proba (g) convertita proba (g) fructoza, % HMF,%
60 2.241 0.759 0.0109 25.3 2.05
240 1.75 1.25 0.0111 41.67 1.26
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Fig 6.Cromatograma GC-MS/MS din proba conversiei fructozei la HMF cu 40PW/MS1, dupa 240 min.
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Fig7. Spectrul de masa a probelor 40PW/MS1, dupd 240 min.

b. Catalizatorul care contine 30% acid fosfowolframic pe silice mezoporoasa SBA15 (30PW/SBA15)
Parametrii de operare: Raportul masic D-fructoza / catalizator: 5/1;Temperatura de reactie: 90°C; Solvent:DMF
Modul de lucru
Se introduc in reactor 70 ml dimetilformamida (solvent) si 2.1 g fructoza. Se porneste agitarea si se incalzeste
amestecul la 900C. Dupa ce s-a atins temperatura prevazuta se introduce 0.4g 30PW/SBA15. Se agita timp de 4h,
si dupa racire la temperatura camerei se filtreaza catalizatorul. S-au prelevat pentru analiza cate 1ml de proba in
fiecare ora. Deshidratarea fructozei la HMF s-a studiat la temperatura de 90°C in prezenta solventului
dimetilformamida. Conversia fructozei la un timp de reactie de 420 minute a fost de 23.56% iar selectivitatea la
HMF a fost de 3.56%.

Se observa ca in cazul catalizatorilor superacizi de tip acid fosfowolframic depus pe cele doua tipuri de
silice mezoporoase la concentratii de 30% si respectiv 40% s-au obtinut performante scdzute. Astfel, pentru
conditiile de operare selectate, s-au obtinut de catre noi conversii ale fructozei de maxim 40% dupa 240 minute iar

320 9
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selectivitatea maxima la HMF a fost de 3.5% si scade odatda cu cresterea timpului de contact. Ridicarea
temperaturii de la 90°C la 120°C a dus la scaderea selectivitatii de la 3.5% la 2% la o conversie a fructozei
constanta de 40%. Selectivitatea scazuta, este atribuita transformarii HMG in conditiile de reactie date.

Plecand de aici, deshidratarea fructozei trebuie facuta pe catalizatori cu o aciditate mai redusa, respectiv
pe cationiti, la temperaturi de reactie 80-150°C in functie de solventul folosit. in literatura se regésesc catalizatori
pe de tip rasini schimbatoare de ioni functionalizate cu grupari sulfonice, care au condus la obtinerea unor
conversii de 70-90% si valori ale selectivitatii de 80-90%. De exemplu cu cationitul Amberlyst 15, in prezenta
solventului N,N-dimetilformamida, s-au obtinut conversii ale fructozei de pana la 75% cu selectivitati la HMS de 90-
98%. Cationitii catalitici solizi se separa usor de masa de reactie prin filtrare. Prin acesta se faciliteaza atat
reutilizarea lor, dupa o prealabila regenerare cat si transpunerea procesului la o scara mai mare.

1.2.2.2. Catalizatori de tip cationit — Amberlyst - 15

Protocol de lucru de principiu:

Pentru obtinerea 5-hidroximetilfurfuralului s-au selectat solventi polari, cu punct de fierbere relativ ridicat
n jurul valorilor 110-160°C (ex. DMF, DMA, n-butanol, DMSO). Solventul se incalzeste la temperatura de 80-120°C,
dupa care se va adauga fructoza in proportie de 2-10%. Dupa dizolvarea D-fructozei se se adauga catalizatorul la un
raport masic catalizator / fructoza de 0.5-2 / 1 (g/g). Dupa o agitare timp de 1-8 ore, suspensia se va filtra, pentru
separarea catalizatorului dupa racirea masei de reactie la temperatura camerei. Solventul indeparteaza prin
distilare in vid.

Protocolul pus in opera a utilizat pentru desgidratarea fructozei la HMG catalizatorul Amberlyst 15 partial
gonflat, un catalizator mezoporos cu dimensiunea mezoporilor relativ mica. Astfel, intr-un reactor de 500 ml cu
manta din sticld, prevazut cu capac de sticla cu patru gaturi pentru refrigerent, termometru, agitator si palnie de
picurare, s-au introdus 100 ml DMF si 3 g fructoza. S-a pornit agitarea si s-a incalzit la 90°C. Dupa deizolvarea
fructozei s-au adaugat 2 g Amberlyst 15 (raport masic rasina/fructoza de 2/3 ). S-au luat probe la fiecare 30 min
pentru analize. Dupa 5h masa de reactie s-a rdcit la temperatura camerei si s-a filtrat catalizatorul. Se indeparteaza
la vid solventul, obtinandu-se un produs portocaliu. Masa catalizatorului recuperat, respectiv 1.72 g cationit,
evidentiaza reducerea gradului de gonflare a rasinii (pierderea de faza lichida din pori).

Probele au fost analizate prin metoda cromatografica HPLC. S-a folosit un debit de 1ml/min, eluent 100% solutie
Buchler. S-a setat lungimea de unda la detectorul UV-VIS la 195 nm (pentru evidentierea fructozei). Dupa exact 3
min si 30 sec. Lungimea de unda se schimba la 254 nm in vederea evaluarii HMG. In vederea realizarii analizelor
cantitative s-au folosit curbe de calibrare atat pentru fructoza cat si pentru HMF. Produsele secundare nu au fost
identificate.
Relatiile folosite pentru determinarea performantelor proceselor sunt:

Conversia fructozei = (Fructoza convertitd/Fructoza initiald)*100

Selectivitatea la HMF = [(HMF* Mgyctozs/ Mume)/Fructoza convertitd]*100

t (min) Fructoza in Fructc?z? HMF in Conver.sia Selectivitate la
proba (g) convertita(g) proba (g) fructozei (%) HMF (%)
30 2.305 0.695 0.289 23.16 59.35
60 2.017 0.983 0.549 32.76 79.72
120 1.440 1.560 0.869 52.00 79.51
150 1.409 1.591 1.056 53.03 95.07
210 1.095 1.905 1.291 63.50 96.73
270 0.940 2.060 1.380 68.66 95.62
300 0.768 2.232 1.481 74.40 94.71
Tabelul 1.5. Performantele catalizatorului Amberlyst 15 pentru conversia fructozei la HMG
(D-fructoza/catalizator=3/2 —g/g)




n conditiile de lucru se observ o crestere in timp a conversiei. Selectivitatea inregistreaza un maxim, neatins cu
alte tipuri de catalizatori. Selectivitatea, remarcabila inregistreaza un maxim de 96,73% la 210 min de asemenea
remarcabil. Ridicand ponderea catalizatorului, in amestecul initial datele prezentate in tabelul 6 atesta atat
cresterea conversiei cat si a selectivtitii, la 300 min ajungandu-se la o conversie de 76,52% respectiv la o
selectivitate practic absoluta.

t (min) Fructoza in Fructt'Jzua HMF in Convers?ia Selectivitate la
proba (g) convertita(g) proba (g) fructozei, % HMF, %

60 1.395 0.705 0.490 33.57 99.21

120 0.993 1.107 0.770 52.71 99.28

180 0.717 1.383 0.946 65.85 97.63

240 0.538 1.562 1.066 74.38 97.41

300 0.493 1.607 1.125 76.52 99.92
Tabelul 1.6. Performantele catalizatorului Amberlyst 15 pentru conversia fructozei la HMG
(D-fructoza/catalizator=1/1 —g/g)

Pentru evaluarea influentei reutilizarii catalizatorului, acesta s-a folosit intr-un proces succesiv, fara o conditionare
speciala.

Protocolul experimental a fost similar celui cu exces de fructoza: in 86ml DMF s-a dizolvat 2.58g fructoza. Dupa
atingerea temperaturii de 90°C dupa care se adauga 1.72 g Amberlyst15 recuperat din sarja anterioara. Sistemul se
mentine sub agitare timp de 5h, in fiecare ora prelevandu-se probe pentru analize. La finele perioadei dup3,
racirea masei la temperatura camerei, s-a filtrat catalizatorul, Indepartandu-se prin distilare solventul. A fost
obtinut un lichid portocaliu, vascos.

t (min) Fructoza in :cr:S:rzt?ta, HMF in Conversi.a Selectivitatea la
proba, (g) (@) proba, (g) fructozei, % | HMF, %

60 1.445 1.135 0.491 43.99 61.75

120 1.074 1.506 0.811 58.37 76.86

180 0.925 1.655 0.903 64.14 77.88

240 0.853 1.727 1.006 66.93 83.15

300 0.798 1.782 1.098 69.06 87.95

Tabelul 1.6. Performantele catalizatorului Amberlyst 15 recuperat pentru conversia

fructozei la HMG (D-fructoza/catalizator=3/2 — g/g)

Se observa ca performantele sunt similare usor superioare in cazul utilizarii catalizatorului proaspat.

2. Studii preliminare a modelului si de dezvoltare a tehnologiei la scara de laborator pentru reactiile de
acetalizare, pentru conversia derivatilor furanici intermediari
2.1. Prezentare generala

O alternativa de valorificare superioara a glicerinei brute rezultate ca produs secundar la fabricarea
biodieselului, este prin transformarea chimica a acesteia, in componenti oxigenati pentru carburanti. Glicerina are
o structura polara si nu poate fi utilizatd ca atare drept component pentru carburanti, fiind complet insolubila in
acestia. Prin transformarea glicerinei in acetali se méireste solubilitatea in carburanti. In plus, acetalii pot
fmbunatati caracteristicile carburantilor clasici, in special cele legate de cantitatea de noxe din gazele de
esapament, deoarece acetalii glicerinei au un continut ridicat de oxigen in structurda, contribuind astfel la
fmbunatatirea combustiei.



5-Hidroximetilfurfuralul (HMF) avand o structura versatild, este un intermediar important pentru
numerosi compusi cu valoare de utilizare ridicata. HMF se poate obtine prin deshidratarea unor monoglucide
provenite din zaharozad, melase, amidon sau celuloza componenta a biomasei lignocelulozice.

Condensarea glicerinei cu aldehidele conduce de obicei la formarea unui amestec complex de izomeri cu
structura de 1,3-dioxaciclani disubstituiti, avand heterocicluri de 5 si 6 atomi, dupd cum are loc reactia grupei
carbonil cu grupele hidroxil din pozitile 1,2 sau 1,3 din structura glicerinei. Se obtin astfel amestecuri de
diasteromeri de tip 4-hidroximetil-1,3-dioxolani 2-substituiti si 5-hidroxi-1,3-dioxani.

HO HO

/‘a 33

OH 1,3 - dioxolani

I\ 7+ HO
Ho/t/o%/@Jf ﬁg/@

trans (e,e) cis (e,a)

1,3 - dioxani
Fig.2.1 Produsii de condensare ai furfuralului cu glicerina

Studiile preliminare vizand modelul bazat pe reactiile de acetalizare ale glicerinei au fost focalizate asupra
condensarii furfuralului cu glicerina. Experimentarile au fost continuate in directia acetalizarii 5-hidroximetil-
furfuralul si a derivatului sau substituit, 5-metoximetilfurfuralul (MMF).

Sinteza si caracterizarea furfuriliden glicerolului a oferit informatii utile pentru continuarea cercetarilor
privind condensarea cu glicerina a derivatilor 5-substituiti ai furfuralului, despre care nu exista informatii in
literatura de specialitate.

2.2. Sinteza gliceril acetalului furfuralului

2.2.1 Prezentare generala

Gliceril acetalul furan-2-carbaldehidei (furfuralului) s-a obtinut prin condensarea glicerinei cu furfuralul in
cataliza acid3, sub forma steroizomerilor conform ecuatiei din figura 2.1
S-au utilizat catalizatori acizi heterogeni. Deplasarea favorabild a echilibrului reactiei s-a realizat prin indepartarea
apei din sistem, prin distilare azeotropica, utilizand drept solventi toluenul si benzenul. S-a utilizat un exces mic de
furfural, fata de necesarul stoechiometric. Rezultd un amestec de 6 izomeri, respectiv 2 izomeri cis- si trans-2-(2-
furil)-5-hidroxi-1,3-dioxan, precum si si 4 diasteromeri sub forma a doua perechi de enantiomeri (R,R) - (S-S) si (R,S)
—(S,R) ai 2-(2-furil)-4-hidroximetil-1,3-dioxolanului.

2.2.2 Caracterizare analitica

Pentru analize s-a utilizat un cromatograf Agilent Technology 7890A GC MS/MS Triple Quad. in Fig. 2. se
prezinta cromatograma gliceril acetalului furan-2-carbaldehidei. La timpii de retentie 18,892; 18,976; 20,177 si
24,037 se prezinta 4 din cei 6 izomeri componenti, fiecare avand concentratiile cf. tabelului anexat. Nu s-a facut
atribuirea semnalelor pe structurile structurilor detectate.
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Fig.2.2. Cromatograma gliceril acetalului furan-2-carbaldehidei

2.3. Sinteza glicerilacetalului 5-hidroximetilfurfuralului

Sinteza gliceril acetalului 5-hidroximetilfurfuralului s-a realizat prin condensarea glicerinei cu 5-
hidroximetilfurfural. S-au utilizat urmatorii solventi: xilen, cloroform si 1,4-dioxan. Drept catalizatori s-au utilizat
derivati polimerici acizi macroporosi de tip PUROLITE CT 275, de tip AMBERLYST 15, si catalizatori superacizi de
tipul acidului tungstofosforic depus pe silice mezoporoasa. S-au obtinut produse cu numeroase impuritati. Grupa
hidroxilica din structura 5-hidroximetilfurfuralului este foarte reactiva, fiind in "pozitie alilica" si participa la
numeroase reactii nedorite. in plus, acetalul care se formeazd contine 2 grupe hidroxil ceea ce determini o
insolubilitate totala in hidrocarburile componente ale motorinei.

n aceste conditii, s-a recurs la blocarea grupei hidroxilice prin metilare, rezultdnd 5-metoxi-metilfurfural.
n continuare se va prezenta tehnologia de obtinere a gliceril acetalului 5-metoximetil-furfuralului.

2.4. Sinteza gliceril acetalului 5-metoximetilfurfuralului
2.4.1 Prezentare generala

Sinteza gliceril acetalului 5-metoximetilfurfuralului s-a realizat prin condensarea glicerinei cu 5-
metoximetilfurfural. Acesta a fost obtinut in cadrul experimentarilor de laborator, prin modificarea sintezei 5-
hidroximetilfurfuralului, in sensul realizarii metilarii in situ a acestuia, In prezenta metanolului. Astfel, sinteza s-a
realizat prin deshidratarea fructozei in cataliza puternic acida, simultan cu reactia cu metanolului. Au fost utilizati
numerosi solventi, solventul preferat fiind cloroformul. Reactia de baza la sinteza gliceril acetalului 5-
metoximetilfurfuralului este similara celei de la sinteza gliceril acetalului furan-2-carbaldehidei, prezentate in Fig.
1. in studiile preliminare s-au testat numerosi catalizatori acizi heterogeni, selectandu-se 2 catalizatori. Deplasarea
favorabila a echilibrului reactiei s-a realizat prin indepartarea apei din sistem, prin distilare azeotropica, utilizand in
studiile preliminare mai multi solventi. S-a preferat cloroformul. Reactantii au fost utilizati n raport
stoechiometric. Final rezultd un amestec de 4 izomeri, respectiv 2 izomeri cis- si trans-2-(2-metoximetilfuril)-5-
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hidroxi-1,3-dioxan, similari cu cei prezentati in Fig 2.1, Tn conformatie "scaun" si 2 izomeri cis- si trans-2-(2-
metoximetilfuril)-4-hidroximetil-1,3-dioxolan, similar cu cei prezentati in Fig 2.1.

2.4.2. 5-Metoximetilfurfuralul

A fost sintetizat Tn cadrul lucrarilor de laborator, utilizdnd metoda de sinteza a 5-hidroximetilfurfuralului,
modificata corespunzator. S-a deshidratat fructoza in prezenta HCl 37%, a metanolului, a unui co-catalizator
heterogen puternic acid, cu structura polimerica macroporoasa de tip PUROLITE CT 275 si a cloroformului ca
solvent. 5-Metoximetilfurfuralul format s-a extras in cloroform. Masa de reactie a fost filtrata pentru indepartarea
catalizatorului, iar filtratul a fost decantat. Solutia cloroformica a 5-metoximetilfurfuralul a fost spalata cu apa, iar
cloroformul s-a indepartat prin distilare.

n Fig. 2.3 se prezintd cromatograma 5-metoximetilfurfuralului.
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Fig. 2.3 Cromatograma 5-metoximetilfurfuralului

Sinteza gliceril acetalului 5-metoximetilturturalului, s-a realizat dupa urmatorul protocol experimental:

intr-o instalatie formatd dintr-un balon cu 4 gaturi, prevazut cu agitare actionatd electric, palnie de picurare,
termometru, calotd incalzita electric, condensator rdcitor, asamblat cu palnie decantoare, se introduc 92,5 g
glicerind 99,5%. Se porneste agitarea si se introduc in balon 6 g catalizator heterogen superacid de tipul acidului
tungstofosforic depus pe silice mezoporoasa. Peste amestecul din balon sub agitare, se dozeaza prin palnia de
picurare in timp de 15 minute 200 g 5-metoximetilfurfural 70%. Se introduc 600 g cloroform. Se incdlzeste masa de
reactie pana incepe distilarea amestecului azeotropic apa-cloroform, care se condenseaza in condensatorul racitor
si se separa in palnia decantoare, cloroformul reintroducandu-se in balon, iar apa se masoara si se indeparteaza.
Dupa 2 ore, nu se mai separa apa, iar amestecul de reactie se raceste si se indeparteaza prin filtrare catalizatorul
superacid, care se poate refolosi la sarjele ulterioare. Din filtrat se separa cloroformul prin distilare. Cloroformul
distilat se poate reutiliza la sarjele ulterioare. Produsul se analizeaza prin metoda GC-MS mai jos prezentatd. Se
constata o conversie de 90,19% a 5-metoximetilfurfuralului.

3. Elaborarea unor sisteme biocatalitice robuste pentru reactiile de finale de obtinere a
biocombustibililor

Etaple de acilare avute in vedere pentru realizarea prezenului proiect au fost concepute intr-un context
ecocompatibil, durabil, cu mai pusini produsi secundari si cu mai pusine operatii. Pentru aceasta varianta
enzimatica de acilare a fost preferata utilizandu-se lipazele, cei mai comuni biocatalizatori utilizati atat la scara de
laborator cat si la scara induatriald. In ultima perioada literatura abordeaza tot mai insistent metodologia
enzimatica de alcooliza a trigliceridelor, care in ultima instanta conduce la acilarea alcoolilor.

12



Folosirea lipazelor imobilizate prin diferite metode, cu avantajul stabilitatii marite si a usurintei de
indepartare a enzimei din amestecul de reactie, s-a studiat pentru obtinerea biodieselului clasic in sisteme batch
sau 1n reactoare deplasare. S-au utilizat lipaze imobilizate atat covalent cat si necovalent. Desi formele de
imobilizare necovalenta conserva mai bine atat structura enzimei cat si a suportului, o indepartare treptatd a
enzimei de pe suprafata suportului scade reutilizabilitatea biocatalizatorului. Imobilizarea covalentda a enzimei
conduce la un biocatalizator mai stabil, insa cu o activitate mai redusa, datorata schimbarilor conformationale
generate in timpul legarii pe suport. Plecandu-se de la hidrofobicitatea aceentuata a uleiurilor respectiv a acizilor
grasi atentia noastra s-a indreptat spre utilizarea unor suproturi de tip nanotuburi de carbon, care prezinta atat o
suprafata specifica ridicata cat si o hidrofobicitate pronuntaté ceea conduce la limitari difuzionale scizute. in plus
aceste suporturi prezintd proprietati remarcabile mecanice, termice, electrice precum si osi biocompatibilitate
generald. Interactiunea dintre nanotubul functionalizat si lipaza conduce la o structurd mai rigidd a enzimei,
consolidand astfel eficacitatea catalitica si stabiliatatea termica a
n studiul de fatd s-a realizat imobilizarea lipazei B din Candida antarctica pe nanotuburi de carbon functionalizate
cu alchildiamine, si folosirea preparatelor enzimatice imobilizate Tn etanoliza uleiului de floarea soarelui. Rezultate
obtinute demonstreazd, pentru prima data, utilizarea cu succes a lipazelor imobilizate pe nanotuburi de carbon
pentru obtinerea biodieselului.

Testarea biocatalixatorului creat s-a facut pe reactia de etanoliza a uleiului de floarea soarelui, sistem
compatibil cu cel din proiect.

Imobilizarea enzimei pe nanotuburile de carbon functionalizate cu grupari carboxil s-a facut prin
intermediul a doua tipuri de reactivi bifunctionali: glycerol diglicidil eter (GDE) si ester bis-N-succinimidil-
(pentaetilenglicol) (BS(PEG)5.

3.1. Materiale, metode
3.1.1. Compozitia de acizi grasi al uleiului de floarea soarelui

Compozitia de acizi grasi al uleiului de floarea soarelui s-a determinat conform procedurii de referinta AOAC
(AOAC, 2005), folosind standarde cromatografic pure de metil esteri si analiza GC-FID, raportate anterior (Gog et
al., 2011).

Tabel 3.1. Compozitia de acizi grasi al uleiului de floarea soarelui folosit in reactiile de transesterificare

Acid gras Structura abreviata Continut (% w/w)
Acid palmitic C16:0 6.5

Acid stearic C18:0 3.6

Acid oleic C18:1 (9) 26.7

Acid linoleic C18:2 (9,12) 62.3

Acid y-linolenic C18:3 (6,9,12) 0.5

Acid docosanoic C22:0 0.4

3.1.2. Legarea covalenta a enzimei CaL-B pe SWCNTCOOH prin linker de tip GDE

SWCNT¢oon S-a activat cu N,N’-carbonildiimidazol (CDI, 32.4 mg, 0.2 mmol) in CH,Cl, (5 mL) sub agitare (1350 rpm,
temperatura camerei, peste noapte), cu sonicare ocazionald pentru a evita formarea conglomeratelor de nanotube
(Figura 1, etapa i). Dupa activarea cu CDI, proba a fost filtrata pe filtru de membrane, si spalata cu CH,Cl, (3x1 mL).

Tn suspensia de SWCNTooy activat (20 mg) in apa distilatd (5 mL) s-a addugat 1,3-diaminopropan (sau 1,6-
diaminooctan, sau 1,8-diaminooctan, 0.12 mmol din fiecare), iar amestecul de reactie s-a agitat (1350 rpm,
temperatura camerei, peste noapte), cu sonicare ocazionala pentru a evita formarea conglomeratelor de nanotube
(Figura 1, etapa ii). Amestecul de reactie s-a filtrat pe filtru de membrane si s-a spalat cu apa (3x1 mL).

ntr-o solutie de glycerol diglicidil eter (GDE, 20 uL, 0.12 mmol) in CH,Cl, (5 mL) s-a addugat SWCNTcoo4 cuplat cu
diamina (20 mg) si s-a agitat (1350 rpm, temperatura camerei, peste noapte) cu sonicare ocazionald pentru a evita
formarea conglomeratelor de nanotube (Figura 3.1, etapa iii). Amestecul s-a filtrat pe filtru de membrana si s-a
spalat cu CH,Cl, (3x1 mL).

Tntr-o solutie de CaL-B (10 mg) si Tween-80 (6.5 pL) in 6 mL de solutie tampon PBS (20 mM Na,HPO,, 150 mM NaCl,
pH 7), s-a addugat nanotubul bisepoxi-activat (20 mg), iar amestecul s-a agitat la temperatura camerei la 1350
rpm, peste noapte (Figura 1, etapa iv). Biocatalizatorul rezultat (SWCNTcgon-Cal-B(a)-3,6,8) s-a filtrat pe filtru de
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membrana si s-a sonicat, respectiv s-a spalat pana nu s-a detectat proteina in filtrat. Enzima imobilizata s-a liofilizat
si s-a folosit Tn reactiile de transesterificare enzimatica. Cantitatea de proteina imobilizata pe nanotubul bisepoxid-
activata s-a determinat din diferenta concentratiei enzimei inainte (10 mg) si dupa imobilizare (0.063 mg; masurat
spectrofotometric prin metoda Bradford). Randamentul imobilizarii: 99.4%, incdrcare de enzima: 0.33 (mg
proteind/mg preparat enzimatic imobilizat).

3.1.3.Legarea covalenta a enzimei CaL-B pe SWCNTCOOH prin linker de tip BS(PEG)5

Procedeu printr-o singurd etapd: intr-o solutie de CalL-B (10 mg) in 6 mL solutie tampon PBS (20 mM
Na,HPO,, 150 mM NaCl, pH 8) s-a adaugat 20 mg de SWCNT-NH-3,6,8, ester bis-N-succinimidyl-(pentaethylene
glycol) (BS(PEG)s, 6 mg) si Tween-80 (7.8 L) (Figura 1, etapa v si vi). Amestecul de reactie s-a agitat la temperatura
camerei timp de o ord. Reactia s-a stopat prin adaugare de 300 uL de solutie tampon Tris.HCl (1 M, pH 8 Cantitatea
de proteina imobilizatda pe nanotub s-a determinat ca si in cazul enzimei imobilizate in etapa precedenta.
Randamentul imobilizarii: 99.7%, incarcare de enzima: 0.33 (mg proteind/mg preparat enzimatic imobilizat).
Procedeu in doud etape: Amestecul format din BS(PEG);s (6 mg) si SWCNT-NH-3,6,8 (20 mg) in 1 mL solutie tampon
PBS (20 mM Na,HPO,, 150 mM NaCl, pH 8) s-a agitat la temperatura camerei timp de 30 de minute (Figura 1, etapa
v). Amestecul de reactie s-a filtrat si s-a spalat cu solutie tampon PBS (3x1 mL). Nanotubul BS(PEG)s activat
rezultat s-a suspendat intr-o solutie de CalL-B (10 mg) si Tween-80 (7.8 uL) in 6 mL solutie tampon PBS (20 mM
Na,HPO,, 150 mM NaCl, pH 8). Amestecul de reactie s-a agitat la temperatura camerei timp de 30 de minute
(Figura 1, etapa vi). Reactia s-a stopat prin addugare de 300 pL de solutie tampon Tris.HClI (1 M, pH 8).
Randamentul imobilizarii s-a determinat conform metodei descrise anterior. Randamentul imobilizarii: 99.3%,
incarcare de enzimd: 0.33 (mg proteind/mg preparat enzimatic imobilizat).

(i
\D‘H) Figura 3.1. Imobilizarea enzimei
BZZS Ao Ao
%mﬁ o7 o O Cal-B  pe SWCNTCOOH. a)
&@éré@ i imobilizare cu GDE: i) CDI in
T o CH,Cl; i) H,N(CH,);NH,/
v»—i&SH/Q

H,N(CH,)sNHy/ HoN(CH,)gNH, in
apd; iii) glycerol diglicidil eter in
CH,Cl,; iv) Cal-B in solutie
tampon PBS (20 mM Na,HPO,,
150 mM NaCl, pH 7), b)
imobilizare cu BS(PEG)s: i) CDI in
CH,Cl,; ii) H,N(CH)sNH,/
H,N(CH,)sNHy/ HoN(CH,)gNH, in
apd; v) BS(PEG)s in DMSO ; vi)
Cal-B in solutie tampon PBS (20
mM Na,HPO,, 150 mM NaCl, pH
8).

b
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o P!
L e’
C\r7?
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<
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3.1.4. Obtinerea biodieselului prin transesterificare enzimatica

Procedura generald: o reactie tipica s-a efectuat folosind 20 mg de ulei de floarea soarelui in 500 pL
solvent organic, 3 mg de SWCNT-Cal-B si 6.5 pL etanol. Amestecurile de reactie s-a agitat (1350 rpm) la
temperatura camerei timp de 3-6 ore. Reactiile s-au centrifugat la 9840 x g (13400 rpm) timp de 1 minut, solventul
din supernatant s-a concentrat, iar biodieselul obtinut s-a analizat prin spectroscopie 'H RMN.

Pentru a determina solventul optim pentru reactia de transesterificare procedura generala s-a realizat folosind
diferiti solventi (Tabelul 2).
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Pentru determinarea cantitatii optime de apa, s-au introdus urmatoarele modificari in procedura
geberala: addugarea cantitatii de apa corespunzatoare (Tabelul 3) in acetonitril, folosind amestecul astfel preparat
ca si sovent penrtu reactia de transesterificare.

Screening-ul concentratiei de substrat s-a realizat conform procedurii generale, modificate prin utilizarea
de raporturi substrat-solvent diferite (Tabelul 4), ajustdnd volumul final de reactie prin cresterea sau scdderea
volumului initial de acetonitril (500 pL), pentru a obtine raporturile w/v corespunzatoare, tindnd constant
cantitatea de substrat (20 mg).

Pentru screening-ul concentratiei de etanol s-au utilizat raporturi diferite de ulei-etanol (Tabelul 3.5).
Pentru a determina preparatul enzimatic imobilizat optim, reactiile s-au realizat folosind biocatalizatorii obtinuti
prin diferitele metode de imobilizare (Tabelul 3.6).

Pentru a determina temperatura optima, reactiie s-au efectuat la diferite temperaturi (Figura 3.5A).
Pentru experimente de reutilizabilitate, reactiile s-au efectuat cu procedura optimizata. Enzima s-a recuperat din
amestecul de reactie dupa fiecare ciclu prin centrifugare, s-a spalat cu hexan (2x100 pL), acetonitril (2x100 pL) si s-
a reutilizat Tn urméatorul experiment (Figura 3.5B).

Profilul de timp al reactiilor s-a obtinut prin analiza reactiilor folosind procedura optimizata dupa 1, 2, 3, 4

,6, 8 respectiv 16 ore.
Procedura optimizatd: amestecul format din 20 mg de ulei de floarea soarelui in 100 pL acetonitril, 3 mg de
SWCNT-Cal-B(a)-3 si 3.9 pL etanol s-a agitat (1350 rpm) la 35°C timp de 4 ore. Amestecurile de reactie s-au
centrifugat la 9840 x g (13400 rpm) timp de un minut, solventul din supernatant s-a evaporat , iar biodieselul
obtinut s-a analizat prin spectroscopie 'H RMN.

3.2.Rezultate si discutii
3.2.1.Imobilizarea covalenta a enzimei CaL-B pe SWCNToo4

Imobilizarea covalenta a enzimelor poate conduce la o descrestere a activitatii acestora, care poate sa
apara datorita structurii conformationale modificate a enzimei, sau a flexibilitatii reduse care apare la legarea pe
suport. Numeroase studii folosesc brate de distantare cu lungimi diferite pentru a mentine activitatea enzimei
imobilizate (Rusin et al., 1992; Ching-Ching et al., 2012). Recent s-a raportat ca detergentul neionic Tween-80 la o
concentratie de 1 mM a Tmbunatatit semnificativ activtatea enzimei TLL (Thermomyces lanuginosa lipase) in
productia de biodiesel, sugerand faptul ca in prezenta surfactantului fixarea enzimei are loc intr-o conformatie mai
activa (Zhang et al., 2015).

Figura 3.2. Imagini TEM: a) SWCNTNH-3: SWCNT functionalizat cu 1,3-diaminopropan b) SWCNT-Cal-B(a)-3: Cal-B
imobilizat pe SWCNT functionalizat cu 1,3-diaminopropan folosind diglicidil eter ca si agent de reticulare; c)
SWCNT-Cal-B(b)-3: Cal-B imobilizat pe SWCNT functionalizat cu 1,3-diaminopropan folosind BS(PEG)5 ca si agent
de reticulare; d) SWCNT-Cal-B(a)-dupd 10 cicluri de transesterificare
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SWCNTcoon disponibil comercial s-a activat cu carbonildiimidazol si s-a cuplat cu trei alchildiamine
(propan-, hexan, octan-), obtinandu-se SWCNTgo4 amino-functionalizat cu lungimi diferite: SWCNT-NH-3, SWCNT-
NH-6, SWCNT-NH-8. Tn plus, folosind doud tipuri de agenti de reticulare, glicerol diglicidil eter (GDE) si bis
(sulfosuccinimidyl)suberate PEGilat (BS(PEG)s) nanotuburile amino-cuplate s-au activat pentru a permite legarea
gruparilor amino din suprafata enzimei pe suportul activat. Imobilizarea enzimei CalL-B s-a realizat atat in prezenta
cat si in absenta surfactantului neionic, Tween-80.

Fiecare metoda s-a caracterizat prin reproductibilitate si randament ridicat de imobilizare (>99 % din
enzima s-a legat pe SWCNToon) cu incarcare de enzima de 0.33 mg proteina/mg preparat enzimatic imobilizat.

Enzimele imobilizate au fost caracterizate si prin microscopie electronica de transmisie (TEM) (Figura 3.2).
S-au detectat molecule de enzima imobilizate pe suprafata nanotuburilor cu diamentru de 1-2 nm, obtinute prin
procedee de imobilizari covalente, folosind glicerol diglicidil eter (Figura 3.2b) sau bis(sulfosuccinimidil)suberate
PEGilat (Figura 3.2c) ca si agent de reticulare.

3.2.2. Transesterificarea uleiului de floarea soarelui mediata de SWCNT-CalL-B
3.2.2.1. Determinarea conversiei

Conversiile s-au determinat prin inregistrarea spectrelor 'H-RMN ale amestecurilor de reactie, aplicand o metoda
dezvoltata de Rosset et al., 2011. Astfel, s-au inregistrat spectrele biodieselului (Figura 3A) si al uleiului de floarea
soarelui (Figura 3B). Spectrul 'H-RMN al biodieselului prezinta un semnal cuartet (intre 4.00 si 4.40 ppm, semnalul
a, Figura 3A), generat de protonii asociati gruparii a metilen apartinand gruparii etil din esterul de etil al acidului
gras. in spectrul 'H-RMN al uleiului, in aceeasi regiune, se observa un dublet de dublet asociat cu protonii
metilenici b si ¢ corespunzatori fragmentului gliceril al uleiului (Figura 3B). Prin inregistrarea spectrelor 'H-RMN al
amestecului de biodiesel si ulei (Figura 3C) se observa suprapunerea cuartetului a din biodiesel si a dubletului de
dublet b din ulei. Spectroscopia 'H-RMN poate fi folosit pentru detrminarea conversiei reactiilor, doar prin
construirea prealabild a unei curbe de calibrare. in acest scop s-au inregistrat spectre 'H-RMN ale unor amestecuri
de ulei si biodiesel. Reprezentand grafic continutul de biodiesel (wt. %) in functie de raportul integralelor
semnalelor ¢/(a+b), s-a construit o curba neliniara (Figura 4). Considerand masa moleculard a uleiului 877.5 g/mol,
calculata din compozitia determinata de acizi grasi al acestuia, conversia reactiilor s-a calculat folosind functia din
Figura 3.4.

3.2.2.2. Investigarea influentelor parametrilor de lucru asupra conversiei

Activitatea preparatelor de enzime imobilizate s-a testat in etanoliza uleiului de floarea soarelui. Procesul de
etanoliza s-a preferat procesului de metanoliza datorita biodegradabilitatii etanolului. Conditiile optime de reactie
s-au determinat prin efectuarea a mai multor screening-uri, folosind ca si preparat enzimatic model SWCNT-Cal-
B(a)-6, obtinut prin imobilizare cu 1,6-diaminohexan si GDE in prezenta de Tween-80.

3.2.2.2.1.  Efectul soventului asupra obtinerii de biodiesel

Pentru a Tmbunatati solubilitatea trigliceridelor hidrofobi si ai alcoolilor hidrofili, dar si pentru a proteja enzima de
denaturarea cauzata de concentratii mari de alcooli, diversi solventi organici s-au testat pentru sinteza eficienta de
biodiesel. Tn general s-a constatat cd solventii organici hidrofobi (izooctan, n-heptan, n-hexan, eter de petrol,
ciclohexan) sunt adecvati, insa acesti solventi nu dizolv glicerolul format ca produs secundar, care se poate
adsoarbe pe suprafata lipazei imobilizate, ducand astfel la scaderea activitatii enzimatice (Kawakami et al., 2011).
Solventii organici hidrofili pot interactiona cu stratul de apa care inveleste moleculele de enzima; totusi folosind
1,4-dioxan si tert-butanol s-au obtinut randmente mari de transesterificare (Lotti et al., 2015). Realizand reactiile
in solventi diferiti, folosind SWCNT-CaL-B(a)-6, ca si biocatalizator model, s-a constat ca acetonitrilul este solventul
optim, conversia reactiei ajungand la 63 % dupa 4 ore (Tabel 3.2, nr. 2), pe cand doar in etanol (fard solvent),
conversia a fost de doar 20% (Tabel 2 intrarea 2). Conversii mai mici s-au observat in tert-butanol, diizopropileter
(DIPE) si tert-butilmetileter (t-BME) (Tabel 3.2, nr. 3-5), insa in alti solventi, inclusiv in solventi hidrofobi nu s-a
detectat formarea de biodiesel (Tabel 2, nr. 6-16).
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Tabel 3.2. Efectul naturii solventului asupra
tranesterificarii uleiului de floarea soarelui mediatd
de SWCNT-Cal-B(a)-6 de dupd 4 ore de reactie

3.2.2.2.2.  Efectul continutului de apa asupra obtinerii biodieselului

Continutul de apa al amestecului de reactie are o influenta puternica asupra stabilitatii si activitatii
catalitice ale lipazelor atunci cand se investigheaza transesterificarea enzimatica a triacilglicerolilor in mediu
neapos. In general, activarea interfaciald a lipazelor implicd schimbari conformationale al enzimei, randamentul
transesterificarii fiind imbunatatit la marirea suprafetei interfaciale, care poate realiza prin adaugarea de anumite
cantitati de apa. Lipaza B din Candida antarctica (CalL-B) nu necesita activare interfaciala, activitatea cea mai mare
fiind atinsa cu cantitati mici de apa (Ognjanovic et al., 2009). Excesul de apa poate facilita reactia de hidroliza
competitiva, ducand la descresterea randamentului de transesterificare. Datele din literatura arata ca un continut
de apa de pana la 5% poate fi benefic randamentului de transesterificare (Gog et al, 2012).

Efectudnd etanoliza uleiului de floarea soarelui, catalizata de SWCNT-Cal-B(a)-6, cu cantitati diferite de
apa (0-5 vol. %), rezultatele au fost concordanta cu datele din literatura. Astfel, in prezenta unor cantitdti mici de
apa (0.1- 0.5 vol. %), conversia transesterificdrii a crescut usor, Tnsd prin prezenta unor cantitati mai mari de apa
activitaea enzimei a scazut continuu (Tabel 3).
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Nr. Continut de apa Conversie Nr. Continut de apa Conversie

(vol. %) (%) (vol. %) (%)
1 0 56.9 1 0 56.9
2 0.1 59.2 2 0.1 59.2
3 0.5 58.5 3 0.5 58.5
4 1 495 4 1 49.5
5 15 46.7 5 15 46.7
6 2 38.5 6 2 38.5
7 3 34.6 7 3 34.6
8 4 42.3 8 4 42.3
9 5 34.9 9 5 34.9
Tabel 3.3. Efectul continutului de apd asupra reactiei Tabel 3.3. Efectul continutului de apd asupra reactiei
de transesterificare (dupd 3 ore) de transesterificare (dupd 3 ore)

3.2.2.2.3 Efectul raportului substrat-solvent asupra procesului de transesterificare

Nr. Raport substrat- Conversie Concentratia de substrat poate avea o influenta semnificativa
ACN (Wiv) (%)* asupra activatii biocatalizatorului, astfel, din punct de vedere al
eficacitatii costului procesului este necesara determinarea
1 11 6.9 optimé de substrat. Testand etanoliza catalizatd de SWCNT-Cal-
2 1:2 175 B(a)-6, variind continutul de ulei din amestecul de reactia,
conversia maxima s-a obtinut la raportul substrat-solvent de
3 15 58.9 1:5 (w/v) (Tabel 3.4).
4 1:10 51.5
5 1:20 52.2
6 1:25 52.1
7 1:50 37.2

Tabel 3.4. Efectul concentratiei de
substrat asupra productiei de biodiesel
(dupa 3 ore)

3.2.2.2.3.  Efectul concentratiei de etanol

Deasemenea, si cantitaea de nucleofil poate influenta semnificativ viteza de reactie a proceselor de
transesterificare biocatalitica (Gog et al, 2012). Prin modificarea raportului amestecului de ulei-etanol fixat initial
(1:5), s-a constatat ca valori ale conversiei mai ridicate se obtin la continut de etanol scazut. Continutul ridicat de
etanol duce la descresterea semnificativd a activitatii enzimei (Tabel 3.5). Astfel, in continuare s-a folosit raportul
stoechiometric de ulei-etanol minim (1:3).

Nr. Raport molar ulei-etanol Conversie (%)
1 1.1 46.7
2 1:3 59.7
3 15 58.3
4 1:10 38.7
5 1:20 42.2
6 1:50 20.7

Tabel 3.5. Efectul raportului ulei-etanol asupra procesului de transesterificare (3 ore)
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3.2.2.24. Efectul tipului si a lungimii agentului de reticulare asupra obtinerii de biodiesel

Folosind conditiile de reactie optimizate, in continuare s-a testat activitatea catalitica a preparatelor
enzimatice imobilizate prin diferite metode. Prezenta surfactantului in timpul imobilizarii enzimei poate influenta
activitatea cataliticd al enzimelor (Zhang et al.,, 2015). Si in cazul nostru, enzima imobilizatd in absenta
surfactantului (Tabel 6, nr. 2,7) a prezentat activitate enzimaticd mai scazutd decat cea imobilizta in prezenta de
Tween-80 (Tabel 6, nr. 1,6).

in plus, in cazul ambelor proceduri de imobilizare (a si b), lungimea bratului de distantare a furnizat
rezultate interesante. Folosirea unor linkeri cu lungimi mai mari are efect negativ asupra eficacitatii enzimei,
linkerul mai scurt, 1,3-diaminopropanul, furnizand activitati enzimatice ridicate (Tabel 3.6, nr. 1, 5).

n toate cazurile procedura de imobilizare folosind agentul de reticulare mai scurt, diglicidil eterul (Tabel 3.6, nr. 1-
4), a asigurat rezultate superioare celor folosind agentul de reticulare mai lung (Tabel 3.6, nr. 5-11).

Folosind BS(PEG); drept spacer, metoda de imobilizare in doua etape a condus la un biocatalizator mai activ.

Cu cresterea lungimii linkerului activitaea enzimatica scade, sugerand faptul ca o flexibilitate mai ridicata a enzimei
imobilizate are un efect negativ asupra productiei de biodiesel. Acest rezultat este in contradictie cu observatiile
precedente, care considera ca un spacer mai lung descreste rigiditatea enzimei imobilizate covalent (ldris and
Bukhari, 2012), insa sunt in conformitate cu rezultatele care dovedesc ca prin rigidizarea situsului activ al enzimei
Cal-B se mareste activitaea enzimatici. (Hong and Yoo, 2013). Tn opinia noastra, linkerul mai lung faciliteaza
fixarea Tn mai multe puncte a aceleiasi molecule de enzima pe suprafata nanotubului, rezultand un biocatalizator
durabil legat, dar cu o activitate scazuta.

Nr. Enzima imobilizata Linker Conversie (%)**
1 SWCNT-CaL-B(a)-3 1,3-diaminopropan 79.9
2 SWCNT-CaL-B(a)-3* 1,3-diaminopropan 30.3
3 SWCNT-CaL-B(a)-6 1,6-diaminohexan 63.2
4 SWCNT-CalL-B(a)-8 1,8-diaminooctan 20.4
5 SWCNT- CaL-B(b)-3-1 1,3-diaminopropan 37.2
6 SWCNT-CalL-B(b)-3-2 1,3-diaminopropan 50.8
7 SWCNT-CalL-B(b)-3-2* 1,3-diaminohexan 20.2
8 SWCNT- CaL-B(b)-6-1 1,6-diaminohexan 30.1
9 SWCNT-CalL-B(b)-6-2 1,6-diaminopropane 39.7
10 SWCNT- CaL-B(b)-8-1 1,8-diaminopropane 21.1
11 SWCNT- CaL-B(b)-8-2 1,8-diaminopropane 27.6

Tabel 3.6. Efectul tipului de imobilizare asupra obtinerii de biodiesel. (*imobilizare fara Tween, ** timp de reactie
4 ore)

3.2.2.2.5. Efectul temperaturii

Pentru a preveni inactivarea termica a biocatalizatorilor, transesterificarile enzimatice se realizeaza, in
general, la tempereturi mai scazute decat cele chimice. Temperatura operationala pentru producerea biodieselului
pentru o serie de lipase se incadreaza in domeniul de temperatura 20-55 °c (Gog et al., 2012). Prin urmare s-a
investigat efectul temperaturii asupra etanolizei mediate de SWCNT-CalL-B(a)-3. Enzima a aratat activitate maxima
la temperatura de 35°C, cresterea temperaturii peste aceasta valoare a condus la descresterea activitatii
enzimatice (Figura 3.5A).

3.2.2.3.Reutilizabilitatea biocatalizatorului

Fiind biocatalizatori cu cost ridicat, reutilizabilitatea lipazelor este cruciald pentru utilizarea lor la scara
industriala. CalL-B imobilizat covalent este adecvat pentru folosire pe termen indelungat, deoarece enzima nu se
desprinde de pe suprafata suportului. S-a testat reutilizabilitaea enzimei imobilizate SWCNT-Cal-B(a)-3 folosind
conditiile optime determinate, in procedeuri batch repetate. Dupa fiecare reactie biocatalizatorul s-a spalat cu
hexan si acetonitril si s-a uscat. Dupa 10 reactii repetate enzima si-a pdstrat peste 90% din activitatea initiald
(Figura 3.5B). Imaginile TEM ale biocatalizatorul utilizat in 10 cicluri consecutive sunt similare cu cele ale enzimei
proaspat imobilizate (Figura 2d), sugerand formarea legaturilor covalente stabile.
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3.2.2.3. Profilul de timp al reactiei de transesterificare

Profilul de timp arata ca reactia decurge rapid in primele patru ore, ajungand la o conversie de 83.4%, dupa
care cresterea conversiei incetineste, ajungand la 93.1% dupa 16 ore (Figura 3.6).
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Figura 3.6 Profilul de timp al transesterificdrii uleiului de floarea soarelui
3.3. Concluzii

Prin imobilizarea covalenta a lipazei B din Candida antarctica in prezenta surfactantului neionic, Tween-80 pe
nanotuburi de carbon cu un singur perete functionalizate cu grupari carboxi (SWCNTgon) Ss-a dezvoltat un
biocatalizator util pentru obtinerea biodieselului.

S-a observat o influenta puternica a lungimii bratului de distantare asupra activitatii enzimei, linkeri mai scurti
permitand enzime imobilizate mai active. Cel mai activ preparat enzimatic, CalL-B imobilizat cu glicerol diglicidil
eter pe nanotuburi functionalizate cu 1,3-diaminopropan (SWCNT-CalL-B(a)-3), in urma mai multor optimizari, a
condus la conversii ridicate in reactia de etanoliza a uleiului de floarea soarelui. Strucxtura asemamatoare a
conjugatilor acilati din prezentul proiect ne dau convingerea ca acest nou catalizator introdus de catre noi va da
satisfactie. Studiile de reutilizabilitate au demostrat ca SWCNT-Cal-B(a)-3 are o stabilitate operationala ridicata,
enzima pastrandu-si peste 90% din activitatea initiala dupa 10 cicluri.

CONCLUZII FINALE
OBIECTIVELE ETAPEI AU FOST INDEPLINITE, REZULTATELE OBTINUTE FIIND VALITATE PRIN DISEMINARE iN
COMUNITATEA STIINTIFICA.

Prof. Dr. Ing. FLORIN DAN IRIMIE
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4. DISEMINAREA REZULTATELOR CERCETARII AFERENTE ETAPEI DIN ANUL 2015

Datele obtinute in urma investigatiilor experimentale originale proprii etapei derulate Th anul
2015, precum si in cadrul etapelor anterioare, au fost incluse in:

1 articol publicat in reviste cotate ISl (factor de impact 4.494)

1. Bencze L. C.; Bartha-Vari J.; Katona G.; Tosa M. I.; Paizs C.; Irimie F. D.:
Nanobioconjugates of Candida Antarctica lipase B and single-walled carbon

nanotubs in biodiesel production, Bioresource Technology, 2016, 200(1), 853-860.
1 cerere brevet de inventive depus la OSIM

1. Stepan Emil, Velea Sanda, Vasilievici Gabriel, Radu Elena, Radu Adrian, Oprescu
Elena-Emilia, Enascuta Cristina-Emanuela: Biocarburant diesel pe baza de derivati ai
furfuriliden glicerolului si procedeu pentru obtinerea acestuia, cererii de brevet de
inventie A/00753 / 22.10.2015

3 participari la conferinte internationale

1. B. Nagy, Z. Galla, C. Paizs, E. Forr6, F. Fllop, F. D. Irimie: Synthesis and enzymatic
kinetic resolution of novel 3- amino-3-(5-phenylfuran-2-yl)propanoic acid ethyl esters,
IsySyCat (International Symposium on Synthesis and Catalysis), Evora, 2-4 September 2015,
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