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Gaminant biodyzeling susidaro $alutinis gamybos produktas — glicerolio
fazé (apie 10 % nuo gauto produkto). Augalinio aliejaus peresterinimui
naudojant mazos masés karboksirags¢iy esterius, nesusidaro jprastinés
biodyzelino gamybos $alutinis produktas glicerolis, jo junginiai (mono-,
di- ir triformilgliceridai) kartu su biodyzelinu gali bati naudojami kaip
degalai dyzeliniuose varikliuose. Darbo tikslas — istirti metilformiato pa-
naudojimo biodyzelino gamyboje galimybes taikant biotechnologinius
metodus. Tyrimai atlikti Aleksandro Stulginskio universiteto Aplinkos
technologijos cheminiy ir biocheminiy tyrimy laboratorijoje. Nustatyta,
kad fermentinis preparatas Lipozyme RM IM yra efektyvus rapsy aliejaus
peresterinimui metilformiatu. DidZiausia rapsy aliejaus metilesteriy is-
eiga gaunama $iomis salygomis: 13 % fermento Lipozyme RM IM (nuo
aliejaus masés), metilformiato ir aliejaus molinis santykis — 32:1, tempe-
ratiira - 20 °C, trukmé - 42 val. Siomis salygomis gaunama 60,68 + 0,95 %
rapsy aliejaus metilesteriy iSeiga.

Raktazodziai: biodyzelinas, metilformiatas, peresterinimas, fermentai

JVADAS

Dazniausiai biodyzelinas gaminamas taikant che-
minj aliejaus peresterinimo procesa metanoliu
(Basha et al., 2009). Be rapsy aliejaus metiles-
teriy (biodyzelino), susidaro S$alutinis produk-
tas — glicerolio fazé (apie 10 % nuo gauto pro-
dukto), kurios sudétis skiriasi, priklausomai nuo
taikomos biodyzelino gamybos technologijos.
Glicerolio fazé susideda i§ 80-90 % glicerolio,
riebaly rugsciy metilesteriy (RRME), muily, al-
koholio ir vandens (Ayoub et al., 2012). Grynas
glicerolis yra naudojamas popieriaus, esteriy, ta-
bako, celiuliozés, maisto, farmacijos pramonéje
ir kt. (Behr et al., 2001; Klepavova et al., 2003;
Karinen, Krause, 2006). Jis taip pat gali bati nau-
dojamas kombinuoty pasary ar medzio brikety
gamyboje (Saoharit, Khanal, 2011; Raslavicius,
2012). Gaminant biodyzeling susidaro glicerolio

fazé, turinti jvairiy priemaisy. Prie§ naudojima
anksc¢iau minétiems tikslams ja butina i§valyti.
Sis procesas reikalauja dideliy energijos ir mate-
rialiniy sgnaudy (Azita et al., 2012; Quispe et al.,
2013). Biodyzelino gamybos procesas tapty eko-
nomiskai efektyvesnis, jeigu nesusidaryty $alu-
tiniy produkty ar buty rastos naujos glicerolio
panaudojimo galimybés. Viena i§ tokiy galimy-
biy - aliejaus peresterinimo procese naudojama
metanolj pakeisti mazos masés karboksiragsciy
esteriais arba taikyti superkrizines salygas (auks-
ta temperatirg ir slégj). Taciau superkrizinés
salygos reikalauja dideliy energetiniy sanauduy:
auksto slégio (20-43 MPa) ir temperatiiros (350-
400 °C) (Van Kasteren et al., 2007; Shiro, Isaya-
ma, 2009; Tat et al., 2011; Garcia-Martinez et al.,
2017; Lamba et al., 2017). Biodyzelino gamybos
procese, naudojant mazos molekulinés maseés
karboksiragsciy esterius, nesusidaro jprastinés
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biodyzelino gamybos $alutinis produktas - gli-
cerolis (Casas et al, 2011; Huang et al., 2015;
Alavianmehr et al.,, 2017), o gauti jo dariniai (gli-
cerolio ir mazos masés karboksirtig§¢iy esteriai)
gerai tirpsta biodyzeline. Gautas misinys pasizy-
mi geresnémis Zematemperatiirinémis savybémis
nei grynas biodyzelinas ir gali bati naudojamas
kaip degalai dyzeliniuose varikliuose. Saltesnio
klimato zonose biodyzelino naudojima pristabdo
ir tai, kad Ziemos sezonu naudojamas dyzelinas
turi atitikti antros arktinés klasés reikalavimus,
t. y. ribiné filtruojamumo temperatara (RFT) turi
biti Zemesné nei —32 °C. Si prieZastis veréia ies-
koti budy, kaip sumazinti ribine filtruojamumo
temperatirg. Pramoniniai depresantai, kuriy rei-
kia labai daug pridéti j riebaly rugsc¢iy metileste-
rius (RRME), labai padidina produkto savikaing.
Vienas i§ galimy budy pazeminti RFT - tai ma-
zos molekulinés masés karboksiragsciy ir glice-
rolio esterio priedas (Wessendorf, 1995; Serda-
di et al., 1999; EP1331260, 2008). Tirtas metodas,
kai zalias glicerolis (gautas peresterinimo metu)
paverciamas j glicerolio triacetaty. Glicerolio tri-
acetato midinys su riebaly ragsc¢iy metil- arba
etilesteriais leidzia gauti biodyzeling su pagerin-
tomis savybémis, ypal Zematemperatirinémis
(EP 1331260A2, 2003; EP 1985684B1, 2009), ir
iSvengti brangios glicerolio valymo procediros
(Quispe, 2013).

Jvairiy alkoholiy ir acto rugsties esteriy panau-
dojima rapsy aliejaus peresterinimui pasitelkiant
natrio metoksido katalizatoriy tyré Z. Sustere ir
kt. (2016). Nustatytos optimalios proceso salygos:
optimalus molinis alkilacetaty ir aliejaus santykis
36 : 1, proceso temperatiira — alkilacetaty virimo
temperatira. Riebaly ragdciy alkilesteriy iSeiga
buvo 93, 89, 87 ir 88 %, kai naudoti metil-, etil-,
propil- ir izopropilacetatai (Sustere et al., 2016).
Kai kuriy $aliy mokslininkai analizavo metil- ir
etilacetaty panaudojimg biodyzelino gamyboje
taikant biotechnologinius metodus ir naudojant
jvairiy rusiy aliejy (Wey et al., 2004; Xu, 2005;
Kumar et al., 2007; Chinh et al., 2018). Nustatyta,
kad tokio proceso metu ne tik nesusidaro $aluti-
niy produkty, bet ir neinaktyvuojami fermentai
kaip naudojant metanolj (Nguyen et al., 2017).

Rapsy aliejaus peresterinimui galima buaty
naudoti metilformiatg, kuris gaunamas i meta-
nolio. Metilformiatas i§ metanolio gali buti pa-
gamintas jvairiais budais: i§ dalies oksiduojant

metanolj ant aktyviy platinoidiniy heterogeniniy
katalizatoriy su deguonies trikumu; taikant me-
tanolio karbonizacijg j metilformiata natrio meti-
latu; metanolio karbonizacijg anglies monoksidu
naudojant turincius vario, platinos ir anijonines
grupes bei kitus panasius heterogeninius katali-
zatorius; dehidrinant metanolj su vario ir kitais
heterogeniniais katalizatoriais (Tonner et al,
1984; Ma, 2002).

Pradéti metilformiato panaudojimo biodegaly
sintezéje tyrimai naudojant rapsy aliejy ir che-
minj katalizatoriy (28,6 % natrio metoksido tir-
pala metanolyje). Nustatyta, kad sinteze vykdant
27 °C temperatiiroje, esant katalizatoriaus ir alie-
jaus moliniam santykiui 0,16 : 1, metilformiato ir
aliejaus moliniam santykiui 18 : 1, reakcijos truk-
mei 60 min., gaunama 88,3 % biodyzelino iSeiga
(Sustere, Kampars, 2017). Tac¢iau duomeny apie
metilformiato panaudojima biotechnologinéje
biodyzelino sintezéje néra.

Darbo tikslas - istirti metilformiato panau-
dojimo biodyzelino gamyboje galimybes taikant
biotechnologinius metodus.

TYRIMU METODAI IR SALYGOS

Tyrimai atlikti Aleksandro Stulginskio universiteto
Aplinkos technologijos cheminiy ir biocheminiy
tyrimy laboratorijoje 2017-2018 metais.

Tyrimams naudoti reagentai:

« rafinuotas rapsy aliejus, atitinkantis LST 1959
reikalavimus;

« metilformiatas (analiziskai grynas, UAB La-
bochema);

« dietileteris (analiziskai grynas, UAB Laboche-
ma);

« acto ragstis (99,8 %, analiziskai gryna, Penta);

o petroleteris (analiziSkai grynas, Sigma-Al-
drich);

« jodas (99,8 %, analiziskai grynas, Sigma-Al-
drich).

Atrenkant efektyviausig peresterinimo pro-
cese lipaze buvo panaudoti Sie biokatalziatoriai:
1 - Lipase F-EC (lipazé i§ Rhizopus oryzae, imo-
bilizuota ant dekstrino, aktyvumas >150 kU/g);
2 - Lipase G ,,Amano” 50 (lipazé i$ Penicillium ca-
memberti, milteliai, aktyvumas >50 kU/g); 3 - Li-
pase su perlite (lipazé i§ Enterobacter aerogenes
E13, imobilizuota ant perlito); 4 - Lipozyme RM
IM (lipazé i§ Rhizomucor miehei, imobilizuota
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ant makroporingo plastiko, aktyvumas >30 U/g);
5 - Lipozyme TL IM (lipazé i§ Thermomyces la-
nuginosus, imobilizuota ant silikagelio, aktyvu-
mas >3 000 U/g); 6 - Lipozyme 435 (lipazé i$
Candida antarctica, imobilizuota ant polipropile-
no, aktyvumas - 600 U/g); 7 — Novozym 435 (li-
pazé i§ Candida antarctica, imobilizuota ant po-
lipropileno, aktyvumas =5 000 U/g); 8 — Lipolase
100L (lipazé i§ Thermomyces lanuginosus, skysta,
aktyvumas 122 kU/g); 9 - Lipex 100L (lipaze
i§ Thermomyces lanuginosus, skysta, aktyvumas
10 kU/g); 10 — Palatase 20000L; 11 - Lecitase Ul-
tra (lipazé i§ Fusarium oxysporum, skysta, akty-
vumas 150 U/g); 12 - Resinase 2X (lipazé i§ As-
pergillus oryzae, skysta, aktyvumas 119,6 kU/g);
13 - Lipozyme CALB (lipazé i§ Candida antarcti-
ca B., skysta, aktyvumas 5 000 U/g); 14 - Lipozy-
me TL 100L (lipazé i§ Thermomyces lanuginosus,
skysta, aktyvumas 100 kU/g); 15 - Lipex 100L
(lipazé i§ Thermomyces lanuginosus, skysta, akty-
vumas 10 kU/g).

Rapsy aliejaus peresterinimo metilformiatu
tyrimai naudojant biokatalizatorius atlikti kagi-
néje kolboje, kuri buvo sujungta su grjZtamuoju
kondensatoriumi, termometru su temperatiros
kontroleriu ir maisykle (maisyta nekintanciu sa-
kiy dazniu 250 min™). | kolbg jpilta rapsy alie-
jaus ir metilformiato mi$inio, nuolatos maisyta ir
jdéta biokatalizatoriaus.

Siekiant parinkti efektyviausig biokataliza-
toriy, tyrimai buvo atliekami esant vienodoms
salygoms: temperatira — 20 °C; fermento kie-
kis - 10 % (nuo aliejaus kiekio); metilformiato
ir aliejaus molinis santykis - 12 : 1; reakcijos
trukmeé - 5 valandos. Praéjus numatytam laikui,
miSinys buvo nufiltruojamas, t. y. pasalinamas
biokatalizatorius. I§ likusio misinio 52 °C isgari-
namas metilformiato perteklius. Gautas produk-
tas (biodyzelino (rapsy aliejaus riebaly ragsciy
metilesteriy) ir formilglicerolio misinys) anali-
zuotas plonasluoksnés chromatografijos metodu
ant boru impregnuoty silikagelio G-25 plokste-
liy (sluoksnio storis 0,25 mm). Produktas (50 pl)
buvo istirpinamas 500 ul dietileteryje, gautas mi-
$inys homogenizuotas. Ant plonasluoksnés chro-
matografijos ploksteliy Svirkstu uzlasinta 2 pl
paruo$to misinio. Kaip kontrolé naudoti rapsy
aliejus (RA), rapsy aliejaus riebaly rugsciy meti-
lesteriai (RME) ir glicerolis (K_). Plokstelés buvo
jmerkiamos j tirpikliy (petroleteris, dietileteris ir

acto rugstis, sumaidyti atitinkamai 70 : 30 : 1 tario
dalimis) mi$inj ir buvo laikomos tol, kol eliuentas
pasieks apie 1-1,5 cm iki ploksteliy virsaus. Tada
plokstelés buvo iSimamos, dziovinamos ir laiko-
mos jodo garuose. Kai vaizdas i$ryskéjo, plokste-
lés analizuotos - tirty meéginiy démés lygintos su
kontrolés démémis (buvo atsizvelgiama j démeés
padétj, rySskumg ir jos plota).

Parinkus aktyviausig biokatalizatoriy peres-
terinimo metilformiatu procesui, buvo tiriamos
optimalios biotechnologinio metodo salygos.
Tyrimai buvo atliekami esant tokioms salygoms:
temperatira - 20 °C; metilformiato ir aliejaus
molinis santykis — nuo 6 : 1 iki 24 : 1; fermento
kiekis — nuo 5 iki 17 %; vandens kiekis — nuo 0
iki 10 %; sintezés trukmé - nuo 3 iki 48 valandy.

Esteriy kiekis buvo vertintas pagal formilgli-
ceridy kiekj méginyje. Glicerolis, formilglice-
ridai (monoformilgliceridai, diformilgliceridai
ir triformilgliceridai) analizuoti dujiniu chro-
matografu Perkin Elmer Clarus 500 (detekto-
rius — FID, kolonélé — Restek MXT-Biodiesel TG
(0, 15 m, - 0,32 mm - 0,10 um) pagal standarta
LST EN 14105.

Esteriy kiekis i$ nustatyto gliceridy kiekio ap-
skaiciuotas pagal formule:

0,427-MG+0,271-MD+0,199- TG
19,9

nE=100- (1 - );
nE - esteriy kiekis, %; MG, DG, TG - mono-, di-
ir triformilgliceridy koncentracija (nustatyta duji-
nés chromatografijos metodu), %; 0,427; 0,1271 ir
0,199 - perskai¢iavimo koeficientai atitinkamiems
formilgliceridams; 19,9 - formilglicerolio kiekis,
gaunamas i§ 100 g rapsy aliejaus.

Teorinis RME kiekis reakcijos produkte reaguo-
jant rapsy aliejui su metilformiatu — 80,1 %, trifor-
milgliceridy - 19,9 %. RME iSeiga (%) apskaiciuo-
ta eksperimentinj kiekj padalijus i$ teorinio.

TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Trigliceridy peresterinimo metilformiatu schema
pateikta 1 paveiksle. Pirmoje stadijoje triglice-
ridai reaguoja su metilformiatu (MF), susidaro
riebaly ragsciy metilesteriai (RME) ir monofor-
milgliceridai, kurie antroje stadijoje reaguoja su
MF, susidaro RME ir diformilgliceridai, kurie
trecioje stadijoje reaguoja su MEF, ir susidaro galu-
tiniai produktai - RME ir triformigliceridai.
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CH,—OCOR; CH,—OCHO
CH—OCOR, + HCOOCH; _>( RiCOOCH;  + CH—OCOR,
CH,—OCOR; CH;—OCORs
Trigliceridai Metilformiatas RRME Monoformilgliceridai
|
CH,—OCHO CH,—OCHO
GH—OCOR, . HCOOCH, < RLOOCH:  + cH—ocCHO
CH,—OCOR; CH,—OCOR;
Monoformilgliceridai Metilformiatas RRME Diformilgliceridai
n
CH,—OCHO CH,—OCHO
C::H—OCHO . HCOOCH, < RCOOCHs  + GH—OCHO
CH,—OCOR; CH,—OCHO
Diformilgliceridai Metilformiatas RRME Triformilgliceridai

1 pav. Trigliceridy peresterinimo metilformiatu schema

Fig. 1. Scheme of interesterification of triglyceride using methyl formate

Biokatalizatoriaus parinkimas

Pirmgjame etape buvo parenkamas efektyviausias
biokatalizatorius, tinkantis rapsy aliejaus meti-
lesteriy sintezei naudojant metilformiatg. Tirta
penkiolika skirtingy lipaziy. Kontroliniai mégi-
niai - glicerolis (K), rapsy aliejus (RA) ir rap-
sy aliejaus riebaly rugsciy metilesteriai (RME).

Gauti plonasluoksnés chromatografijos tyrimy
rezultatai pateikti 2 paveiksle.

Kaip matyti i§ pateiktos chromatogramos,
RME ir formilglicerolio sintezéje daugelis tir-
ty lipaziy neveiksmingos. Sinteze¢ katalizuojant
Lipase su perlite, Lipozyme RM IM, Novozyme
435, Lipolase 100L, 9 — Lipex 100L, 10 — Palatase

2 pav. Rapsy aliejaus peresterinimo metilformiatu reakcijos produktai naudojant skirtingas lipazes: 1 - Lipase F-EC;
2 - Lipase G ,,Amano“ 50; 3 — Lipase su perlite; 4 - Lipozyme RM IM; 5 - Lipozyme TLIM; 6 — Lipozyme 435;
7 — Novozym 435; 8 — Lipolase 100L; 9 — Lipex 100L; 10 - Palatase 20000L; 11 — Lecitase Ultra; 12 — Resinase 2X;
13 - Lipozyme CALB; 14 - Lipozyme TL 100L; 15 - Lipex 100L. Kontrolé - K — glicerolis, RME - rapsy aliejaus

metilesteriai, RA - rapsy aliejus

Fig. 2. Reaction products of interesterification of rapseed oil with methyl formate using different lipazes: 1, Lipase F-EC;
2, Lipase G Amano’ 50; 3, Lipase with perlite; 4, Lipozyme RM IM; 5, Lipozyme TLIM; 6, Lipozyme 435; 7, Novozym
435; 8, Lipolase 100L; 9, Lipex 100L; 10, Palatase 20000L; 11, Lecitase Ultra; 12, Resinase 2X; 13, Lipozyme CALB; 14,
Lipozyme TL 100L; 15, Lipex 100L. Control, K, - glycerol; RME, rapeseed oil methyl esters; RA, rapeseed oil
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20000L, 11 - Lecitase Ultra fermentais RME su-
sidaro, taciau lieka ir nesureagavusio aliejaus. Di-
desniu efektyvumu pasizymi trys lipazés, kurias
pagal efektyvuma galima iSdéstyti tokia tvarka
(link efektyviausio fermentinio preparato): No-
vozyme 435, Lipase su perlite ir Lipozyme RM
IM (pats efektyviausias). Taigi tolimesniems tyri-
mams buvo pasirinktas fermentas Lipozyme RM
IM. M. K. Modi ir kt. (2007), tyre zalio aliejaus
i§ Jatropha curcas (jatropha), Pongamia pinnata
(karanja) ir Helianthus annuus (saulégrazy) pe-
resterinimg etilacetatu, naudojo Novozyme 435
fermentg, taciau jie netyré kity fermenty efek-
tyvumo ir nevykdé atrankos (Modi et al., 2007).
Mokslininkai, analizave biotechnologinj sojy alie-
jaus peresterinimo proces3, naudojo fermentinj
preparatg Novozyme 435 (Du et al., 2004). Vabz-
dziy riebaly peresterinimui metilacetatu taip pat
naudotas Novozyme 435 (Nguyen et al., 2018),
kuris yra gaminamas pramoniniu btadu ir dauge-
lio mokslininky jvardijamas kaip efektyviausias
fermentinéje biodyzelino sintezéje. Taciau neras-
ta duomeny apie efektyviausio fermento parin-
kimg peresterinant aliejy mazos masés karbok-
sirugsciy esteriais. Fermentas Lipozyme RM IM
mokslininky naudotas kaip efektyviausias auga-
linio aliejaus peresterinimui jvairiais alkoholiais
(Rodrigues et al., 2008; Sendzikiene et al., 2016).

Optimaliy proceso salygy parinkimas
Pradiniame etape, siekiant nustatyti tinkamiau-
sias peresterinimo metilformiatu sglygas, pa-
rinktas optimalus fermento Lipozyme RM IM
kiekis. Tyrimai atlikti reakcijos terpéje esant nuo
9 iki 17 % (aliejaus masés) katalizatoriaus, vyk-
dant procesg 6 ir 15 val, esant metilformiato
ir aliejaus moliniam santykiui - 12 : 1; tempe-
ratirai — 20 °C. Gauti tyrimy rezultatai pateikti
3 paveiksle.

I§ pateikty duomeny matyti, kad didéjant fer-
mento kiekiui bei trukmei auga ir esteriy iSeiga.
Kai fermento kiekis 9 %, o proceso trukmé 6 val.,
rapsy aliejaus metilesteriy esteriy iSeiga siekia
28,16 + 0,10 %; 15 val. — 36,17 £+ 0,12 %. Padidi-
nus fermento koncentracijg iki 13 %, esteriy is-
eiga padid¢ja iki 33,9 + 0,14 % (vykdant procesa
6 val.) ir 44,81 + 0,18 % (esant 15 val. trukmei).
Padidinus biokatalizatoriaus kiekj iki 15 %, es-
teriy iSeiga kinta nezymiai: esant 6 val. proce-
so trukmei, esteriy iSeiga siekia 35,37 + 0,15 %,
procesa vykdant 15 val., gaunama 46,88 + 0,15 %
rapsy aliejaus metilesteriy esteriy iSeiga. Atsizvel-
giant | tai, kad esteriy iSeiga tik Siek tiek padidéjo
ir | tai, kad fermentiniai preparatai yra brangds,
juos sunku regeneruoti ir naudoti pakartotinai,
tolesniems tyrimams pasirinktas 13 % fermenti-
nio preparato kiekis. Mokslininkai, tyr¢ augalinio

Esteriy iSeiga %
Ester yield, %

10

5 7 9

Fermento koncentracija %
Catalyst amount, %

11 13 15 17

3 pav. Rapsy aliejaus metilesteriy iSeigos priklausomybé nuo fermento koncen-

tracijos, kai proceso trukmeé 6 ir 15 val.

Fig. 3. Dependence of the rapeseed oil methylester yield on the amount of the cata-
lyst when the process duration is 6 and 15 hours



52 Violeta Makareviciené, leva SendZikaité

aliejaus peresterinimg etilacetatu, naudojo fer-
mentg Novozyme 435 ir nustaté, kad optimalus
jo kiekis — 10 % (Modi et al., 2007). W. Du ir kt.
(2004) augalinio aliejaus peresterinimui naudojo
metilacetatg ir Novozyme 435 kaip katalizatoriy,
kurio nustatyta optimali koncentracija - 30 %
(Du et al., 2004).

Augalinio aliejaus peresterinimo, kaip ir kity
cheminiy procesy, efektyvumui ir produkty isei-
gai didele jtaka turi reaguojanc¢iy medziagy mo-
linis santykis. Vienam moliui aliejaus teoriskai
reikia trijy moliy alkoholio (1 pav.) ar mazos mo-
lekulinés masés rugsciy ir metanolio esteriy. Bio-
dyzelino sintezés reakcija pasizymi pusiausvyra,
todél tam, kad padidéty produkto iseiga, papras-
tai naudojamas didesnis nei teorinis metanolio ar
mazos masés karboksiragsciy metilesteriy kiekis.

Siekdami nustatyti optimaly metilformaito
kiekj, molinj metilformiato ir aliejaus santykj
keitéme nuo 6 iki 40. Procesg vykdéme naudo-
dami 13 % lipazés Lipozyme TL IM esant 20 °C
temperatirai ir 6 val. proceso trukmei. 1 lenteléje
pateikti duomenys apie gliceridy kiekj reakcijos
produkte, o 4 pav. parodyta rapsy aliejaus meti-
lesteriy iSeigos priklausomybé nuo metilformiato
ir rapsy aliejaus molinio santykio.

Kaip matyti i§ pateikty duomeny, esant metil-
formiato ir aliejaus moliniam santykiui 6 : 1 rapsy
aliejaus metilesteriy iSeiga siekia 26,6 + 0,09 %.
Didéjant metilformiato ir aliejaus moliniam
santykiui rapsy aliejaus metilesteriy iSeiga dide-
ja: kai molinis santykis 8 : 1, esteriy iseiga yra
30,29 £ 0,10 %; kai molinis santykis 14 : 1, iSeiga
siekia 34,52 + 0,10 %; kai molinis santykis 32 : 1,
iSeiga — 43,45 + 0,12 %. Toliau didinat reaguojan-
¢iy medziagy molinj santykj (iki 36 : 1 ir 40 : 1)
esteriy iSeiga Siek tiek didéja (iki 44,9 + 0,11 ir
45,59 + 0,12 %). Galima teigti, kad optimalus
metilformiato ir rapsy aliejaus molinis santykis
yra 32 : 1. Kai kurie tyréjai mano, kad didinant
metanolio ir mazos molekulinés masés ragsciy
esteriy kiekj reakcijos terpéje prasideda fermen-
to inaktyvacija ir mazéja produkto iSeiga. Pana-
$ios tendencijos pastebétos ir jprastinio aliejaus
peresterinimo metanoliu, naudojant biokatali-
zatorius, atveju. Tyrimy, naudojant aliejaus pe-
resterinimui jvairius alkoholius, rezultatai rodo,
kad didesni metanolio kiekiai inaktyvuoja lipa-
zes (Shimada et al., 1999; Shimada et al., 2002;
Du et al, 2004). W. Du ir kt. (2004) nustaté,
kad fermenty aktyvuma slopina ir mazos masés
karboksiragsciy esteriai, turintys metilo grupes

1 lentelé. Reakcijos produkto sudétis esant skirtingam metilformiato ir rapsy aliejaus moliniam santykiui

Table 1. Composition of the reaction product at a different molar ratio of methyl formate and rapeseed oil

Metilformiato ir alie- | Trigliceridai | Monoformil- Diformil- Triformil- Esteriy
jaus molinis santykis % gliceridai % gliceridai % | gliceridai % | koncentracija %
The molar ratio of Triglycerides, | Monoformil- Diformil- Triformilgly- Ester

methyl formate to oil % glycerides, % | glycerides, % cerides, % concentration, %
6 45,58 £ 0,12 3,89 +0,11 15,62 £ 0,10 5,52+ 0,10 22,20 £ 0,11
8 41,11 £ 0,09 4,90 + 0,10 15,61 £ 0,10 6,28 + 0,12 25,28 £0,12
10 40,01 £0,11 5,48 £0,11 17,02 £ 0,12 6,76 +£ 0,10 27,21+ 0,11
12 40,18 £ 0,12 6,22 + 0,16 17,64 £ 0,14 7,02 + 0,18 28,26 + 0,11
14 40,45+ 0,14 6.26 £ 0,11 18,28 £ 0,14 7,16 £ 0,14 28,81 £ 0,13
16 41,25+ 0,18 6,57 £ 0,14 19,43 £ 0,15 6,96 + 0,18 28,02 + 0,19
18 39,15+ 0,14 6,80 + 0,11 18,87 £ 0,12 7,46 + 0,11 30,04 + 0,15
20 44,7 + 0,17 8,08 £ 0,15 20,18 £ 0,16 7,65 +£ 0,12 30,80 £ 0,14
24 34,97 £ 0,13 8,18 £ 0,13 22,48 £ 0,14 7,96 + 0,11 32,06 £ 0,15
28 35,78 £ 0,16 8,82 £0,14 21,53+ 0,14 7,89 £ 0,13 31,77 £ 0,15
32 30,18 £ 0,17 9,54 + 0,14 21,98 + 0,15 9,01 £0,17 36,26 + 0,14
36 27,03 £0,21 9,37 £ 0,19 21,52 +0,18 9,31 +0,18 37,47 £ 0,19
40 28,87 £0,18 9,60 + 0,16 21,94 £ 0,15 9,47 + 0,16 38,10 £ 0,16
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4 pav. Rapsy aliejaus metilesteriy ieigos priklausomybé nuo metilformiato ir
aliejaus molinio santykio
Fig. 4. Dependence of the rapeseed oil methylester yield on the molar ratio of

methyl formate to oil

(pvz., metilacetatas), o esteriai, kuriuose yra etilo
grupés (etilacetatas, etilformiatas), neturi jokios
neigiamos jtakos fermenty aktyvumui. Tai sutam-
pa su misy gautais rezultatais, kad didesni metil-
formiato kiekiai slopina fermento aktyvuma.
Reakcijos trukmé - vienas svarbesniy veiks-
niy, daranciy jtaka biotechnologiniy procesy isei-
gai. Siekiant jvertinti proceso trukmés jtaka rapsy
aliejaus interesterinimo metilformiatu procesui,
tyrimai atlikti keiciant proceso trukme nuo 6 iki

48 val., esant metilformiato ir aliejaus moliniam
santykiui 32 : 1, fermento kiekiui - 13 %, tempe-
ratirai - 20 °C. Gauti rezultatai pateikti 5 pav.,
o reakcijos produkto gliceridy sudétis, priklauso-
mai nuo proceso trukmes, 2 lenteléje.

Nesunku pastebéti, kad didéjant proceso truk-
mei didéja ir metilesteriy iseiga. Peresterinima
vykdant 6 val.,, esteriy iSeiga siekia 39,9 + 0,91 %, o
kai trukmeé 16 val., metilesteriy iSeiga padidéja iki
52,7 + 1,05 %. Vykdant procesg 24 val. pasiekiama
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5 pav. Rapsy aliejaus metilesteriy iSeigos priklausomybé nuo reakcijos trukmés
Fig. 5. Dependence of the rapeseed oil methylester yield on the reaction duration
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2 lentelé. Reakcijos produkto sudétis esant skirtingai peresterinimo proceso trukmei

Table 2. Composition of the reaction product at a different duration of interesterification

Trukmeé Monoformil- Diformil- Triformilgli- Esteriy
val. Trigliceridai % gliceridai % gliceridai % ceridai % koncentracija%
Duration, | Triglycerides, % | Monoformilgly- Diformilgly- Triformilgly- Ester

h cerides, % cerides, % cerides, % concentration, %

6 43,3 0,15 10,97 £ 0,22 17,11 £ 0,12 8,28 £0,19 33,32+ 0,21

9 30,11 £ 0,19 13,76 £ 0,25 13,44 £ 0,22 9,96 + 0,18 40,08 £ 0,19
16 23,3 +£0,20 12,76 £ 0,12 12,18 £ 0,18 10,92 £ 0,11 43,97 £ 0,14
20 17,69 £ 0,21 13,75+ 0,11 10,94 £+ 0,09 11,77 £ 0,14 47,39 £ 0,16
24 15,5 £ 0,09 13,6 £ 0,19 8,85+ 0,11 12,37 £ 0,15 49,81 + 0,10
30 12,11 £ 0,12 14,69 + 0,15 8,85+ 0,09 12,74 £ 0,11 51,3+0,18
34 10,48 £ 0,11 14,25 + 0,14 7,92+ 0,11 12,72 £ 0,14 51,18 £ 0,14
42 10,52 £ 0,09 14,85 £ 0,21 7,63 £ 0,18 13,56 £ 0,17 54,6 £ 0,14
48 9,22 £ 0,10 14,77 £ 0,16 7,13 £ 0,15 13,54 £ 0,14 54,5+ 0,11

60,68 *+ 0,95 % metilesteriy iSeiga. Dar labiau di-
dinat proceso trukme esteriy ideiga didéja léciau:
kai proceso trukmé 30 val., esteriy iseiga siekia
61,47 + 1,10 %, kai 42 val. ir 48 val.,, gaunama
atitinkamai 65,4 + 1,11 % ir 65,3 + 1,14 % iSeiga.
I§ gauty rezultaty galima daryti i$vada, kad opti-
mali proceso trukmé yra 42 valandos.

Apibendrinant rapsy aliejaus peresterinimo
metilformiatu proceso tyrimy metu gautus rezul-
tatus galima teigti, kad didziausia rapsy aliejaus
metilesteriy iSeiga gaunama naudojant 13 % alie-
jaus masés fermentinio preparato Lipozyme TL
IM, imant 32 : 1 metilformaito ir aliejaus molinj
santykj, reakcija vykdant 42 val. 20 °C tempera-
taroje. Taciau tokiomis salygomis peresterinama
tik 60,68 + 0,95 % rapsy aliejaus. Si ideiga néra
pakankama, toks produktas negali buti tiesiogiai
naudojamas kaip degalai dyzeliniam varikliui.
Batina tirti kitas galimybes, didinti metilesteriy
iSeigg. Viena tokiy - taikyti daugiastadijinj pe-
resterinimo procesa, kaip tai daroma jprastinéje
biodyzelino sintezéje taikant dviejy ar trijy sta-
dijy procesus.

ISVADOS

o I§ tirty penkiolikos lipaziy efektyviausias bio-
katalizatorius, tinkantis rapsy aliejaus peresteri-
nimui metilformiatu, yra Lipozyme RM IM. Op-
timalus jo kiekis — 13 % (aliejaus masés).

o Didziausia rapsy aliejaus metilesteriy iSeiga
gaunama peresterinimo procesg vykdant 20 °C

temperatiiroje esant metilformiato ir aliejaus
moliniam santykiui 32 : 1, kai proceso trukmé 42
valandos.

« Nustatytomis salygomis peresterinama 60,68 +
0,95 % aliejaus. Metilesteriy iSeiga yra per maza,
kad buty galima tiesiogiai reakcijos produkta
naudoti kaip degalus. Siekiant padidinti iseiga,
tikslinga taikyti antraja peresterinimo stadija.
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Violeta Makareviciené, Ieva Sendzikaité

BIOCATALYTIC TRANSESTERIFICATION OF
RAPESEED OIL BY METHYL FORMATE

Summary

Due to the awareness of adverse effects of conventional fuels
on environment and on a frequent rise in the crude oil price,
the need for a sustainable and environment-friendly alternate
source of energy has gained importance. Recently, options
have been analysed to replace the triglyceride transesterifica-
tion process, which is generally used in biodiesel production,
by the process where raw glycerol is not generated, whereas
triacylglycerides obtained instead glycerol can be directly used
as fuel for a diesel engine in a mixture with fatty acid esters. In
the present work, interesterification of rapeseed oil to biodiesel
was carried out with methyl formate and using lipase as a cata-
lyst. The research was carried out at the Laboratory of Chemi-
cal and Biochemical Research for Environmental Technology
of Aleksandras Stulginskis University.

First, the most effective biocatalyst suitable for the process
was selected. 14 different lipases were studied. The samples ob-
tained after the synthesis were analysed by the thin-layer and
gas chromatography. Process experiments were performed
using a methyl formate to oil molar ratio of 6:1 to 40:1, a lipase
amount of 5 to 17% (mass of oil) and synthesis duration of 3 to
48 h. The highest yield of fatty acid methyl esters (FAME) was
obtained using Lipozyme RM IM as a catalyst and its optimal
amount was 13%. The optimal temperature was found to be
20°C and the duration of interesterification 42 h. The optimal
molar ratio of methyl formate to oil was determined to be 32:1.
Under the obtained conditions the transesterification degree
was 60.68 + 0.95%.

Keywords: biodiesel, methyl formate, interesterification,
lipase



