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A g r a d e c i m e n t o s  

 

T o d o  e s t e  t r a b a l h o  n u n c a  t e r i a  s i d o  p o s s í v e l  s e m  a  c o l a b o r a ç ã o  d e  

v á r i a s  p e s s o a s  d e  d i f e r e n t e s  q u a d r a n t e s ,  q u e  e m  d i f e r e n t e s  a l t u r a s  

p a r t i l h a r a m  c o m i g o  o  m e s m o  t e m p o  e  e s p a ç o ,  p e r m i t i n d o  a  

e l a b o r a ç ã o  d e s t a  t e s e ,  e  à s  q u a i s  p r e t e n d o  a g r a d e c e r  e m  s e g u i d a .  

A o s  m e u s  p a i s  e  f a m í l i a ,  p e l a  o p o r t u n i d a d e  q u e  m e  f a c u l t a r a m  e m  

s e g u i r  a  v i d a  a c a d é m i c a ,  e  n u n c a  t e r e m  d e s i s t i d o  d e  m i m .  

A o  P r o f e s s o r  D o u t o r  A n t ó n i o  P o r t u g a l  q u e  d e s d e  o  p r i m e i r o  d i a  

a b r a ç o u  e s t e  p r o j e c t o  d e  u m a  f o r m a  a u d a z  e  s e m p r e  c o n s c i e n t e ,  

p r e s t a n d o - m e  o r i e n t a ç ã o  a o  l o n g o  d e s t e  a n o .  

À  M A R A v i l h o s a  e q u i p a  d o  P r o f e s s o r  D o u t o r  H e r m í n i o  S o u s a ,  e  à  

p o p u l a ç ã o  q u e  c i r c u l a  p e l o  B 1 8  e  B 2 0  q u e  s e m p r e  m e  a p o i o u  e  

a j u d o u  n a  m i n h a  a d a p t a ç ã o  a o  D E Q .  

À  A n a  F i l i p a ,  s e m  q u a l   n ã o  t e r i a  h a v i d o  c a r d o s ,  a l é m  d e  t o d o  o  

a p o i o  e  c a r i n h o  q u e  s e m p r e  m e  d i s p o n i b i l i z o u .  

A  t o d o s  a q u e l e s  q u e  m e s m o  n ã o  e s t a n d o  a q u i  d i s c r i m i n a d o s ,  s a b e m  

q u e  c o n t r i b u í r a m  p a r a  a  m i n h a  f o r m a ç ã o  e  d e  a l g u m  m o d o  p a r a  o  

d e s f e c h o  f i n a l  d e s t a  t e s e .   

  

O  m e u  s i n c e r o  b e m - h a j a  a  t o d o s  v ó s !  
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A b s t r a c t  

S u i t a b l e  a n d  n e w  e n e r g y  c r o p s  a r e  o n  t h e  d a y ’ s  o r d e r  t o  

p r o v i d e  a  b e t t e r  a n d  s u s t a i n a b l e  f u t u r e  f o r  p l a n e t  E a r t h .  T h e  p r e s e n t  

w o r k  a i m s  t o  u s e  C y n a r a  c a r d u n c u l u s ,  L .  s e e d s ’  o i l  t o  p r o d u c e  

b i o d i e s e l  w i t h  t h e  p u r p o s e  o f  t r y i n g  t o  f i n d  a  s u i t a b l e  a l t e r n a t i v e  t o  

p e t r o l e u m  b a s e d  f u e l s  a t  a  r e g i o n a l  s c a l e ,  a s  i t  i s  a n  e n d o g e n o u s  

p l a n t  o f  t h e  M e d i t e r r a n e a n  F l o r a .  T h e  o i l  w a s  e x t r a c t e d  u s i n g  t w o  

d i f f e r e n t  m e t h o d s ,  a  t r a d i t i o n a l  S o x h l e t  a p p a r a t u s  u s i n g  n - h e x a n e  a s  

a  s o l v e n t ,  a n d  b y  s u p e r c r i t i c a l  c a r b o n  d i o x i d e  t e c h n o l o g y ,  w h i c h  

c o n f e r s  a  g r e e n e r  a p p r o a c h  t o  o i l  e x t r a c t i o n  u s i n g  a  c l e a n  

t e c h n o l o g y .  D i f f e r e n t  t e m p e r a t u r e s  a n d  p r e s s u r e s  w e r e  u s e d  i n  t h e  

S F E ’ s  e x t r a c t i o n ,  v a r y i n g  t h e  C O 2  d e n s i t y  a n d  c o n s e q u e n t l y  o i l  

s o l u b i l i t y  i n  C O 2 ,  a s  w e l l  a s  o i l  e x t r a c t i o n  y i e l d s  a n d  i t s ’  

p r o p e r t i e s .  I t  w e r e  t e s t e d  t h e  t e m p e r a t u r e s  o f  3 5 º C  a n d  5 5 º C  a t  

p r e s s u r e s  o f  1 5 0  b a r  a n d  3 0 0  b a r ,  a n d  a  m i d p o i n t  o f  p r e s s u r e  a n d  

t e m p e r a t u r e  a t  4 5 º C  a n d  2 2 5  b a r .  T r a n s e s t e r i f i c a t i o n  p r o c e s s  w a s  

p e r f o r m e d  u s i n g  a l k a l i  b a s e d  p r o c e s s  t o  t r a n s f o r m  t h e  o i l  e s t e r s  i n t o  

m e t h y l  e s t e r s  ( F A M E ) ;  m e t h a n o l  a s  s o l v e n t  a n d  s o d i u m  m e t h o x i d e  a s  

c a t a l y s t ,  i n  a  6 : 1  m o l a r  r a t i o .  D e s p i t e  t h i s ,  b i o d i e s e l  y i e l d s  w e r e  

l o w e r  t h a n  t h e  e x p e c t e d  p r o b a b l y  d u e  t o  s a p o n i f i c a t i o n  r e a c t i o n s  

( s a p o n i n s  p r e s e n t )  o c c u r r i n g  i n  s i m u l t a n e o u s  w i t h  t h e  p r e s e n c e  o f  

f r e e  f a t t y  a c i d s .  T h e s e  w e r e  m a i n l y  d u e  t o  t h e  a m o u n t  o f  f r e e  f a t t y  

a c i d s  p r e s e n t  i n  t h e  o i l  a s  w e l l  a s  c y n a r a  s a p o n i n s .  P r e l i m i n a r y  t e s t s  

i n d i c a t e  t h a t  a c i d  c a t a l y z e d  e s t e r i f i c a t i o n  b e f o r e  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  

a r e  n e c e s s a r y  t o  r a i s e  b i o d i e s e l  y i e l d  a s  w e l l  a s  a n  i n c r e a s e  i n  

F A M E  c o n t e n t ,  r e a c h i n g  v a l u e s  s t i p u l a t e d  i n  t h e  n o r m  E N 1 4 2 1 4 .  

C a r d o o n  p r o v e d  t o  b e  a  s u i t a b l e  e n e r g y  c r o p  a s  t h e  p l a n t s  w e r e  a l l  

r a n d o m l y  s e l e c t e d  a n d  h a d  n o  s p e c i f i c  t r e a t m e n t  f o r  t h e i r  

d e v e l o p m e n t .  T a k i n g  i n t o  a c c o u n t  t h e s e  a c h i e v e m e n t s  a n d  t h e  

E u r o p e a n  d i r e c t i v e  2 0 0 3 / 3 0  t h a t  p o s t u l a t e s  a n  i n c r e a s i n g  i n s e r t  o f  

b i o d i e s e l  i n  a l l  p u b l i c  t r a n s p o r t ’ s  f u e l  u n t i l  2 0 2 0 ,  C y n a r a  s h o u l d  b e  

c o n s i d e r e d  a s  a n  e n e r g y  c r o p  i n  a l t e r n a t i v e  t o  e d i b l e  p l a n t s .  
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F u r t h e r m o r e  i t  m a y  w o r k  a s  a  b o o s t  t o  r e g i o n a l  e c o n o m y  o f  t h e  

P o r t u g u e s e  i n t e r i o r  a r e a s .  
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R e s u m o  

N o v o s  e  a p r o p r i a d o s  c u l t i v a r e s  e n e r g é t i c o s  e s t ã o  n a  o r d e m  d o  

d i a  d e  m o d o  a  p r o p o r c i o n a r  u m  f u t u r o  m e l h o r  e  m a i s  s u s t e n t á v e l  

p a r a  o  p l a n e t a  T e r r a .  E s t e  t r a b a l h o  t e m  c o m o  o b j e c t i v o  u s a r  o  ó l e o  

d a s  s e m e n t e s  d e  C y n a r a  c a r d u n c u l u s ,  L .  p a r a  p r o d u z i r  b i o d i e s e l  c o m  

a  f i n a l i d a d e  d e  t e n t a r  e n c o n t r a r  u m a  a l t e r n a t i v a  v i á v e l  a o s  

c o m b u s t í v e i s  d e r i v a d o s  d e  p e t r ó l e o  a  u m a  e s c a l a  r e g i o n a l ,  j á  q u e  s e  

t r a t a  d e  u m a  p l a n t a  e n d ó g e n a  d a  f l o r a  m e d i t e r r â n i c a .  O  ó l e o  f o i  

e x t r a í d o  u s a n d o  d o i s  m é t o d o s  d i f e r e n t e s ,  u m a  e x t r a c ç ã o  c o m  S o x h l e t  

u s a n d o  n - h e x a n o  c o m o  s o l v e n t e ,  e  o u t r a  u t i l i z a n d o  d i ó x i d o  d e  

c a r b o n o  s u p e r c r í t i c o ,  a  q u a l  o f e r e c e  u m a  a l t e r n a t i v a  m a i s  e c o l ó g i c a  

à  e x t r a c ç ã o  c o m  s o l v e n t e s  o r g â n i c o s  e  u s o  d e  u m a  t e c n o l o g i a  l i m p a .  

D i f e r e n t e s  p r e s s õ e s  e  t e m p e r a t u r a s  f o r a m  u s a d a s  n a  ex t r a c ç ã o  c o m  

S F E ,  d e  f o r m a  a  v a r i a r  a  d e n s i d a d e  d o  C O 2  e  c o n s e q u e n t e m e n t e  a  

s o l u b i l i d a d e  d o  ó l e o  n o  m e s m o ,  a s s i m  c o m o  o  s e u  r e n d i m e n t o .  

F o r a m  t e s t a d a s  t e m p e r a t u r a s  d e  3 5 º C  e  5 5 º C  a  1 5 0  b a r  e  3 0 0  b a r .  

c o m  u m  p o n t o  i n t e r m é d i o  d e  p r e s s ã o  e  t e m p e r a t u r a ,  a  4 5 º C  e  2 2 5  

b a r .   O  p r o c e s s o  d e  t r a n s e s t e r i f i c a ç ã o  f o i  r e a l i z a d o  u s a n d o  u m  

c a t a l i s a d o r  a l c a l i n o  p a r a  a  c o n v e r s ã o  d o s  é s t e r e s  d o  ó l e o  e m  m e t i l  

é s t e r e s ,  j á  q u e  o  s o l v e n t e  u s a d o  f o i  o  m e t a n o l  e  o  c a t a l i s a d o r  o  

m e t ó x i d o  d e  s ó d i o ,  n u m  r a t i o  m o l a r  d e  6 : 1 .  N o  e n t a n t o ,  o s  

r e n d i m e n t o s  d a  r e a c ç ã o  f o r a m  a b a i x o  d o  e s p e r a d o  p r o v a v e l m e n t e  

r e d u z i d o s  p e l a  o c o r r ê n c i a  d e  r e a c ç õ e s  d e  s a p o n i f i c a ç ã o  ( p r e s e n ç a  d e  

s a p o n i n a s )  e m  s i m u l t â n e o  c o m  a  p r e s e n ç a  d e  á c i d o s  g o r d o s  l i v r e s  n o  

ó l e o .  T e s t e s  p r e l i m i n a r e s  i n d i c a r a m  q u e  a  e s t e r i f i c a ç ã o  á c i d a  d o  

ó l e o  a n t e s  d a  t r a n s e s t e r i f i c a ç ã o  p a r a  e l e v a r  o  r e n d i m e n t o  d e  

b i o d i e s e l  e  n a  c o n v e r s ã o  d e  é s t e r e s  a l c a n ç a n d o  o s  v a l o r e s  p o s t u l a d o s  

n a  n o r m a  E N 1 4 2 1 4 .  O  c a r d o  p r o v o u  s e r  u m  c u l t i v a r  e n e r g é t i c o  

a d e q u a d o  j á  q u e  a s  p l a n t a s  f o r a m  t o d a s  s e l e c c i o n a d a s  a l e a t o r i a m e n t e  

e  n ã o  s o f r e r a m  q u a l q u e r  t i p o  d e  t r a t a m e n t o  p a r a  c o m p l e t a r e m  o  s e u  

d e s e n v o l v i m e n t o .  L e v a n d o  e m  c o n t a  e s t e  e s t u d o  b e m  c o m o  a  

d i r e c t i v a  e u r o p e i a  2 0 0 3 / 3 0  q u e  p r e v ê  u m a  i n t r o d u ç ã o  c r e s c e n t e  d e  

b i o c o m b u s t í v e i s  e m  t o d o  o  c o m b u s t í v e l  d e  t r a n s p o r t e s  p ú b l i c o s  a t é  
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2 0 2 0 ,  a s  p l a n t a s  d e  c a r d o  d e v e m  s e r  c o n s i d e r a d a s  c o m o  u m a  

a l t e r n a t i v a  a  o u t r a s  u s a d a s  n a  c a d e i a  a l i m e n t a r .  A l é m  d i s s o  p o d e  

s e r v i r  c o m o  u m  i m p u l s i o n a d o r  d a  e c o n o m i a  d e  á r e a s  d o  i n t e r i o r  

p o r t u g u ê s .  
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I n t r o d u c t i o n   

T h e  d e m a n d  f o r  n e w  e n e r g y  s o l u t i o n s ,  n a m e l y  b y  r e p l a c i n g  

f o s s i l  f u e l s  b y  o t h e r s  f r o m  n o n - e d i b l e  v e g e t a b l e s ,  i n  o r d e r  t o  

d i m i n i s h  t h e  d e p e n d e n c e  o n  p e t r o l ,  a s  w e l l  a s  t h e  C O 2  e m i s s i o n s  t o  

t h e  a t m o s p h e r e ,  i s  n o w a d a y s  c o n c e r n i n g  g o v e r n m e n t s  a n d  e n e r g e t i c  

c o m p a n i e s  a r o u n d  t h e  w o r l d .   

D i e s e l  E n g i n e  H i s t o r y  

 B y  t h e  e n d  o f  t h e  X I X  c e n t u r y  a  m a n  n a m e d  R u d o l f  D i e s e l  

i n v e n t e d  t h e  d i e s e l  e n g i n e ,  a  c o m p r e s s i o n - b a s e d  e n g i n e  i n  

o p p o s i t i o n  t o  t h e  s p a r k  i g n i t i o n  e n g i n e  t h a t  r a n  o n  p e t r o l .  T h e  d i e s e l  

e n g i n e  w a s  f i r s t  p o s t u l a t e d  i n  1 8 9 2 ;  i n  1 8 9 4  R u d o l f  D i e s e l  f i l e d  i n  a  

p a t e n t  f o r  i t  b u t  h e  o n l y  a c h i e v e d  t o  b u i l d  t h e  f i r s t  r u n n i n g  d i e s e l  

e n g i n e  i n  1 8 9 7  b e i n g  t h e  p a t e n t  o n l y  g r a n t e d  i n  1 8 9 8 .  D i e s e l  

i n v e n t e d  a n  e n g i n e  t h a t  w o r k e d  w i t h  

v e g e t a b l e  o i l s  d u e  t o  t h e i r  h i g h  e n e r g e t i c  

c o n t e n t .  T h e r e f o r e  h e  b e l i e v e d  t h a t  

v e g e t a b l e  o i l s  c o u l d  r e p l a c e  f o s s i l  f u e l s  

a n d  w o u l d  h e l p  t o  i m p r o v e  a g r i c u l t u r e  i n  

c o u n t r i e s  t h a t  b e t  i n  t h e s e  f u e l s  a n d  w e r e  

a t  t h e  s a m e  t i m e  p e t r o l e u m - d e p e n d e n t .  T o  

D i e s e l ,  “ t h e  u s e  o f  p l a n t  o i l  a s  f u e l  m a y  

s e e m  i n s i g n i f i c a n t  t o d a y .  B u t  s u c h  

p r o d u c t s  c a n  i n  t i m e  b e c o m e  j u s t  a s  

i m p o r t a n t  a s  k e r o s e n e  a n d  t h e s e  c o a l - t a r -

p r o d u c t s  o f  t o d a y . ”  H o w e v e r ,  s h o r t  a f t e r  

h i s  m y s t e r i o u s  d e a t h  i n  1 9 1 3 ,  t h e  p r o d u c t s  

d e r i v e d  f r o m  p e t r o l e u m  g e t  t o  k n o w  a n  

a m a z i n g  d e v e l o p m e n t ,  a n d  a m o n g s t  t h e m  

a r o s e  w h a t  i s  n o w a d a y s  k n o w n  a s  “ d i e s e l  

f u e l ” .  T h i s  s o r t  o f  f u e l  g a t h e r e d  t h e  

a v a i l a b i l i t y  a n d  c h e a p n e s s  o f  p e t r o l e u m ,  

a n d  a s  i t  w a s  a  b y p r o d u c t  f r o m  r a w  c r u d e  d i s t i l l a t i o n  i t  w a s  a l m o s t  

F i g u r e  1  –  F i r s t  D i e s e l  
e n g i n e  ( s o u r c e  U c a p ,  
2 0 1 0 )  
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v a l u e l e s s .  B y  1 9 2 0 ’ s  t h e  e n g i n e s  b e g a n  t o  b e  m o d i f i e d  i n  o r d e r  t o  

o n l y  a c c e p t  “ d i e s e l  f u e l ” ,  t h e  d i r e c t  i n j e c t i o n  s y s t e m  u p g r a d e d  e v e n  

m o r e  D i e s e l ’ s  e n g i n e  w h i c h  l e d  t o  t h e  f a l l  o f  v e g e t a b l e  o r i g i n s ’  f u e l  

t o  s e c o n d  p l a n  u n t i l  t h e  1 9 8 0 ’ s  ( G r o s s e r ,  1 9 7 8  ;  M o o n ,  1 9 7 4 ) .  

O i l  D e m a n d  

 I n  s p i t e  o f  t h e  w o r l d w i d e  s p r e a d  o f  m o t o r  e n g i n e s  a s  w e l l  a s  

W o r l d  W a r  I I ,  o i l  d e m a n d  a n d  C O 2  e m i s s i o n s  r o s e  u p  t o  u n b r i d l e d  

l e v e l s .  P e t r o l e u m  h a d  b e c o m e  t h e  “ b l a c k  g o l d ”  o f  t h e  X X  c e n t u r y .  

B y  t h e  1 9 7 0 ’ s  t h e  w o r l d  g o t  t o  k n o w  t h e  f i r s t  o i l  c r i s i s  w h e n  t h e  

O P E P  d e c i d e d  t o  p r o c l a i m  a n  o i l  e m b a r g o  i n  r e s p o n s e  t o  t h e  U S  

s u p p o r t  t o  t h e  I s r a e l i  m i l i t a r y  c a u s e .  A f t e r  t h a t  t w o  c r i s e s  c a m e  t o  

r a i s e  t h e  o i l  p r i c e ,  e s p e c i a l l y  i n  2 0 0 8  l e a d i n g  t o  u n s e e n  c r u d e  

p r i c e s ’  ( B a r s k y  a n d  K i l i a n ,  2 0 0 4 ) .  I n  F i g u r e  2  i t  i s  s h o w e d  t h a t  t h e  

p e t r o l  p r i c e s  u p s w i n g  s i n c e  1 9 7 0  a n d  i t  i s  p o s s i b l e  t o  c o n f i r m  t h e  

h i g h e r  c l i m b s  d u r i n g  t h e  t h r e e  o i l  s h o c k s .  M e a n w h i l e ,  a l t e r n a t i v e  

r o u t e s  o f  e n e r g y  c o n s u m p t i o n  c a m e  t o  l i g h t  i n  o r d e r  t o  s u p p r e s s  t h e  

o i l  d e p e n d e n c e  a n d  p r o v i d e  c l e a n e r  a l t e r n a t i v e s .  B i o f u e l s  s l o w l y  

F i g u r e  2  –  O i l  p r i c e  c h a n g e s  s i n c e  1 9 7 0 ,  Source: Federal Reserve Bank of St. 
Louis. (Rodrigue 2010) 
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s t a r t e d  t o  r e e n t e r  t h e  m a r k e t  a n d  g a i n i n g  t h e  p u b l i c  o p i n i o n ’ s  

r e s p e c t  a n d  a d m i r a t i o n  a s  t h e y  p r o v i d e d  a  c h e a p e r  a n d  g r e e n e r  

a l t e r n a t i v e  t o  f o s s i l  f u e l s .   

B i o d i e s e l  

B i o d i e s e l  i s  n o w a d a y s  a  c o m m o n  t e r m  a n d  a  s i m p l e  s e a r c h  i n  

a n y  i n t e r n e t  s e a r c h  e n g i n e  f o r  s c i e n t i f i c  a r t i c l e s  w i l l  e a s i l y  r e v e a l  

m o r e  t h a n  5 0 0 0  a r t i c l e s  r e l a t e d  t o  t h e  s u b j e c t .  ( S c i e n c e  D i r e c t ,  

2 0 1 0 )  B i o d i e s e l  i s  b y  d e f i n i t i o n  a  s e t  o f  m o n o  a l k y l  e s t e r s  o f  l o n g  

c h a i n  f a t t y  a c i d s  d e r i v e d  f r o m  v e g e t a b l e  o i l s  o r  a n i m a l  f a t ,  i n  o r d e r  

t o  b e  u s e d  i n  a  c o m p r e s s i o n  i g n i t i o n  e n g i n e .  A  c h e m i c a l  p r o c e s s  

n a m e d  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  n o r m a l l y  p r o d u c e s  i t ,  b u t  o t h e r  p r o c e s s  

c a n  a l s o  b e  u s e d ,  s u c h  a s  p y r o l y s i s  a n d  e m u l s i f i c a t i o n  ( M e h e r , e t  a l . ,  

2 0 0 6  ;  M u r u g e s a n ,  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .  

T r a n s e s t e r i f i c a t i o n  P r o c e s s   

T r a n s e s t e r i f i c a t i o n  i s  d e f i n e d  b y  t h e  d i s p l a c e m e n t  o f  a l c o h o l  

f r o m  a n  e s t e r  b y  a n o t h e r  a l c o h o l  i n  a  p r o c e s s  s i m i l a r  t o  h y d r o l y s i s ,  

e x c e p t  t h a t  a l c o h o l  i s  u s e d  i n s t e a d  o f  w a t e r .  I n  t h e  m a j o r i t y  o f  

c a s e s ,  m e t h a n o l  i s  u s e d  b e c a u s e  o f  t h e  r e s t r i c t i o n s  t o  a c q u i r e  

e t h a n o l  i n  l a r g e  a m o u n t s ( K n o t h e ,  G e r p e n  e  K r a h l  2 0 0 5 ) .  I n  c o u n t r i e s  

l i k e  B r a z i l ,  w h e r e  e t h a n o l  i s  c h e a p e r  a n d  m o r e  a v a i l a b l e  t h a n  

m e t h a n o l ,  t h i s  a l c o h o l  i s  p r e f e r r e d  f o r  b i o f u e l s  p r o d u c t i o n ,  l i k e  

b i o e t h a n o l  ( P o u s a  e t  a l . ,  2 0 0 7  ;  M o n t e i r o ,  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  

T h e  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  p r o c e s s  c a n  b e  e a s i l y  d e s c r i b e d  b y  a  

g e n e r a l  e q u a t i o n ,  a s  s h o w n  b e l o w  i n  F i g u r e  3 ,  p r o d u c i n g  m e t h y l  

e s t e r s  a n d  g l y c e r o l  i n  a  r e a c t i o n  w h e r e  t h e  v e g e t a b l e  o i l s ’  

t r i g l y c e r i d e s  a r e  t r a n s f o r m e d  g r a d u a l l y  i n t o  d i g l y c e r i d e s ,  

m o n o g l y c e r i d e s  a n d  f i n a l l y  i n t o  f a t t y  a c i d  a l k y l  e s t e r  o f  F A M E  

( f a t t y  a c i d  m e t h y l  e s t e r ) ,  a n d  g l y c e r o l  a s  a  b y p r o d u c t  o f  t h e  r e a c t i o n  

( D e m i r b a s ,  2 0 0 9 ) .  G l y c e r o l  w a s  f o r  m a n y  y e a r s ,  e s p e c i a l l y  i n  t h e  

X V I I I  c e n t u r y ,  t h e  m a i n  g o a l  f o r  t h i s  r e a c t i o n ,  a s  i t  c a n  f o r m  s o a p  

v e r y  e a s i l y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  w a t e r .    
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F i g u r e  3  –  T r a n s e s t e r i f i c a t i o n  r e a c t i o n ,  s o u r c e  K n o t h e  e t  a l . ,  2 0 0 5 .  

A c c o r d i n g  t o  t h e  o r i g i n  a n d  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  o i l s  u s e d  t o  

p r o d u c e  b i o d i e s e l ,  s l i g h t  m o d i f i c a t i o n s  t o  t h e  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  

p r o c e s s  m a y  b e  n e c e s s a r y  t o  a c h i e v e  b e t t e r  r e s u l t s  i n  t e r m s  o f  y i e l d  

a n d  q u a l i t y .  T h e s e  m o d i f i c a t i o n s  m a y  b e  r e l a t e d  w i t h  t h e  c a t a l y s t  

( a c i d  o r  b a s e )  o r  w i t h  d i f f e r e n t  p r e t r e a t m e n t s  m a d e  t o  t h e  o i l .  T h e s e  

m e c h a n i s m s  a r e :  

•  B a s e  c a t a l y z e d  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  

•  A c i d  c a t a l y z e d  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  

•  S a p o n i f i c a t i o n  f o l l o w e d  b y  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  

•  A c i d  e s t e r i f i c a t i o n  f o l l o w e d  b y  b a s e  c a t a l y z e d  

t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  

T h e  b a s e  c a t a l y z e d  m e c h a n i s m  i s  c u r r e n t l y  t h e  m o s t  u s e d  

m e t h o d  f o r  b i o d i e s e l  p r o d u c t i o n  b e c a u s e  o f  i t s ’  h i g h e r  c o n v e r s i o n  

y i e l d s  o f  t r i g l y c e r i d e s  i n t o  F A M E s ’  a s  w e l l  a s  t h e  v e l o c i t y  o f  t h e  

r e a c t i o n  t h a t  i s  h i g h e r  ( V y a s  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .   

A l l  b i o d i e s e l  m u s t  f o l l o w  c e r t a i n  n o r m s  i n  o r d e r  t o  b e  s o l d  a s  a  

v e h i c u l a r  f u e l  a n d  t o  b e  s a f e  b o t h  f o r  s t o r a g e  a n d  f o r  m o t o r  s a f e t y .  

N o w a d a y s  t h e  a c c e p t e d  a r e  t h e  E u r o p e a n  s t a n d a r d  E N 1 4 2 1 4  a n d  t h e  

U S A  s t a n d a r d  A S T M  D 6 7 5 1  ( S t a n d a r d i z a t i o n ,  2 0 1 0  ;  A S T M ,  2 0 1 0 ) .  

S o m e  o f  t h e  p a r a m e t e r s  e v a l u a t e d  a r e  l i s t e d  o n  T a b l e  1 .  

 

 

ABSTRACT: Vegetable oil esters, particularly methyl esters,
are being explored and used as alternative diesel fuel
(biodiesel). The transesterification reaction which yields the
methyl esters can be monitored for completion by near-infrared
(NIR) spectroscopy using a fiber-optic probe. Although the NIR
method is less sensitive than gas chromatography (GC) for quan-
tifying minor components, by correlation with existing GC or
other analytical data, biodiesel fuel quality can be assessed
through the NIR method. The NIR method is easier and faster to
use than GC.

Paper no. J9071 in JAOCS 76, 795–800 (July 1999).

KEY WORDS: Biodiesel, fiber-optic probe, fuel quality, near-
infrared spectroscopy, transesterification.

Biodiesel, defined as the monoalkyl esters of fatty acids from
vegetable oils and animal fats (1), neat and blended with con-
ventional diesel fuel has significant potential as alternative
diesel fuel (2,3). Initial stages of commercialization have
been successful. Biodiesel is usually obtained from the neat
vegetable oil by transesterification with an alcohol, usually
methanol, in presence of a catalyst, usually a base such as
KOH (Fig. 1). Glycerol is a by-product of the reaction. Other
possible materials in biodiesel include residual alcohol, mois-
ture, unreacted feedstock (triacylglycerides), incompletely re-
acted mono- and diglycerides, and free fatty acids. 

Fuel standards have been developed in Austria (ÖNORM
C1190), Germany (DIN 51606) and Italy (UNI 10635:1997),
and in the United States a provisional ASTM (American So-
ciety for Testing and Materials) standard has been completed.
The fuel standards address quality issues of biodiesel by lim-
iting materials such as free and total glycerol (total glycerol
is the sum of free glycerol and glycerol bound as mono-, di-,
and triacylglycerides), water (moisture), free fatty acid (by
limiting the acid number), and residual alcohol (by limiting
the flash point). These materials need to be limited in
biodiesel because their presence can lead to fuel deterioration

during storage as well as to significant operational problems
such as engine deposits. The rationale for various quality test
methods in biodiesel standards (United States, Austria) has
been discussed (4,5). 

The analysis of biodiesel for various contaminants is usu-
ally conducted by gas chromatography (GC). Originally, a
method for analyzing mono-, di-, and triacylglycerides to-
gether with methyl esters in one run was developed (6). This
method was extended to include glycerol (7). Other papers
also report on the GC analysis of biodiesel for determining
contaminants such as methanol, glycerol, and glycerides
(8–13). Biodiesel was also analyzed by GC for minor compo-
nents such as sterols (14,15). Preseparation of biodiesel and
its contaminants by high-performance liquid chromatography
(HPLC) prior to GC was reported (16). However, other meth-
ods have been utilized in the analysis of biodiesel, including
HPLC with density detection (17) or pulsed amperometric de-
tection for determining glycerol (18), and viscosity (19). 

On the other hand, spectroscopic methods are being in-
creasingly utilized for quality control purposes. Near-infrared
(NIR) spectroscopy is among the methods finding increased
use. Operational ease, rapidity of measurement, and nonde-
structiveness are among the chief reasons for this develop-
ment besides accuracy and reliability. NIR spectroscopy is
now being used routinely for analyzing the fatty acid compo-
sition of oilseeds besides finding other applications in the
field of fats and oils (20,21). To the best of our knowledge,
the NIR spectra of numerous fatty compounds were first re-
ported more than 40 yr ago (22). Several other papers discuss
NIR spectra of long-chain compounds (23–25). Here we re-
port differences in the NIR spectra of vegetable oils (soybean
oil used as example here) and their methyl esters as well as

1Presented in part at the 89th AOCS Annual Meeting & Expo, Chicago, IL,
May 1998.
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FIG. 1. Transesterification reaction.
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T a b l e  1  –  E N 1 4 2 1 4  S t a n d a r d s  f o r  B i o d i e s e l   

P r o p e r t i e s  L i m i t  M e t h o d  

F A M E  c o n t e n t ,  %  ( m / m )  M i n .  9 6 , 5  E N  1 4 1 0 3  

D e n s i t y  ( 1 5 º C ) ,  k g / m 3  8 6 0  –  9 0 0  E N  I S O  3 6 7 5  /  E N  I S O  
1 2 1 8 5  

V i s c o s i t y  ( 4 0 º C ) ,  m m 2 / s  3 , 5  –  5 , 0  E N  I S O  3 1 0 4  

F l a s h  p o i n t ,  º C  M i n . 1 0 1  I S O  C D 3 6 7 9  

S u l f u r  c o n t e n t ,  m g / k g  M a x .  1 0 , 0  –  

C a r b o n  r e s i d u e  r e m n a n t ,  %  ( m / m )  M a x .  0 , 3 0  E N  I S O  1 0 3 7 0  

C e t a n e  n u m b e r  M i n .  5 1 , 0  E N  I S O  5 1 6 5  

S u l f a t e d  a s h  c o n t e n t ,  %  ( m / m )  M a x .  0 , 0 2  I S O  3 9 8 7  

W a t e r ,  m g / k g  M a x .  5 0 0  E N  I S O  1 2 9 3 7  

T o t a l  c o n t a m i n a t i o n ,  m g / k g  M a x .  2 4  E N  1 2 6 6 2  

C o p p e r  b a n d  c o r r o s i o n  ( 3 h  a  5 0 º C )  C l a s s  1  E N  I S O  2 1 6 0  

O x i d a t i o n  s t a b i l i t y  ( 1 1 0 º C ) ,  T i m e  M i n .  6 , 0  E N  1 4 1 1 2  

A c i d  n u m b e r ,  m g  ( K O H ) / g  M a x .  0 , 5 0  E N  1 4 1 0 4  

I o d i n e  v a l u e  M a x .  1 2 0  E N  1 4 1 1 1  

L i n o l e n i c  A c i d  M e t h y l  e s t e r ,  %  ( m / m )  M a x .  1 2 , 0  E N  1 4 1 0 3  

P o l y u n s a t u r a t e d  m e t h y l  e s t e r  ( 4  
d o u b l e  b o n d s ) ,  %  ( m / m )  

M a x .  1  E N  1 4 1 0 3  

M e t h a n o l ,  %  ( m / m )  M a x .  0 , 2 0  E N  1 4 1 1 0 1  

M o n o g l y c e r i d e ,  %  ( m / m )  M a x .  0 , 8 0  E N  1 4 1 0 5  

D i g l y c e r i d e ,  %  ( m / m )  M a x .  0 , 2 0  E N  1 4 1 0 5  

T r i g l y c e r i d e ,  %  ( m / m )  M a x .  0 , 2 0  E N  1 4 1 0 5  

F r e e  g l y c e r i n ,  %  ( m / m )  M a x .  0 , 0 2  E N  1 4 1 0 5  /  E N  1 4 1 0 6  

T o t a l  g l y c e r i n ,  %  ( m / m )  M a x .  0 , 2 5  E N  1 4 1 0 5  

G r o u p  I  m e t a l s  ( N a + K ) ,  m g / k g  M a x .  5 , 0  E N  1 4 1 0 8  /  E N  1 4 1 0 9  

P h o s p h o r u s ,  m g / k g  M a x .  1 0 , 0  E N  1 4 1 0 7  

 

M o s t  c o m m o n  r a w  m a t e r i a l s  u s e d  f o r  b i o d i e s e l  p r o d u c t i o n  

B i o d i e s e l  c a n  b e  p r o d u c e d  a f t e r  v e g e t a b l e  o i l s  o r  a n i m a l  f a t s ,  a n d  

t h e  m a i n  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e m  i s  t h e i r  p h y s i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  a t  
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r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e s e  d i f f e r e n c e s  a r e  t h a t  t h e  o i l s  a r e  l i q u i d  

w h i l e  a n i m a l  f a t  i s  s o l i d  a t  t h e  m e n t i o n e d  c o n d i t i o n s .  T h e  o i l s  a r e  

m a i n l y  c o n s t i t u t e d  b y  t r i g l y c e r i d e  m o l e c u l e s  t h a t  h a v e  t h r e e  l o n g  

c h a i n  f a t t y  a c i d s  t h a t  a r e  e s t e r  b o n d e d  t o  a  s i n g l e  g l y c e r o l  m o l e c u l e  

( M u r u g e s a n  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .  

N o w a d a y s  t h e  m o s t  u s e d  c r o p s  f o r  b i o d i e s e l  p r o d u c t i o n  a r e  

s o y a - b e a n ,  c o r n  a n d  c a n o l a  d u e  t o  t h e i r  a v a i l a b i l i t y  a n d  h i g h  o i l  

c o n t e n t  ( P a t i l  a n d  D e n g ,  2 0 0 9 ) .  T h e s e  a r e  a l l  e d i b l e  v e g e t a b l e s  u s e d  

c o m m o n l y  i n  o u r  e v e r y  d a y  d i e t .  A s  h i g h e r  a m o u n t s  o f  b i o f u e l s  a r e  

b e i n g  p r o d u c e d  i n  o r d e r  t o  f a c e  t h e  c h a l l e n g e s  o f  b u i l d i n g  a  g r e e n e r  

f u t u r e  f o r  o u r  P l a n e t ,  s o m e t i m e s  i t  i s  f o r g o t t e n  t h a t  p r i o r  t o  m a n ’ s  

n e e d  o f  v e h i c u l a r  f u e l ,  t h e r e  a r e  p e o p l e  i n  t h e  w o r l d  t h a t  d e p e n d  o n  

t h e s e  v e g e t a b l e s  f o r  t h e i r  s u b s i s t e n c e .  U l t i m a t e l y  t h i s  u n b r i d l e d  u s e  

o f  t h e s e  e d i b l e  c r o p s  f o r  b i o f u e l s  p r o d u c t i o n  l e a d s  t o  h i g h e r  p r i c e s  

f o r  t h e  c o n s u m e r ,  a l o n g  w i t h  s o c i a l  a n d  e c o n o m i c  i n s t a b i l i t y .    

N e v e r t h e l e s s ,  t h e r e  a r e  a l s o  n o n - e d i b l e  v e g e t a b l e s  u s e d  t o  

p r o d u c e  b i o d i e s e l  t h a t  d o  n o t  c o m p e t e  w i t h  h u m a n  f e e d i n g .  

E x a m p l e s  o f  t h e s e  c r o p s  a r e  J a t r o p h a  c u r c a s ,  P u n g a m i a  p i n n a t a  a n d  

C y n a r a  c a r d u n c u l u s .  T h e s e  c r o p s  p r e s e n t  m a j o r  a d v a n t a g e s  b e s i d e  

n o n - e d i b l e  a s  t h e y  m a y  b e  p r o d u c e d  i n  a  m a s s i v e  s c a l e  i n  a r i d ,  

d e g r a d e  o r  w a s t e  l a n d s  ( M u r u g e s a n ,  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .  C o n s i d e r i n g  t h a t  

t h i s  t y p e  o f  l a n d  i s  n o r m a l l y  u n d e r u t i l i z e d  a n d  o f t e n  f o u n d  i n  s o m e  

n o n - d e v e l o p e d  c o u n t r i e s ,  t h i s  c o u l d  r e p r e s e n t  a n  a d v a n t a g e o u s  

o p p o r t u n i t y  f o r  t h e s e  c r o p s .  T h e  r e c e n t  c l i m a t i c  c h a n g e s  t h a t  h a v e  

b e e n  l e a d i n g  t o  d r i e r  s u m m e r s  a n d  l a n d  d e s e r t i f i c a t i o n  i n  c o u n t r i e s  

l i k e  P o r t u g a l ,  m a y  a l s o  p r e s e n t  a n  a l e r t  t o  t h e  u s e  o f  s u i t a b l e  e n e r g y  

c r o p s  c o n s i d e r i n g  e a c h  c o u n t r y  s p e c i f i c a t i o n s .   

A n o t h e r  p r o b l e m  i s  r e l a t e d  w i t h  t h e  e x t r a c t i o n  o f  o i l  f r o m  t h e  

a b o v e - m e n t i o n e d  c r o p s ,  a s  i t  i s  u s u a l l y  e x t r a c t e d  b y  t w o  m e t h o d s :  a  

f i r s t  o n e  u s i n g  m e c h a n i c a l  p r e s s i n g ,  w h i c h  l e a d s  t o  u n r e f i n e d  

p r o d u c t s  a n d  l o w e r  y i e l d s ,  a n d  o t h e r  u s i n g  o r g a n i c  s o l v e n t s .  A  

S o x h l e t  e x t r a c t i o n  m e t h o d  u s i n g  n - h e x a n e  a s  s o l v e n t  i s  n o r m a l l y  
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u s e d  f o r  t h i s  s e c o n d  p r o c e s s .  T h i s  o r g a n i c  s o l v e n t  c o n f e r s  h i g h e r  

e x t r a c t i o n  y i e l d s  e x t r a c t i n g  a l l  l i p i d s  a n d  h i g h e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  

c o m p o u n d s  b e i n g  h o w e v e r  a  v e r y  d a n g e r o u s  s o l v e n t  t o  t h e  

e n v i r o n m e n t  ( C h e m i c a l s ,  2 0 0 9 ) .  

S u p e r c r i t i c a l  f l u i d s  e x t r a c t i o n  

N e w  e x t r a c t i o n  t e c h n o l o g i e s ,  s u c h  a s  s u p e r c r i t i c a l  f l u i d s  t h a t  

a r e  e n v i r o n m e n t a l  f r i e n d l y  a l s o  p r o v i d e  h i g h  e x t r a c t i o n  y i e l d s .  I f  

t h e y  a r e  u s e d  a t  t h e  a p p r o p r i a t e  c o n d i t i o n s  f o r  a  s p e c i f i c  r a w  

m a t e r i a l  t h e y  w i l l  s o l u b i l i z e  t h e  c o m p o u n d s  o f  i n t e r e s t  a s  

s u p e r c r i t i c a l  c a r b o n  d i o x i d e  p r e s e n t s  d i f f e r e n t  s e l e c t i v i t y ’ s ,  a n d  

t h e r e f o r e  c a n  e x h a u s t  t h e  b e d .  S u p e r c r i t i c a l  f l u i d s  h a v e  a l s o  b e e n  

u s e d  t o  p e r f o r m  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  r e a c t i o n  u s i n g  o n l y  m e t h a n o l  i n  a  

s u p e r c r i t i c a l  c o n d i t i o n .  T h i s  m e t h o d  h a s  b e e n  p r o v e d  t o  b e  f a s t e r  

a n d  e c o n o m i c a l l y  m o r e  v i a b l e  a s  i t  n e e d s  l e s s  f u e l  p u r i f i c a t i o n  

( V y a s  e t  a l .  2 0 0 9  ;  K a s i m  e t  a l .  2 0 0 9  ;  V a l l e a  e t  a l .  2 0 1 0 ) .         

A  s u p e r c r i t i c a l  f l u i d  i s  a  s u b s t a n c e  t h a t  i s  e l e v a t e d  t o  a  

p r e s s u r e  a b o v e  i t s ’  c r i t i c a l  p r e s s u r e  a n d  h e a t e d  u p  t o  a  t e m p e r a t u r e  

s u p e r i o r  t o  i t s ’  c r i t i c a l  t e m p e r a t u r e .  T h i s  c o n f e r s  t o  t h e  s u b s t a n c e  

p r o p e r t i e s  o f  l i q u i d  a n d  g a s  i n  a n  e q u i l i b r i u m  s t a t e  ( M u k h o p a d h y a y ,  

2 0 0 0 ) .  T h e  c a r b o n  d i o x i d e  c r i t i c a l  t e m p e r a t u r e  i s  3 1 º C  a n d  c r i t i c a l  

p r e s s u r e  i s  7 3 , 8  b a r ,  s o  i t  i s  p o s s i b l e  t o  m a n i p u l a t e  i t s  d e n s i t y  b y  

c h a n g i n g  v a l u e s  o f  t e m p e r a t u r e  a n d  p r e s s u r e  a b o v e  t h e  c r i t i c a l  o n e s  

a n d  s t i l l  w o r k i n g  a t  m i l d  c o n d i t i o n s  ( B o u t i n  a n d  B a d e n s ,  2 0 0 9 ) .  

S u p e r c r i t i c a l  c a r b o n  d i o x i d e  p r e s e n t s  m a n y  a d v a n t a g e s  w h e n  

c o m p a r e d  t o  c o m m o n  o r g a n i c  s o l v e n t  e x t r a c t i o n  o r  m e c h a n i c a l  

e x t r a c t i o n .  C O 2  i s  n o n – t o x i c ,  n o n – f l a m m a b l e  a n d  c a n  b e  e a s i l y  

d i s s o c i a t e d  f r o m  t h e  e x t r a c t  w i t h  s i m p l e  d e p r e s s u r i z a t i o n .  T h i s  

o f f e r s  a d v a n t a g e s  a t  t h e  p u r i t y  l e v e l  o f  t h e  e x t r a c t  a s  w e l l  a s  t h e  

r a w  m a t e r i a l  u s e d ,  w h i c h  c o n t a i n s  n o  s o l v e n t  t r a c e  a n d  c a n  h a v e  

o t h e r  a p p l i c a t i o n s  a t  d i f f e r e n t  l e v e l s  ( B o u t i n  a n d  B a d e n s ,  2 0 0 9 ) .  
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C y n a r a  c a r d u n c u l u s  

T h e  c a r d o o n  ( C .  c a r d u n c u l u s ,  L . )  i s  a  p e r e n n i a l  h e r b a c e o u s  

p l a n t  o f  t h e  A s t e r a c e a e  f a m i l y ,  n a t i v e  o f  t h e  M e d i t e r r a n e a n  

e c o s y s t e m  a d a p t e d  t o  d r y  s u m m e r s  a n d  n e e d i n g  a r o u n d  5 0 0 m m  o f  

p r e c i p i t a t i o n  d u r i n g  w i n t e r  t o  p e r f o r m  i t s ’  d e v e l o p m e n t  ( F e r n á n d e z  

e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  T h i s  r o s e t t e  s h a p e d  t h i s t l e  i s  v e r y  r o b u s t  p r e s e n t i n g  

l a r g e  s p i n y  l e a v e s  a n d  b r a n c h e d  f l o w e r i n g  s t e m s  a n d  i t  h a s  b e e n  

m a r g i n a l i z e d  a l o n g  t h e  y e a r s  a m o n g s t  t h e  p o p u l a t i o n s  o f  t h e  

M e d i t e r r a n e a n  b a s i n  d u e  t o  i t s  f e w  u s e s  ( R a c c u i a  a n d  M e l i l l i ,  2 0 0 7 ) .  

N e v e r t h e l e s s  t h e  c a r d o o n  f l o w e r  w a s  u s e d  t o  m a k e  c h e e s e  r e n n e t  i n  

m a n y  t r a d i t i o n a l  p r o d u c t i o n s ;  i n  f a c t  i t  i s  s t i l l  u s e d  i n  s o m e  r e g i o n s  

o f  P o r t u g a l  a n d  S p a i n  f o r  t h i s  p u r p o s e ,  w h i c h  l e d  t o  t h e  r e m a i n i n g  

o f  s o m e  w i l d  p o p u l a t i o n s  o f  c a r d o o n s  e s p e c i a l l y  i n  t h e  m o u n t a i n o u s  

r e g i o n s  w h e r e  t r a d i t i o n a l  s h e e p  c h e e s e  i s  m a d e  ( F e r n á n d e z  e t  a l . ,  

2 0 0 6 ) .  O t h e r  u s e s  o f  t h e  c a r d o o n  a r e  r e l a t e d  w i t h  e n e r g e t i c  

p r o d u c t i o n  u s i n g  t h e i r  b i o m a s s  a n d  p e l l e t s  ( G o n z a l e z  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) ,  

p a p e r  p u l p  ( G o m i n h o  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) ,  g r e e n  f o r a g e  f o r  a n i m a l s  

( C a j a r v i l l e  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) ,  s e e d  o i l  f o r  h u m a n  c o n s u m p t i o n  d u e  t o  t h e  

h i g h  v a l u e  o f  α - t o c o p h e r o l  ( M a c c a r o n e  e t  a l . ,  1 9 9 9 )  a n d  b i o d i e s e l  

p r o d u c t i o n  a f t e r  t h e  s e e d  o i l  h a s  i t  p r e s e n t s  a  h i g h  y i e l d  o f  o i l  i n  i t s  
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F i g u r e  4  –  S u p e r c r i t i c a l  f l u i d  p r e s s u r e  v s .  t e m p e r a t u r e  d i a g r a m ,  
s o u r c e  M u k h o p a d h y a y ,  2 0 0 0 .  
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s e e d s  ( F e r n á n d e z  e t  a l . ,  2 0 0 6  ;  C u r t ,  e t  a l . ,  2 0 0 2  ;   E n c i n a r ,  e t  a l . ,  

2 0 0 2 ) .  

A m o n g  o t h e r s ,  t h e r e  a r e  s o m e  i m p o r t a n t  a r g u m e n t s  t h a t  s u s t a i n  

t h e  u s e  o f  t h e  c a r d o o n .  T h e  h i g h  y i e l d  o f  e x t r a c t e d  s e e d s ’  o f  a  

r a n d o m l y  c h o s e n  c r o p  w i t h  l o w  e n e r g y  i n p u t ,  a s  t h e y  o n l y  r e c e i v e d  

w a t e r  f r o m  r a i n f a l l ,  a l l i e d  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e  c a r d o o n  i s  a  s p e c i e s  

t h a t  c a n  e a s i l y  b e  p l a n t e d  i n  m a n y  p l a c e s  o f  t h e  P o r t u g u e s e  

l a n d s c a p e .  T a k i n g  i n t o  a c c o u n t  t h e  c l i m a t i c  c h a n g e s  l e a d i n g  t o  d r i e r  

s u m m e r s ,  t h e  c a r d o o n  c a n  b e  a  w a y  t o  d e a l  w i t h  t h i s  n e w  

t e m p e r a t u r e s  a s  w e l l  a s  i t  p r e s e r v e s  b i o d i v e r s i t y .  T h e  y e a r  o f  2 0 0 9  

w a s  o n e  o f  t h e  y e a r s  t h a t  t h e  a v e r a g e  t e m p e r a t u r e  m o s t  i n c r e a s e d ;  i n  

f a c t  i t  w a s  t h e  5 t h  w a r m e s t  y e a r  e v e r  ( W M O ,  2 0 1 0 ) .  A l s o  t h e  n e e d  o f  

i n s e r t i n g  b i o f u e l s  i n  t h e  p e t r o l - b a s e d  d i e s e l  s o l d  i n  t h e  E U  c a n  b e  

a n  i n t e r e s t i n g  w a y  t o  a r i d  l a n d s  o f  t h e  i n t e r i o r  t o  p r o f i t  w i t h  t h i s  

l o w  e n e r g y  i n p u t  c r o p  a n d  a  g r e e n e r  a l t e r n a t i v e  t o  d i e s e l  m a d e  o u t  

o f  s o y a  o r  o t h e r  e d i b l e  v e g e t a b l e s  u s e d  i n  o u r  c o u n t r y  t o  p r o d u c e  

b i o d i e s e l .  T h e  E u r o p e a n  U n i o n  2 0 0 3 / 3 0  d i r e c t i v e  o b l i g e s  t h e  

c o u n t r i e s  i n s i d e  t h e  E U  t o  u s e  b i o f u e l s  i n  p u b l i c  t r a n s p o r t a t i o n  i n  

p r o p o r t i o n s  o f  5 , 7 5 %  b y  2 0 1 0 ,  t h e  p r e s e n t  y e a r ,  a n d  1 0 %  b y  t h e  y e a r  

o f  2 0 2 0  ( U E ,  2 0 0 3 ) .  P u b l i c  t r a n s p o r t s  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  8 4 %  o f  t h e  

t o t a l  C O 2  e m i s s i o n s  i n  t h e  E U .  T a k i n g  i n t o  a c c o u n t  a l l  o f  t h e s e  

a s s u m p t i o n s  C y n a r a  m a y  b e  a  p o s s i b l e  a l t e r n a t i v e  f u e l  t o  h e l p  

a c h i e v e  t h i s  g o a l s  a s  w e l l  a s  i t  c a n  b e  a  c a t a l y s t  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  

o f  r u r a l  a r e a s .  

T h e  d e s i r e  t o  p r o d u c e  b i o f u e l  f r o m  a  p l a n t  t h a t  c o u l d  b e  a t  t h e  

s a m e  t i m e  a n  e n d o g e n o u s  s p e c i e s  o f  t h e  P o r t u g u e s e  f l o r a  a n d  a l s o  a  

n o n - e d i b l e  o n e ,  l e d  t o  t h e  p r o j e c t  t h a t  i s  r e p o r t e d  i n  t h i s  t h e s i s .  

C y n a r a  c a r d u n c u l u s  s e e d s ’  o i l  w a s  e x t r a c t e d  w i t h  s u p e r c r i t i c a l  

c a r b o n  d i o x i d e  a n d  n - h e x a n e  i n  a  S o x h l e t  a p p a r a t u s  w i t h  t h e  p u r p o s e  

o f  p r o d u c i n g  a n d  c h a r a c t e r i z i n g  b i o d i e s e l .  
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M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  

R a w  m a t e r i a l  p r e p a r a t i o n  -  T h e  m a t e r i a l  u s e d  

f o r  t h i s  p r o j e c t  w e r e  t h e  C y n a r a  c a r d u n c u l u s ,  L .  

s e e d ’ s .  T h e s e  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  r a n d o m l y  

s e l e c t e d  p l a n t s  i n  S a n t i a g o  d e  C a s s u r r ã e s  n e a r  

M a n g u a l d e ,  P o r t u g a l ,  d u r i n g  A u g u s t  o f  2 0 0 9 .  

A l m o s t  1 0 k g  o f  f r e s h  m a t t e r  w a s  c o l l e c t e d  w h i c h  

w e r e  p r o c e s s e d .  T h i s  p r o c e s s  c o n s i s t e d  o f  d r y i n g  

t h e  m a t t e r  i n  a  t h e r m o - v e n t i l a t e d  o v e n  

( S c i e n t i f i c  S e r i e s  9 0 0 0 ,  U S A )  f o r  t w o  d a y s  a t  

3 5 º C ,  s o  t h e  p l a n t s  c o u l d  c o m p l e t e  t h e i r  

d e v e l o p m e n t  a n d  e x p o s e  t h e  s e e d s  f o r  a n  e a s i e r  

r e m o v i n g .   

A f t e r w a r d s  t h e  c a r d o o n  “ h e a d s ”  w e r e  a l l  m a n u a l l y  o p e n e d .  T h e  

o b t a i n e d  s e e d s  w e r e  t h e n  s e l e c t e d  t a k i n g  i n t o  a c c o u n t  t h e i r  

d e v e l o p m e n t  a n d  c o n s e r v a t i o n - s t a t e .  T h e  f i n a l  q u a n t i t y  o f  s e e d s  w a s  

a l m o s t  3 k g  t h a t  w e r e  a g a i n  d r i e d  i n  t h e  t h e r m o - v e n t i l a t e d  o v e n  f o r  2  

h o u r s  a t  3 5 º C .  T h e  s e e d s  w e r e  t h e n  m i l l e d  i n  a  M o u l i n e x  k n i v e s -  

m i l l  ( M o u l i n e x  M - 2 2 5 7 0 0 ,  P o r t u g a l )  f o r  3 0  s e c o n d s  a n d  s e p a r a t e d  i n  

a  m e c h a n i c a l  a g i t a t o r  ( R e t s c h ,  G e r m a n y ) ,  w h i c h  w a s  u s e d  t o  

d e t e r m i n e  t h e  a v e r a g e  g e o m e t r i c  d i a m e t e r  o f  p a r t i c l e  ( A S A E ,  1 9 9 3 ) .  

W i t h  t h e  h e l p  o f  2  d i f f e r e n t  s i e v e s  h a v i n g  t h e  f o l l o w i n g  a p e r t u r e s  

1 m m ,  0 , 2 5 0 m  t h e  m a t t e r  g o t  r e t a i n e d  i n  t h i s  l a s t  o n e  u s e d  f o r  t h e  

w h o l e  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e s .  T h e  m i l l e d  s e e d s  w e r e  a l s o  t a k e n  t o  

t h e  l i g h t  s c a t t e r i n g  a p p a r a t u s  ( M a l v e r n  M a s t e r s i z e r  2 0 0 0 ,  U S A )  t o  

d e t e r m i n e  t h e  m e d i u m  d i a m e t e r  o f  t h e  p a r t i c l e s .   

D e n s i t y  –  M e a s u r e m e n t  a t  t h e  I P N  ( I n s t i t u t o  P e d r o  N u n e s )  b y  h e l i u m  

p i c n o m e t r y  ( Accupyc 1330 Micromeritics, Micromeritics Instrument Corporation, 

USA) ,  w h i c h  a l l o w s  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  v o l u m e  a n d  t r u e  d e n s i t y  

o f  s o l i d  o b j e c t s ,  w i t h o u t  d a m a g i n g  s a m p l e s .  T h i s  i s  a c c o m p l i s h e d  b y  

e m p l o y i n g  A r c h i m i d e s '  p r i n c i p l e  o f  f l u i d  d i s p l a c e m e n t  a n d  B o y l e ' s  

l a w  t o  d e t e r m i n e  t h e  v o l u m e .  T h e  d i s p l a c e d  f l u i d  i s  a  g a s  ( h e l i u m ) ,  

F i g u r e  5  –  C a r d o o n  
s e e d  
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w h i c h  c a n  p e n e t r a t e  t h e  f i n e s t  p o r e s ,  t h e r e b y  a s s u r i n g  m a x i m u m  

a c c u r a c y .  I t  w a s  m a d e  t e n  r e p l i c a t e s  f o r  e a c h  c o n d i t i o n .  

M o i s t u r e  c o n t e n t  –  T h e  t o t a l  m o i s t u r e  c o n t e n t  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  

x y l o l  d i s t i l l a t i o n  m e t h o d  f o r  n a t u r a l  p r o d u c t s ,  u s i n g  1 0 g  o f  r a w  

m a t e r i a l  a n d  5 0 m L  o f  x y l o l  i n  e a c h  a s s a y .  T h e  e x t r a c t i o n  e q u i p m e n t  

w a s  s e t  u p  a n d  t u r n e d  t h e  h e a t i n g  o n  f o r  2  h o u r s .  I n  t h e  e n d  t h e  

w a t e r  c o n t e n t  w a s  m e a s u r e d  i n  a  g r a d u a t e d  b e a k e r .  T h r e e  r e p l i c a t e s  

w e r e  m a d e .   

B e d  P o r o s i t y  –  T h e  b e d  p o r o s i t y  w a s  c a l c u l a t e d  t a k i n g  i n t o  a c c o u n t  

m a t e r i a l ’ s  d e n s i t y  a n d  t h e  c e l l  v o l u m e ,  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  e q u a t i o n  

b e l o w  

 

W h e r e ,  t h e  r e a l  d e n s i t y  w a s  m e a s u r e d  a t  t h e  I P N  a n d  t h e  

a p p a r e n t  d e n s i t y  i s  g i v e n  b y  t h e  q u o t i e n t  o f  t h e  s a m p l e  m a s s  b y  t h e  

e x t r a c t i o n  c e l l ’ s  v o l u m e .  

E x t r a c t i o n s  –  T h e  c a r d o o n  o i l  w a s  o b t a i n e d  f r o m  t w o  d i f f e r e n t  

m e t h o d s ,  e x t r a c t i o n s  u s i n g  a  S o x h l e t  a p p a r a t u s  

( S o x )  a n d  w i t h  s u p e r c r i t i c a l  f l u i d s  ( S F E ) .   

S o x h l e t  

T r a d i t i o n a l  S o x h l e t  e q u i p m e n t  w a s  u s e d  t o  

e x t r a c t  t h e  o i l  o f  3 0 g  o f  c a r d o o n  s e e d s  u s i n g  n -

h e x a n e  i n  a  p r o p o r t i o n  o f  1 : 1 0 ( s o l i d - s o l v e n t ) .  

T h e  e x t r a c t i o n s  l a s t e d  f o r  2 , 5 h  a n d  i n  t h e  e n d  

t h e  e x t r a c t  w a s  e v a p o r a t e d  u s i n g  a  R o t o v a p o r  

( B u c h i  C H - 9 2 3 0 ,  S w i t z e r l a n d ) ,  a n d  t h e  o i l  w a s  

w e i g h t e d  a n d  t h e  y i e l d  c a l c u l a t e d .  A  t o t a l  o f  

e i g h t e e n  r e p l i c a t e s  w e r e  p e r f o r m e d .  

 

F i g u r e  6  –  
S o x h l e t  a p p a r a t u s   
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S u p e r c r i t i c a l  f l u i d s  e x t r a c t i o n  ( S F E )  –  T h e  S F E  w a s  p e r f o r m e d  i n  a n  

a p p a r a t u s  d e s c r i b e d  b y  ( B r a g a ,  e t  a l .  2 0 0 8 ) .  I t  w a s  e q u i p p e d  w i t h  a  

h i g h - p r e s s u r e  l i q u i d  c o m p r e s s o r  i n  o r d e r  t o  p r e s s u r i z e  t h e  l i q u e f i e d  

C O 2  i n t o  t h e  e x t r a c t i o n  s t a i n l e s s  s t e e l  e x t r a c t i o n  c e l l  t h a t  c o n t a i n e d  

≈1 4 g  o f  r a w  m a t e r i a l .  T h e  c e l l  w a s  h e a t e d  t o  t h e  o p e r a t i o n  c o n d i t i o n  

t e m p e r a t u r e s  ( 3 5 ,  4 5  a n d  5 5 º C ) ,  a n d  e l e v a t e d  t o  t h e  d e s i r e d  

p r e s s u r e s  ( 1 5 0 ,  2 2 5  a n d  3 0 0  b a r ) ,  w h i c h  w e r e  c o n t r o l l e d  b y  a  

b a c k p r e s s u r e  r e g u l a t o r  ( 2 6 - 1 7 6 2 - 2 4 - 0 9 0 ,  T e s c o m ,  S e l m s d o r f ,  

G e r m a n y ) .  A  s t a t i c  p e r i o d  o f  3 0  m i n  p r e c e d e d  t h e  c o n t i n u o u s  

e x t r a c t i o n  ( 3 0 0  m i n )  t h a t  h a d  a  s o l v e n t  f l o w  r a t e  o f  4 , 7 L / m i n .  T w o  

r e p l i c a t e s  w e r e  d o n e  f o r  e a c h  c o n d i t i o n ,  p l u s  o n e  m o r e  p r o v i d i n g  

k i n e t i c s  d a t a .  T h e  u s e  o f  d i f f e r e n t  p r e s s u r e s  a n d  t e m p e r a t u r e s  l e a d s  

t o  d i f f e r e n t  C O 2  d e n s i t i e s  t h a t  w i l l  b e  d i s c u s s e d  f u r t h e r  i n  t h e  

R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n  s e c t i o n .  

I n  t h e  e n d  o f  e v e r y  e x t r a c t i o n  t h e  S F E  a p p a r a t u s  w a s  c l e a n e d  

u p  w i t h  2 0 0 m L  o f  E t O H  w i t h  t h e  h e l p  o f  a  h i g h - p r e s s u r e  l i q u i d  

p u m p  ( L - 6 2 0 0 A ,  H i t a c h i ,  M e r c k ,  D a r m s t a d t ,  G e r m a n y )  a n d  a  f l o w  o f  

C O 2  t o  d r y  t h e  r e m a i n i n g  e t h a n o l .  T h e  S F E  a p p a r a t u s  i s  d e s c r i b e d  i n  

F i g u r e  7 .  

 

F i g u r e  7  –  S F E  a p p a r a t u s  s c h e m e ,  s o u r c e  S e a b r a ,  e t  a l . ,  2 0 1 0 .  

L e g e n d :  

1 .  C O 2  c y l i n d e r  
2 .  C o - s o l v e n t  r e s e r v o i r  
3 .  C O 2  p u m p  
4 .  C o - s o l v e n t  p u m p  
5 .  O n - o f f  v a l v e  
6 .  E x t r a c t i o n  v e s s e l  
7 .  B P R  
8 .  M i c r o m e t r i c  v a l v e  
9 .  R e f r i g e r a t e d  

r e c o v e r i n g  f l a s k  
1 0 .  H e a t  e x c h a n g e r  
1 1 .  A d s o r b e n t  p a c k e d  

c o l u m n  
1 2 .  M a n o m e t e r  
1 3 .  F l o w  m e t e r  
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A l l  t h e  e x t r a c t e d  o i l  w a s  s t o r e d  i n s i d e  g l a s s  f l a s k s  i n  o r d e r  t o  

p r e v e n t  a n y  r e a c t i o n s  t h a t  c o u l d  d a m a g e  i t  a n d  k e p t  i n s i d e  a  

r e f r i g e r a t o r .  

T r a n s e s t e r i f i c a t i o n  –  T h e  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  p r o c e s s  w a s  c a r r i e d  o u t  

i n  a n  o v e n  ( J . P .  S e l e c t a ,  S p a i n )  a t  t h e  t e m p e r a t u r e  o f  ≈6 5 º C ,  w h e r e  

t h e  o i l  w a s  p r e - h e a t e d  f o r  3 0  m i n u t e s  b e f o r e  t h e  r e a c t i o n  b e g i n n i n g .  

T h e n  s o d i u m  m e t h o x i d e  w a s  u s e d  a s  a  c a t a l y s t  a n d  m e t h a n o l  a s  

r e a g e n t  i n  a  6 : 1  a l c o h o l : o i l  r a t i o .  T h e  r e a c t i o n  l a s t e d  9 0  m i n  a n d  

w a s  k e p t  w i t h  m a g n e t i c  a g i t a t i o n  a t  7 0 0  r p m .  T r a n s e s t e r i f i c a t i o n  

w a s  m a d e  i n  d u p l i c a t e .  A c i d  e s t e r i f i c a t i o n  f o l l o w e d  b y  b a s e  

c a t a l y z e d  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  w a s  a l s o  c o n s i d e r e d ,  b u t  o n l y  o n  a  l a t e  

s t a g e  o f  t h e  w o r k  i n  o r d e r  t o  i m p r o v e  t h e  r e a c t i o n  y i e l d .   

O i l  a n d  b i o d i e s e l  c h a r a c t e r i z a t i o n  –  T h e  b i o d i e s e l  o b t a i n e d  w a s  

t h e n  c h a r a c t e r i z e d  b y  t h r e e  d i f f e r e n t  m e t h o d s ,  T L C  ( t h i n  l a y e r  

c h r o m a t o g r a p h y ) ,  G C  ( g a s  c h r o m a t o g r a p h y )  a n d  H P L C  ( h i g h  

p r e s s u r e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y ) .  T L C  a n a l y s e s  w e r e  p e r f o r m e d  

u s i n g  s i l i c a  g e l  p l a t e s  ( 2 0 c m×2 0 c m ,  t h i c k n e s s  0 . 2 m m )  ( M e r c k ,  

G e r m a n y ) .  A  h e x a n e - e t h y l  a c e t a t e - a c e t i c  a c i d  ( 8 0 : 2 0 : 1 )  m i x t u r e  w a s  

u s e d  a s  t h e  m o b i l e  p h a s e ,  t o  o b s e r v e  t h e  F A M E ´ s  c o m p o u n d s  a n  i r o n  

c h l o r i d e  s o l u t i o n  w a s  u s e d  a s  t h e  s p r a y  r e a g e n t  a n d  a f t e r  t h e  p l a t e s  

w e r e  h e a t e d  t o  1 0 0 º C  f o r  3  m i n u t e s  ( K a s i m ,  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .  T o  

o b s e r v e  t h e  s a p o n i n s  a  s o l v e n t  m i x t u r e  o f  t o l u e n e - e t h y l  a c e t a t e  

( 6 5 : 4 5 )  m i x t u r e  w a s  u s e d  a s  t h e  m o b i l e  p h a s e ,  a n d  a n  a n i s a l d e h y d e  

s p r a y  w a s  u s e d  a s  t h e  s p r a y  r e a g e n t .  T h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  h e a t e d  t o  

1 0 0 º C  f o r  3  m i n u t e s  ( W a g n e r  a n d  Z g a i n s k i ,  1 9 8 4 ) .   

G C  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  a  G C – M S  a p p a r a t u s  ( Q P - 5 0 0 0 ,  G C –

M S ,  S h i m a d z u ,  T o k y o ,  J a p a n ) ,  i t  w a s  e q u i p p e d  w i t h  a  J & W  

S c i e n t i f i c  D B - 2 2 5  c o l u m n  ( 3 0 m  x  0 , 2 5µm  x  0 , 1 5µm ) .  A l l  t h e  

a n a l y s e s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  d u p l i c a t e .  T h e  s p e c i f i c a t i o n s  o f  t h e  

a s s a y s  a r e  l i s t e d  o n  T a b l e  2 .  
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T a b l e  2  –  G C  a s s a y  c o n d i t i o n s  

C o l u m n  D B - 2 2 5  
I n j e c t o r  2 8 0 º C  
D e t e c t o r  3 0 0 º C  ( F I D )  
S p l i t  N o  s p l i t  
I n j e c t i o n  1  µL  
O v e n  t e m p e r a t u r e  p r o g r a m  7 0 º C  ( 1  m i n )  

7 0 – 1 8 0 º C  a  1 0 º C / m i n  
1 8 0 – 2 2 0 º C  a  3 º C / m i n  
2 2 0 º C  ( 1 5  m i n )  

L i n e r  T h i n e r  
G a s  H e l i u m  ( 2 , 4 5  m L / m i n  

( P = 2 , 5 b a r ) )  
T o t a l  t i m e  4 5  m i n  
S o l v e n t  H e x a n e  
I n t e r n a l  s t a n d a r d  M e t h y l  m y r i s t a t e  ( C 1 4 : 0 )  
S a m p l e  p r e p a r a t i o n  c  =  1  m g / m L  i n  n - h e x a n e  

 

T h e  p e r c e n t a g e  o f  e s t e r s  w a s  d e t e r m i n e d  t h r o u g h  t h e  f o l l o w i n g  

e q u a t i o n                       

W h e r e ,  A t   –  E s t e r  p e a k  a r e a  s u m  

   A i s –  i n t e r n a l  s t a n d a r d  p e a k  a r e a  ( C 1 4 : 0 )  

    C i s –  i n t e r n a l  s t a n d a r d  s o l u t i o n  c o n c e n t r a t i o n  ( m g / m L )  

    V i s –  v o l u m e  o f  t h e  i n t e r n a l  s t a n d a r d  s o l u t i o n  ( m L )  

    m b i o d i e s e l  –  b i o d i e s e l  m a s s  i n  s a m p l e ( m g )             

 

H P L C  –  I n  t h i s  a n a l y s i s ,  t h e  s o l v e n t  w a s  c a r r y i n g  o u t  u s i n g  a  H P L C  

s y s t e m  ( W e l l C h r o m  M a x i - S t a r  k - 1 0 0 1 ,  K n a u e r ,  G e r m a n y ) .  T h e  

s a m p l e s  w e r e  i n v e s t i g a t e d  i n  a  E u r o s p h e r  c o l u m n  1 0 0 - 5 C 1 8  ( 2 5 0  x 4  

m m  i . d . ,  5  m m ,  G e r m a n y )  e q u i p p e d  w i t h  a  p r e - c o l u m n ,  c o u p l e d  t o  a n  

U V  d e t e c t o r  ( W e l l C h r o m  k - 2 5 0 0 ,  K a n u e r ,  G e r m a n y ) .  T h e  

c h r o m a t o g r a p h i c  c o n d i t i o n s  w e r e  s i m i l a r  t o  t h e  c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  

b y  ( H o l c a p e k ,  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) ,  m e a s u r e d  a t  2 0 5  n m ,  f l o w - r a t e  

1 m L / m i n .  T h e n  s a m p l e s  w e r e  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  0 . 2 2  µ m  t e f l o n  f i l t e r  
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p r i o r  t o  i n j e c t i o n .  T h e  c o l u m n  t e m p e r a t u r e  w a s  4 0 º C ;  m o b i l e  p h a s e  

c o n s t i t u t i o n  w a s :  s o l v e n t  A  ( w a t e r ) ,  s o l v e n t  B  ( a c e t o n i t r i l e )  a n d  

s o l v e n t  C  ( 2 - p r o p a n o l - h e x a n e  ( 5 : 4 ,  v / v ) ) .  A  2 5 - m i n  t e r n a r y  g r a d i e n t  

w i t h  t w o  l i n e a r  g r a d i e n t  s t e p s  w a s  e m p l o y e d :  3 0 %  A+ 7 0 %  B  i n  0  

m i n ,  1 0 0 %  B  i n  1 0  m i n ,  5 0 %  B + 5 0 %  C  i n  2 0  m i n ,  f o l l o w e d  b y  

i s o c r a t i c  e l u t i o n  w i t h  5 0 %  B + 5 0 %  C  f o r  t h e  l a s t  5  m i n .  B e t w e e n  t w o  

s a m p l e s  w a s  c a r r y i n g  o u t  a  r u n  w i t h  a c e t o n i t r i l e  t o  c l e a n  t h e  

c o l u m n .  F o r  e a c h  a n a l y z e  w a s  p e r f o r m e d  4 0  m i n  o f  e q u i l i b r a t i o n  

t r e a t m e n t ,  b e f o r e  t h e  i n j e c t i o n  ( 2 0  µ l ) .  A l l  a n a l y s e s  w e r e  p e r f o r m e d  

i n  d u p l i c a t e .  

K i n e m a t i c  V i s c o s i t y  –  T h e  d y n a m i c  v i s c o s i t y  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  

r h e o l o g i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n ,  t e s t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  a  c o n t r o l l e d  

s t r e s s  r h e o m e t e r  ( M o d e l  R S 1 ,  H a a k e ,  G e r m a n y )  a t  2 0  º C  u s i n g  a  

p l a t e  s e n s o r  ( 2 0  m m  d i a m e t e r )  a t  a  g a p  o f  0 . 2 5 0  m m .  F l o w  t e s t s  

w e r e  p e r f o r m e d  w i t h  u p w a r d  a n d  d o w n w a r d  l i n e a r  s h e a r  r a t e  r a m p s  

b e t w e e n  0  a n d  5 0 0  s − 1 .  L i m i t  v i s c o s i t i e s  a t  h i g h  s h e a r  r a t e s  w e r e  

r e p o r t e d  w i t h  t r i p l i c a t e  a s s a y s .  K i n e m a t i c  v i s c o s i t y  w a s  t h e n  

c a l c u l a t e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n   

 

W h e r e ,  ν  i s  t h e  K i n e m a t i c  v i s c o s i t y ,  µ  i s  t h e  d y n a m i c  v i s c o s i t y  a n d  

ρ  i s  t h e  b i o d i e s e l ’ s  d e n s i t y .  

A c i d  n u m b e r  –  T h e  a c i d  v a l u e  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  t i t r a t i o n  w i t h  

K O H  i n  a c c o r d i n g  t o  t h e  E N  1 4 2 1 4 ,  w h e r e  t h e  q u a n t i t y  o f  K O H  i n  

m g  u s e d  t o  n e u t r a l i z e  t h e  b i o d i e s e l  w a s  d e t e r m i n e d  b y  m a k i n g  s o m e  

c h a n g e s  i n  t h e  m e t h o d .  A s  t h e  q u a n t i t y  o f  b i o d i e s e l  w a s  v e r y  s c a r c e  

i t  e m e r g e d  t h e  n e e d  o f  u s i n g  s m a l l e r  q u a n t i t i e s  i n  e a c h  a s s a y ,  

t h e r e f o r e  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  i m p r o v e  t h e  m e t h o d  u s i n g  ± 0 , 3 3 g  i n  

e a c h  a s s a y .  T h i s  m e t h o d  w a s  o p t i m i z e d  u s i n g  s o y b e a n  o i l  a n d  t h e  

r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  a p p e n d i x  A .  

T h e r m o g r a v i m e t r i c  A n a l y s i s  –  T h e  t h e r m o g r a v i m e t r i c  a n a l y s i s  

( T G A )  c u r v e s  w e r e  o b t a i n e d  i n  a  T h e r m a l  A n a l y z e r  f r o m  T A  
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I n s t r u m e n t s ,  m o d e l  Q 5 0 0 ,  U S A ,  u n d e r  n i t r o g e n  a t m o s p h e r e ,  w i t h  a  

f l o w  r a t e  o f  4 0  m L  m i n – 1 ,  u s i n g  p l a t i n u m  c r u c i b l e s  a n d  m a s s  

s a m p l e s  o f  a b o u t  8  m g ,  i n  a  t e m p e r a t u r e  r a n g e  f r o m  2 5  t o  5 5 0 ° C .  A  

h e a t i n g  r a t e  o f  1 0 º C  p e r  m i n u t e  w a s  e m p l o y e d .  A l l  a n a l y s e s  w e r e  

p e r f o r m e d  i n  d u p l i c a t e .  

F o u r i e r  T r a n s f o r m  I n f r a r e d  S p e c t r o s c o p y  –  F T I R - A T R  s p e c t r o s c o p y  

( J a s c o ,  m o d e l  4 0 0 0 ,  U K )  w a s  p e r f o r m e d  a t  1 2 8  s c a n s  a n d  4 c m − 1  o f  

r e s o l u t i o n  b e t w e e n  5 0 0  a n d  4 0 0 0 c m - 1 .  T w o  r e p l i c a t e s  w e r e  d o n e  f o r  

e a c h  c o n d i t i o n .  

                                                  

 

 

 

 

 



 

 
B i o d i e s e l  p r o d u c t i o n  f r o m  C y n a r a  c a r d u n c u l u s ,  L .  e x t r a c t e d  o i l  ( S o x h l e t  &  S F E )   
 

1 9  

 

 

 

 

Results and Discussion 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
B i o d i e s e l  p r o d u c t i o n  f r o m  C y n a r a  c a r d u n c u l u s ,  L .  e x t r a c t e d  o i l  ( S o x h l e t  &  S F E )   
 

2 0  

R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n  

R a w  M a t e r i a l  

 T h e  s t u d i e d  C y n a r a  

c a r d u n c u l u s ,  L .  p l a n t s  w e r e  

r a n d o m l y  s e l e c t e d  a n d  c o l l e c t e d  

i n  t h e  s m a l l  v i l l a g e  o f  S a n t i a g o  

d e  C a s s u r r ã e s ,  n e a r  M a n g u a l d e ,  

P o r t u g a l .   

 

 

 

F i g u r e  8  –  M a p  l o c a l i z a t i o n  o f  t h e  c a r d o o n s ’  l o c a t i o n  

T h e  t o t a l  a m o u n t  o f  f r e s h  m a t e r i a l  c o l l e c t e d  w a s  o f  1 0 k g ,  

w h i c h  w a s  r e d u c e d  t o  3 k g  a f t e r  d r y i n g  a n d  s e e d s  r e m o v a l .  S e e d s  

w e r e  f u r t h e r  m i l l e d  a n d  p r e s e n t e d  a n  a v e r a g e  p a r t i c l e  d i a m e t e r  o f  

8 6 2 , 1 5  µ m  a n d  a n  a v e r a g e  h u m i d i t y  o f  8 , 7 % ± 0 , 1 .   

E x t r a c t i o n  y i e l d s  

C o n s i d e r i n g  t h e  e x t r a c t i o n  t e c h n i q u e s ,  S o x h l e t  p r e s e n t e d  a  

2 5 , 1 0 % ± 1 , 7 0  o i l  y i e l d  b e i n g  t h e s e  d a t a  c o n s i s t e n t  w i t h  p r i o r  

e x t r a c t i o n  o f  c a r d o o n  o i l  w i t h  n - h e x a n e  ( M a c c a r o n e ,  e t  a l . ,  1 9 9 9 )  

w h i l e  w i t h  S F E  t h e  y i e l d s  v a r i e d  d e p e n d i n g  o n  t h e  d i f f e r e n t  

c o n d i t i o n s  u s e d .  B y  c o m p a r i n g  t h e s e  r e s u l t s  w i t h  t h e  C O 2  d e n s i t y  a t  

t h e  d i f f e r e n t  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s ,  i t  w a s  o b s e r v e d  t h a t  t h e  y i e l d  

i n c r e a s e s  w i t h  t h e  i n c r e m e n t  o f  C O 2 ’  d e n s i t y ,  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  9 .  
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F o r  a  m o r e  a c c u r a t e  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  e x t r a c t i o n  m e t h o d s ,  

b e d  p o r o s i t y  w a s  a l s o  c a l c u l a t e d  f o r  t h e  s o x h l e t ’ s  t h i m b l e  a n d  t h e  

S F E ’ s  c e l l .  T h e  c a l c u l a t e d  b e d  p o r o s i t y  w a s  3 , 9 9  a n d  1 , 9 9 ,  

r e s p e c t i v e l y .  

T h e  e x p e r i m e n t a l  y i e l d  r e s u l t s  s h o w  a  t i g h t  r e l a t i o n  w i t h  C O 2  

d e n s i t y .  A s  e x p e c t e d  h i g h e r  d e n s i t y  s o l v e n t s  h a v e  a  l a r g e r  s o l v a t i o n  

p o w e r  a n d  t h e r e f o r e  a r e  a b l e  t o  e x t r a c t  h i g h e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  

s u b s t a n c e s  s u c h  a s  l i p i d s  a n d  f a t t y  a c i d s ,  o r i g i n a t i n g  h i g h e r  y i e l d s .    

I n  T a b l e  3  i t  i s  p o s s i b l e  t o  o b s e r v e  t h e  d i f f e r e n t  e x t r a c t i o n  

c o n d i t i o n s  y i e l d s ,  o i l  d e n s i t y  a n d  c o n t e n t  i n  a c y l g l y c e r o l s .  T h e  d a t a  

f r o m  t h e  S F E ’ s  o i l  p r o v i d e  e v i d e n c e  t h a t  t h e  t e m p e r a t u r e  h a s  a  

d i r e c t  r e l a t i o n  w i t h  o i l ’ s  d e n s i t y ,  f o r  t h e  s a m e  p r e s s u r e .  F o r  

i n s t a n c e ,  a t  1 5 0  b a r  t h e  o i l ’ s  d e n s i t y  a t  3 5 º C  i s  l o w e r  t h a n  a t  5 5 º C .  

R e s p e c t i n g  t o  t h e  e x t r a c t i o n  y i e l d ,  t h e  o p p o s i t e  s i t u a t i o n  o c c u r s  a s  

t h e  y i e l d s  a r e  h i g h e r  a t  l o w e r  t e m p e r a t u r e s ,  f o r  t h e  s a m e  p r e s s u r e .   

F o r  t h e  s o x h l e t ’ s  o i l ,  t h e  o b s e r v e d  d e n s i t y  w a s  o f  0 , 9 2 5 6 ± 0 , 0 0 1 9  

g / c m 3 .  T h i s  v a l u e  i s  s i m i l a r  t o  t h e  o b t a i n e d  w i t h  t h e  S F E  c o n d i t i o n  

o f  1 5 0  b a r  a n d  3 5 º C ,  n e v e r t h e l e s s  s o l v e n t s  d e n s i t i e s  a n d  e x t r a c t i o n  

c o n d i t i o n s  a r e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t .  

R e g a r d i n g  t h e  o i l  c o m p o s i t i o n ,  t h e  d a t a  p r o v i d e d  b y  H P L C  

s h o w e d  t h a t  b e s i d e  h i g h  v a l u e s  i n  d i  a n d  t r i g l y c e r i d e s ,  t h e r e  w e r e  

a l s o  F A M E ’ s  p r e s e n t  i n  t h e  o i l .  T h i s  f a c t  m a y  b e  d u e  t o  t h e  

e x t r a c t i o n  c o n d i t i o n s ,  a s  C O 2  w a s  u s e d  t o  e x t r a c t  t h e  o i l .  C a r b o n  

d i o x i d e  a n d  w a t e r  c o u l d  f o r m  c a r b o n i c  a c i d .  T h i s  r e a c t i o n  c o u l d  

h a v e  l e d  t o  a n  i n  s i t u  a c i d i f i c a t i o n  a n d  t h e r e f o r e  s o m e  e s t e r i f i c a t i o n  

o f  t h e  o i l  m a y  h a v e  o c c u r r e d  ( S e a b r a ,  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  N e v e r t h e l e s s  

s o x h l e t ’ s  o b t a i n e d  o i l  w a s  n o t  a n a l y z e d  b y  H P L C  d u e  t o  t e c h n i c a l  

p r o b l e m s  c o n c e r n i n g  t h e  e q u i p m e n t ,  a n d  t h e r e f o r e  t h i s  r e l a t i o n  

c a n n o t  b e  f u l l y  p r o v e d .  
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S F E  k i n e t i c s  

T h e  e x t r a c t i o n  k i n e t i c s  w a s  a l s o  d e t e r m i n e d  i n  o r d e r  t o  

i d e n t i f y  t h e  p o i n t  w h e r e  t h e  m a x i m u m  e x t r a c t i o n  y i e l d  i s  a c h i e v e d ,  

f o r  e a c h  p r o c e s s  c o n d i t i o n  a s s a y e d .  T h e  c o l l e c t  f l a s k  w a s  c h a n g e d  

e v e r y  2 0  m i n  d u r i n g  t h e  e x t r a c t i o n .  T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  

1 0 .  

F i g u r e  1 0  –  K i n e t i c s  f o r  t h e  S F E  e x t r a c t i o n s :  ●  1 5 0  b a r  3 5 º C ;  ◊  1 5 0  b a r  5 5 º C ;  

□  2 2 5  b a r  4 5 º C ;    3 0 0  b a r  3 5 º C ;  ×  3 0 0  b a r  5 5 º C  

T h e  k i n e t i c s  c l e a r l y  s h o w  t h a t  t h e  m a x i m u m  e x t r a c t i o n  y i e l d s  

c a n  b e  o b t a i n e d  a l m o s t  a f t e r  o n e  h o u r  o f  e x t r a c t i o n  w h e n  w o r k i n g  a t  

3 0 0  b a r  5 5 º C  a n d  t w o  h o u r s  i f  t h e  s a m e  p r e s s u r e  i s  u s e d  b u t  a t  a  l o w  

t e m p e r a t u r e  ( 3 5 º C ) .  A t  t h e s e  c o n d i t i o n s  t h e  d i f f u s i o n a l  p e r i o d  w a s  

r e a c h e d  a f t e r  2  a n d  3  h o u r s ,  r e s p e c t i v e l y .  F o r  a l l  t h e  r e m a i n i n g  

c o n d i t i o n s ,  t h e  e x t r a c t i o n  y i e l d  k e e p s  g r o w i n g  u n t i l  t h e  e n d  o f  t h e  

e x t r a c t i o n  t i m e  i n  a  m o r e  o r  l e s s  c o n t i n u o u s  w a y ,  b u t  w i t h o u t  e v e r  

e x h a u s t i n g  t h e  b e d .  T h i s  i n f o r m a t i o n  w i l l  b e  u s e f u l  i n  f u r t h e r  

e x t r a c t i o n s ,  a s  d i m i n i s h i n g  e x t r a c t i o n  t i m e s ,  w h e n  w o r k i n g  a t  

h i g h e r - p r e s s u r e  c o n d i t i o n s ,  c a n  s a v e  e n e r g y  a n d  C O 2 .  
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B i o d i e s e l  y i e l d s  

T h e  o i l  o b t a i n e d  f r o m  S o x h l e t  a n d  S F E  a t  d i f f e r e n t  

e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s ,  w e r e  t h e n  s u b j e c t e d  t o  a l k a l i - c a t a l y z e d  

t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  i n  o r d e r  t o  t r a n s f o r m  t h e  o b t a i n e d  o i l  i n t o  

b i o d i e s e l .  T h e  y i e l d s  w e r e  u n d e r  t h e  e x p e c t e d ,  a s  t h e  c o n v e r s i o n  

r e a c t i o n  f o r  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  l i t e r a t u r e  r e p o r t e d  e x p e r i m e n t s ,  

r e s u l t s  i n  9 0 %  b i o d i e s e l  a n d  1 0 %  g l y c e r o l  ( K n o t h e   e t  a l . ,  2 0 0 5 ) ,  i n  

t h i s  w o r k  t h e  h i g h e s t  y i e l d  o b t a i n e d  w a s  6 1 , 2 %  f o r  S o x h l e t ’ s  o i l  a n d  

5 2 %  f o r  o n e  o f  t h e  S F E  e x t r a c t s  ( 3 0 0  b a r  3 5 º C ) .  A l t h o u g h  t h e  

r e s u l t s  f r o m  t h e  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  w e r e  v e r y  l o w ,  t h e y  w e r e  s i m i l a r  

f o r  a l l  t h e  S F E ’ s  e x t r a c t i o n s .  T h e  r e s u l t s  c a n  b e  o b s e r v e d  o n  T a b l e  

4 .  

T h e  l o w  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  y i e l d s  m a y  b e  j u s t i f i e d  b y  t h e  

p r e s e n c e  o f  s a p o n i n s  t h a t  e x i s t  i n  C y n a r a  c a r d u n c u l u s ,  L .  ( S h i m i z u  

e t  a l . ,  1 9 8 8 ) ,  w h i c h  p r o m o t e  s a p o n i f i c a t i o n  r e a c t i o n s  t h a t  o c c u r  

d u r i n g  t h e  l a s t  m i n u t e s  o f  t h e  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  r e a c t i o n .  T h e  f i r s t  

t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  r e a c t i o n  a s s a y s  w e r e  m a d e  i n  g o b l e t s  t h a t  w e r e  

h e a t e d  i n s i d e  a  w a t e r  v e s s e l  o n  a  h e a t i n g  p l a t e .  T h e r e f o r e  w a t e r  

v a p o r s ’  c o u l d  b e  e n t e r i n g  t h e  r e a c t i o n  f l a s k  c a u s i n g  t h e  

s a p o n i f i c a t i o n  r e a c t i o n s ,  a s  a l l  t h e  o i l  t u r n e d  i n t o  a  j e l l y  m a t t e r  t h a t  

c o u l d  o n l y  b e  s e p a r a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  6 0 0 0  r p m .  T h e  

f o l l o w i n g  a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  i n s i d e  a  c l o s e d  o v e n  t o  a v o i d  t h e  

p r e s e n c e  o f  w a t e r  i n  t h e  r e a c t i o n ,  b u t  s a p o n i f i c a t i o n  k e p t  o c c u r r i n g .   
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T h i n  L a y e r  C h r o m a t o g r a p h y   

 T h e  p r e s e n c e  o f  s a p o n i n s  i n  t h e  o i l  w a s  c o n f i r m e d  b y  T L C  

a n a l y s i s .  T h e  T L C  p l a t e  i s  s h o w n  i n  

F i g u r e  1 1 ,  c o n f i r m s  t h e  p r e s e n c e  o f  

s i g n i f i c a n t  a m o u n t s  o f  s a p o n i n s  i n  

b o t h  s o x h l e t  a n d  S F E  o b t a i n e d  o i l s .  

 S a p o n i f i c a t i o n  r e a c t i o n s  a r e  

u n d e s i r a b l e  d u r i n g  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  

a s  t h e  m a i n  g o a l  o f  t h i s  w o r k  i s  t h e  

p r o d u c t i o n  o f  b i o d i e s e l  a n d  

s a p o n i f i c a t i o n  i s  a  s i d e  r e a c t i o n  

( K n o t h e  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  T h e r e f o r e  i t  

w a s  n e c e s s a r y  t o  f i n d  a  w a y  t o  

e l i m i n a t e  s a p o n i n s  f r o m  t h e  o i l .  A s  

t h e r e  w a s  n o  l i t e r a t u r e  a b o u t  t h i s  

s u b j e c t  f o r  C y n a r a  s a p o n i n s ,  a n  

a p p r o a c h  r e p o r t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  f o r  

t h e  e l i m i n a t i o n  o f  s o y b e a n  f l o u r  s a p o n i n s  ( T a r a d e  e t  a l . ,  2 0 0 6 )  w a s  

u s e d .  T w o  m e t h o d s  w e r e  c o n s i d e r e d ,  w h e r e  t h e  f i r s t  c o n s i s t e d  i n  

h e a t i n g  t h e  o i l  t o  a  t e m p e r a t u r e  o f  1 5 0 º C  f o r  6 0  m i n u t e s  b e f o r e  t h e  

t r a n s e s t e r i f i c a t i o n ,  a n d  t h e  s e c o n d  i n  u s i n g  a  h i g h e r  t e m p e r a t u r e  o f  

S F E  e x t r a c t i o n ,  n a m e l y  8 0 º C  a n d  3 0 0  b a r .  T h e s e  t w o  m e t h o d s  p r o v e d  

t o  b e  i n e f f i c i e n t  a s  t h e  s a p o n i f i c a t i o n  r e a c t i o n s  c o n t i n u e d  t o  o c c u r .   

A l t h o u g h  t h e  y i e l d s  w e r e  n o t  s a t i s f a c t o r y ,  s o m e  b i o d i e s e l  w a s  

o b t a i n e d  a n d  t h e r e f o r e  c h a r a c t e r i z a t i o n  a n a l y s e s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  

o r d e r  t o  c o n f i r m  t h e  p r o d u c t i o n  o f  b i o d i e s e l  a n d  i f  i t  h a d  t h e  

d e s i r a b l e  p r o p e r t i e s .  

T h e  f i r s t  t e s t  w a s  T L C ,  w h i c h  i s  a n  e a s y  a n d  f a s t  m e t h o d  o f  

d e t e r m i n i n g  i f  a  c e r t a i n  s u b s t a n c e  i s  p r e s e n t  i n  a  g i v e n  s a m p l e  w h e n  

a p p l y i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  s o l v e n t s ’  m i x t u r e  t o  d e v e l o p  t h e  p l a t e .   

S o x     1 5 0 b a r / 3 5 º C   3 0 0 b a r / 3 5 º C  

F i g u r e  1 1  –  T L C  p l a t e  f o r  
d i f f e r e n t  o i l  d e v e l o p e d  i n  a  
m i x t u r e  o f  s o l v e n t  
T o l u e n e / e t h y l  a c e t a t e  3 5 / 6 5  
v / v   
 

 

 

        S a p o n i n s  
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F i g u r e  1 2  –  T L C  p l a t e  f o r  d i f f e r e n t  b i o d i e s e l ,  d e v e l o p e d  i n  a  m i x t u r e  o f  
s o l v e n t  h e x a n e / e t h y l  a c e t a t e / a c e t i c  a c i d  8 0 / 2 0 / 1  v / v   
  

T h e  T L C  o f  t h e  b i o d i e s e l  s a m p l e s  r e v e a l e d  t h a t  F A M E s ’  w e r e  

p r e s e n t ,  c o n f i r m i n g  t h e  p r o d u c t i o n  o f  b i o d i e s e l  f o r  a l l  s a m p l e s ,  b u t  

i t  a l s o  r e v e a l e d  t h a t  a  n u m b e r  o f  f r e e  f a t t y  a c i d s  ( F F A ) ,  r e s p o n s i b l e  

f o r  s a p o n i f i c a t i o n  r e a c t i o n s  w e r e  a l s o  p r e s e n t .  T h e r e f o r e ,  i t  w a s  

n e c e s s a r y  t o  n e u t r a l i z e  t h e m  b y  p e r f o r m i n g  a n  a c i d  e s t e r i f i c a t i o n  

b e f o r e  t h e  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  r e a c t i o n  ( V e l j k o v i c  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  I n  a n  

a t t e m p t  t o  s o l v e  t h e  l o w  y i e l d s  o f  b i o d i e s e l  p r o d u c t i o n ,  o n e  a s s a y  

w a s  p e r f o r m e d  w i t h  a c i d  e s t e r i f i c a t i o n  p r i o r  t o  t h e  a l k a l i - b a s e d  

t r a n s e s t e r i f i c a t i o n .  T h e  y i e l d  o f  c o n v e r s i o n  i n t o  b i o d i e s e l  w a s  o f  

7 3 , 9 0 % ,  a n d  t h e  t o t a l  e s t e r  c o n t e n t  w a s  o f  9 0 , 0 5 % ± 8 , 8 2 ,  a s  

d e s c r i b e d  o n  t h e  l a s t  r o w  o f  T a b l e  4  ( l a s t  r o w ) .  T h i s  m e a n s  t h a t  a t  

l e a s t  o n e  s a m p l e  h a d  a  t o t a l  F A M E  c o n t e n t  o f  9 8 , 8 7 % ,  w h i c h  i s  

a b o v e  t h e  r e q u i r e d  b y  t h e  s t a n d a r d  E N 1 4 2 1 4 .  F u r t h e r  

c h a r a c t e r i z a t i o n  f o r  t h i s  b i o d i e s e l  w a s  n o t  p o s s i b l e  d u e  t o  

e x p e r i m e n t a l  c o n s t r a i n s .  H o w e v e r ,  t a k i n g  i n t o  a c c o u n t  t h i s  

p r o m i s i n g  r e s u l t ,  f u r t h e r  a t t e n t i o n  m u s t  b e  p a i d  t o  t h i s  m e t h o d  i n  a  

f u t u r e  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  p r o c e s s  u s i n g  c a r d o o n ’ s  o i l .  

 

   S o x      1 5 0 / 3 5    1 5 0 / 5 5     2 2 5 / 4 5   3 0 0 / 3 5    3 0 0 / 5 5  

F A M E  

F F A  
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A c i d  n u m b e r  

A c i d  n u m b e r  w a s  d e t e r m i n e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  t i t r a t i o n  m e t h o d  

r e p o r t e d  b y  R e i  ( R e i ,  2 0 0 7 ) .  A c c o r d i n g  t o  t h e  s t a n d a r d  E N 1 4 2 1 4  i t s  

v a l u e  h a s  t o  b e  u n d e r  0 , 5 0 m g  K O H / g  o f  b i o d i e s e l .  A  s l i g h t  

m o d i f i c a t i o n  t o  u s e  s m a l l  a m o u n t s  o f  b i o d i e s e l  w a s  p e r f o r m e d  a s  

d e s c r i b e d  b e f o r e  ( s e e  M a t e r i a l  a n d  M e t h o d s ) .  T h e  v a l u e s  o b t a i n e d  

a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  4 .  A s  i t  i s  p o s s i b l e  t o  o b s e r v e  a l l  t h e  b i o d i e s e l  

s a m p l e s  a r e  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  E u r o p e a n  n o r m .  A l t h o u g h  t h e  

v a l u e s  w e r e  s o m e t i m e s  v e r y  c l o s e  t o  t h e  u p p e r  t h r e s h o l d  l i m i t  t h i s  

c a n  b e  d u e  t o  t h e  f r e e  f a t t y  a c i d s  p r e s e n t  i n  t h e  o i l  t h a t  w e r e  n o t  

c o m p l e t e l y  n e u t r a l i z e d  ( V e l j k o v i c  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  T h e  a c i d  n u m b e r  o f  

o n e  o f  t h e  s a m p l e s  ( 1 5 0  b a r  5 5 º C )  w a s  i m p o s s i b l e  t o  m e a s u r e  

a c c u r a t e l y  b e c a u s e  o f  t h e  v e r y  l o w  a m o u n t  o f  b i o d i e s e l  l e f t .  F u r t h e r  

a s s a y s  f o r  t h i s  c o n d i t i o n  a r e  n e c e s s a r y .  

G a s  C h r o m a t o g r a p h y  

T o  o b s e r v e  t h e  t o t a l  e s t e r  c o n v e r s i o n  y i e l d ,  w h i c h  a c c o r d i n g  t o  

t h e  s t a n d a r d  E N 1 4 2 1 4  m u s t  b e  o v e r  9 6 , 5 %  i n  o r d e r  t o  b e  u s e d  a s  a  

v e h i c u l a r  f u e l ,  G C  a n a l y s e s  w a s  p e r f o r m e d .  N o t  a l l  t h e  r e s u l t s  w e r e  

s a t i s f a c t o r y ,  b u t  b e s i d e  a l l  t h e  s a p o n i f i c a t i o n  r e a c t i o n s ,  t h e r e  a r e  

s o m e  c o n d i t i o n s  t h a t  r e v e a l e d  h i g h  e s t e r  c o n v e r s i o n  y i e l d s .  

A s  c a n  b e  s e e n  i n  T a b l e  4  t h e r e  i s  n o  v a l u e  a b o v e  t h e  r e q u i r e d  

b y  t h e  s t a n d a r d  E N 1 4 2 1 4 .  N e v e r t h e l e s s  t h e  b i o d i e s e l  s a m p l e  

o b t a i n e d  f r o m  t h e  s o x h l e t s ’  o i l  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  a l m o s t  r e a c h e d  

t h a t  v a l u e  ( 9 5 , 3 5 % ) .  I n  t h e  b i o d i e s e l  s a m p l e s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  

S F E s ’  o i l ,  t h e  h i g h e r  e s t e r  c o n v e r s i o n  w a s  o b s e r v e d  i n  t h e  

c o n d i t i o n s  o f  1 5 0  b a r  a n d  3 5 º C  w i t h  a  c o n v e r s i o n  y i e l d  o f  

7 7 , 9 4 % ± 1 0 , 8 8  a n d  a l s o  i n  t h e  c o n d i t i o n  o f  3 0 0  b a r  a n d  3 5 º C  w i t h  a  

c o n v e r s i o n  y i e l d  o f  7 3 , 2 5 % ± 1 2 , 3 3 ,  b e i n g  t h e  l a s t  o n e  t h e  c o n d i t i o n  

t h a t  a l s o  p r e s e n t e d  t h e  h i g h e s t  o i l  y i e l d .  T h e  c h r o m a t o g r a m s  

p r e s e n t e d  i n  F i g u r e s  1 3  e  1 4  s h o w  t h e  r e t e n t i o n  t i m e s  f o r  t h e  

d i f f e r e n t  m e t h y l  e s t e r s  p r e s e n t  i n  t h e  b i o d i e s e l  s a m p l e s .  T h o s e  

r e t e n t i o n  t i m e s  a n d  r e s p e c t i v e  m e t h y l  e s t e r s  a r e  d e s c r i b e d  i n  T a b l e  
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5 .  I n  t h e  c h r o m a t o g r a m s  o f  F i g u r e s  1 3  a n d  1 4  i t  i s  p o s s i b l e  t o  

i d e n t i f y  t h e  m e t h y l  e s t e r s  b y  t h e i r  r e t e n t i o n  t i m e s .  T h e  f o l l o w i n g  

m e t h y l  e s t e r s  a r e  p r e s e n t  i n  a l l  s a m p l e s :  m e t h y l  p a l m i t a t e ,  s t e a r a t e ,  

o l e a t e  a n d  l i n o l e a t e .  T h i s  d a t a  w a s  a l s o  r e p o r t e d  b y  M a c c a r o n e  

( M a c c a r o n e  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  H o w e v e r ,  f o r  t h e  S F E  c o n d i t i o n  o f  1 5 0  b a r  

a n d  5 5 º C ,  o t h e r  m e t h y l  e s t e r s  c a n  b e  o b s e r v e d  w i t h  h i g h e r  r e t e n t i o n  

t i m e s  s u c h  a s  m e t h y l  l i n o l e n a t e  a n d  o t h e r s  t h a t  w e r e  n o t  i d e n t i f i e d .  

T a b l e  5  –  R e t e n t i o n  t i m e s  o f  t h e  m e t h y l  e s t e r s  u s e d  a s  s t a n d a r d s  f o r  G C  

M e t h y l  e s t e r  T i m e ,  m i n  
M e t h y l  m y r i s t a t e  ( i n t e r n a l  s t a n d a r d )  ( C 1 4 : 0 )  1 0 , 5  
M e t h y l  p a l m i t a t e  ( C 1 6 : 0 )  1 2 , 5  
M e t h y l  s t e a r a t e  ( C 1 8 : 0 )  1 4 , 9  
M e t h y l  o l e a t e  ( C 1 8 : 1 )  1 5 , 0  
M e t h y l  l i n o l e a t e  ( C 1 8 : 2 )  1 5 , 4  
M e t h y l  l i n o l e n a t e  ( C 1 8 : 3 )  1 6 , 1  

 

 

F i g u r e  1 3  –  C h r o m a t o g r a m  f o r  t h e  S o x h l e t s ’  b i o d i e s e l ,  s a m p l e  C  
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B i o d i e s e l  p r o d u c t i o n  f r o m  C y n a r a  c a r d u n c u l u s ,  L .  e x t r a c t e d  o i l  ( S o x h l e t  &  S F E )   
 

3 2  

T h e  l o w  c o n v e r s i o n  r a t e  o f  t h e  a l k a l i  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  m a y  

b e  d u e  t o  l o w  a  r a t i o  o f  a l c o h o l :  o i l ,  t h e  o n e  u s e d  w a s  6 : 1 ,  a n d  

s t u d i e s  d e m o n s t r a t e  t h a t  h i g h e r  r a t i o s  c a n  p r o v i d e  h i g h e r  c o n v e r s i o n  

y i e l d s  ( V y a s  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .      

B e s i d e s  l o w  c o n v e r s i o n s ,  b e l o w  9 6 , 5 % ,  a l l  t h e  o i l  s a m p l e s  

p r o d u c e d  b i o d i e s e l ,  a s  c o n f i r m e d  b y  t h e  c h r o m a t o g r a m s  f r o m  

F i g u r e s  1 3  a n d  1 4 ,  s h o w i n g  p e a k s  c o r r e s p o n d e n t  t o  t h e  m e t h y l  e s t e r s  

s t a n d a r d s .  T h e  l a s t  c h r o m a t o g r a m  r e f e r s  t o  t h e  a c i d  c a t a l y z e d  

e s t e r i f i c a t i o n  p r i o r  t o  t h e  a l k a l i - c a t a l y z e d  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n ,  a n d  a s  

d i s c u s s e d  a b o v e  t h e  r e s u l t s  a r e  v e r y  p r o m i s i n g .  

H i g h  P r e s s u r e  L i q u i d  C h r o m a t o g r a p h y  

T h e  H P L C  a n a l y s e s  s h o w e d  c o m p l e m e n t a r y  d a t a  t h a t  t h e  G C  

w a s n ’ t  a b l e  t o  p r o v i d e .  F o r  i n s t a n c e  i t  s h o w s  n o t  o n l y  t h e  F A M E ’ s  

i n  t h e  b i o d i e s e l  b u t  a l s o  d i g l y c e r i d e s  a n d  t r i g l y c e r i d e s  ( H o l c a p e k  e t  

a l . ,  1 9 9 9 )  w h i c h  i f  p r e s e n t  i n d i c a t e  t h a t  t h e  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  

r e a c t i o n  w a s  n o t  e f f i c i e n t  ( R a s h i d  a n d  A n w a r ,  2 0 0 8 ) .  B y  c o m p a r i n g  

t h e  t o t a l  e s t e r s  c o n v e r s i o n  y i e l d  p r o v i d e d  b y  G C  w i t h  t h e  d a t a  f r o m  

t h e  H P L C  s o m e  a n s w e r s  c a n  b e  f o u n d  i n  o r d e r  t o  e x p l a i n  t h e  l o w  

c o n v e r s i o n  y i e l d s  t h a t  w e r e  o b t a i n e d .  F o r  t h e  s a m p l e s  w h e r e  t h e  

c o n v e r s i o n  y i e l d s  w e r e  v e r y  l o w ,  s u c h  a s  t h e  o n e s  o b t a i n e d  a t  2 2 5  

b a r  a n d  4 5 º C ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  o b s e r v e  t h a t  d i g l y c e r i d e s  a n d  

t r i g l y c e r i d e s  a r e  p r e s e n t  m e a n i n g  t h a t  t h e  t o t a l  e s t e r s  c o n v e r s i o n  

y i e l d  w a s  l o w .  O n  o t h e r  h a n d ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  o b s e r v e  t h a t  f o r  t h e  

1 5 0  b a r  a n d  3 5 º C  c o n d i t i o n ,  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  h i g h e s t  e s t e r  

c o n v e r s i o n  y i e l d s  f o r  t h e  S F E ’ s  e x t r a c t e d  o i l s ,  t h e r e  a r e  a l m o s t  n o  

t r a c e s  o f  t r i g l y c e r i d e s ,  b u t  t h e r e  a r e  s o m e  d i g l y c e r i d e s  l e f t  i n  t h e  

s a m p l e .  T h e r e f o r e  t h e  c o n v e r s i o n  y i e l d  f o r  t h i s  s a m p l e  w a s  7 7 , 9 %  

( G C ) ,  a n d  t h e  d i g l y c e r i d e s  s t i l l  p r e s e n t  i n  t h e  s a m p l e  m u s t  b e  t h e  

r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  n o n - t o t a l  c o n v e r s i o n  t o  F A M E .  T h e  H P L C  

c h r o m a t o g r a m s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  1 5 .  T h e  a c y l g l y c e r o l s  p r e s e n t  i n  

t h e  c a r d o o n ’ s  o i l  a n d  b i o d i e s e l  h a v e  s i m i l a r  c o m p o s i t i o n  a s  

d e s c r i b e d  b y  H o l c a p e k  ( H o l c a p e k  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  T h e  f a t t y  a c i d s  
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p r e s e n t  h a v e  r e t e n t i o n  t i m e s  b e t w e e n  2  a n d  8  m i n u t e s  b e i n g  F A M E ’ s  

r e v e a l e d  o n  t h e  s e q u e n c e  a t  r e t e n t i o n  t i m e s  t h a t  g o  f r o m  8  t o  1 2  

m i n u t e s .  T h e  l a s t  t w o  g r o u p s  r e p r e s e n t e d  c o r r e s p o n d  t o  d i -  a n d  

t r i g l y c e r i d e s ,  w i t h  r e t e n t i o n  t i m e s  b e t w e e n  1 2  a n d  1 9  m i n u t e s  f o r  

t h e  d i g l y c e r i d e s  a n d  h i g h e r  t h a n  1 9  m i n u t e s  f o r  t h e  t r i g l y c e r i d e s .
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K i n e m a t i c  V i s c o s i t y  

V i s c o s i t y  a n a l y s e s  w e r e  a l s o  p e r f o r m e d  o n  t h e  b i o d i e s e l  

s a m p l e s  a t  a  t e m p e r a t u r e  o f  2 0 º C .  A l t h o u g h  t h e  s t a n d a r d  E N 1 4 2 1 4  

s t i p u l a t e s  t h a t  t h e  v i s c o s i t y  m u s t  b e  m e a s u r e d  a t  4 0 º C ,  b e i n g  t h e  

o b t a i n e d  v a l u e s  b e t w e e n  3 , 5 - 5 , 0  m m 2 . s .  T h e s e  r e s u l t s  c a n  p r o v i d e  

v a l i d  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  d i e s e l ’ s  k i n e m a t i c  v i s c o s i t y ,  a s  i t  

d e c r e a s e s  w i t h  a  t e m p e r a t u r e  i n c r e m e n t .  E v e n  a c c o u n t i n g  f o r  t h e  

t e m p e r a t u r e  e f f e c t  t h e  h i g h  v i s c o s i t y  o b s e r v e d  m a y  b e  r e l a t e d  w i t h  

t h e  h i g h  c o n t e n t  o f  s o a p  p r o d u c e d  i n  t h e  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  

r e a c t i o n s  d u e  t o  s a p o n i f i c a t i o n .  D e s p i t e  t h e  n o n - c o n f o r m i n g  v a l u e s  

f o r  t h e  b i o d i e s e l  o b t a i n e d  f r o m  S o x h l e t  a n d  t w o  S F E  c o n d i t i o n s  ( 1 5 0  

b a r  3 5 º C  a n d  3 0 0  b a r  3 5 º C ) .  T h e s e  s a m p l e s  h a v e  a l r e a d y  p r o v e d  t o  

p r e s e n t  t h e  h i g h e r  y i e l d s  i n  b i o d i e s e l  a n d  F A M E ’ s ,  a n d  a r e  o n c e  

a g a i n  t h e  m o s t  p r o m i s i n g  v a l u e s ,  a s  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  6 .  

T a b l e  6  –  V i s c o s i t i e s  o f  d i f f e r e n t  s a m p l e s  o f  b i o d i e s e l  a n d  o i l  

 A v e r a g e  ±  S . D .  

S a m p l e s  V i s c  ( * 1 0 3  m m 2 . s )  H y s t e r e s i s  

C a r d o o n  o i l  –  S o x h l e t  4 0 , 2 7  ±  1 , 1 5  4 2 6 , 8  ±  3 0 , 8  
 B i o d i e s e l  

S o x h l e t  6 , 9 3  ±  0 , 6 3  3 4 3 , 8  ±  7 , 5  

S F E  ( 1 5 0 b a r ,  3 5 º C )  8 , 8 6  ±  1 , 0 9  3 3 9 , 1  ±  3 6 , 6  

S F E  ( 2 2 5 b a r ,  4 5 º C )  1 0 , 2 5  3 4 7 , 4  ±  2 5 , 4  

S F E  ( 3 0 0 b a r ,  3 5 º C )  8 , 4 8  ±  1 , 4 5  3 2 9 , 3  ±  2 8 , 3  

S F E  ( 1 5 0 b a r ,  5 5 º C )  6 5 , 0 8  ±  3 2 , 0 8  3 4 3 , 3  ±  1 0 , 2  

S F E  ( 3 0 0 b a r ,  5 5 º C )  7 3 , 6 3  ±  2 7 , 4 6  3 4 0 , 9  ±  7 6 , 9  

  

T h e r m o g r a v i m e t r i c  A n a l y s i s  

T h e  b i o d i e s e l  w a s  a l s o  s u b m i t t e d  t o  t h e r m a l  d e g r a d a t i o n  

a n a l y s i s  ( T G A ) ,  w h i c h  r e v e a l e d  g r e a t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  

s o x h l e t s ’  b i o d i e s e l  a n d  t h e  o n e s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  S F E ’ s  e x t r a c t s .  

I n  t h e  c a s e  o f  t h e  S F E  e x t r a c t s  w e i g h t  l o s s  s t a r t e d  t o  h a p p e n  a t  

a b o u t  2 0 0 º C  w i t h  a  s l i g h t  l o s s ,  l o w e r  t h a n  1 5 % ,  w h i l e  t h e  e n t i r e  
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d e g r a d a t i o n  o n l y  h a p p e n e d  a f t e r  4 0 0 º C .  T h e  i n f o r m a t i o n  g a t h e r e d  i n  

t h e  l i t e r a t u r e  o n l y  s u s t a i n s  t h e  T G A  v a l u e s  f o r  t h e  S o x h l e t ’ s  

b i o d i e s e l  s h o w i n g  t h a t  t h e  r e s u l t s  h e r e  o b t a i n e d  a r e  i n  a c c o r d a n c e  

w i t h  t h e  o n e s  r e p o r t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  w h e n  u s i n g  d i f f e r e n t  r a w  

m a t e r i a l s  ( D a n t a s  e t  a l . ,  2 0 0 7  ;  S a n t o s  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  N e v e r t h e l e s s  

t h e  b i o d i e s e l  o b t a i n e d  f r o m  s o x h l e t ’ s  e x t r a c t e d  o i l  p r e s e n t s  l o w e r  

t h e r m a l  s t a b i l i t y  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  t h e  b i o d i e s e l  o b t a i n e d  f r o m  

t h e  S F E  e x t r a c t s .  

T h e r e f o r e  t h e  h i g h e r  d e g r a d a t i o n  t e m p e r a t u r e s  o b s e r v e d  f o r  

b i o d i e s e l  o b t a i n e d  f r o m  S F E ’ s  m a y  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  c o n d i t i o n s  

a n d  m e t h o d  o f  e x t r a c t i o n ,  a n d  t h i s  h y p o t h e s i s  m a y  b e  s u s t a i n e d  b y  

t h e  T L C  d a t a  f r o m  F i g u r e  1 2 ,  t h a t  s h o w s  s o m e  u n i d e n t i f i e d  

c o m p o u n d s  p r e s e n t  i n  t h o s e  b i o d i e s e l ’ s .   

 

F i g u r e  1 6  –  T G A  a n a l y s e s  f o r  b i o d i e s e l  o b t a i n e d  u n d e r  d i f f e r e n t  c o n d i t i o n s  

 

F o u r i e r  T r a n s f o r m  I n f r a r e d  S p e c t r o s c o p y  

T h e  F o u r i e r  T r a n s f o r m  I n f r a r e d  S p e c t r o s c o p y  ( F T I R )  c o m e s  t o  

c o m p l e m e n t  s o m e  i n f o r m a t i o n  g i v e n  b e f o r e  b y  t h e  G C ,  a s  i t  s h o w s  

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

0 100 200 300 400 500 600 

M
as

s, 
m

g 

Temperature, ºC 

150/35 
150/55 
225/45 
300/35 
300/55 
Soxhlet 



 

 
B i o d i e s e l  p r o d u c t i o n  f r o m  C y n a r a  c a r d u n c u l u s ,  L .  e x t r a c t e d  o i l  ( S o x h l e t  &  S F E )   
 

3 7  

t h e  c o n v e r s i o n  o f  t h e  e s t e r s  i n t o  m e t h y l  e s t e r s  b y  a  s l i g h t  c h a n g e  i n  

t h e  w a v e n u m b e r  c o r r e s p o n d e n t  t o  t h e  C = O  c o n n e c t i o n  t h a t  i s  t h e  

c h a r a c t e r i s t i c  b o n d  f o r  e s t e r s .  T h i s  c h a n g e  i s  o b s e r v e d  i n  F i g u r e s  1 7  

t o  1 9  b y  o b s e r v i n g  a  c h a n g e  i n  t h e  p e a k  w a v e n u m b e r  f r o m  1 7 4 3 , 3 3  

c m - 1  i n  t h e  o i l  t o  1 7 4 0 , 4 4  c m - 1  i n  t h e  c o r r e s p o n d i n g  b i o d i e s e l .  T h e  

e x a m p l e s  s h o w n  i n  t h e  f i g u r e s  p r e s e n t  t h e  o i l  a n d  c o r r e s p o n d i n g  

b i o d i e s e l  f o r  S o x h l e t ,  S F E  ( 1 5 0  b a r ,  3 5 º C )  a n d  S F E  ( 1 5 0  b a r ,  5 5 º C ) ,  

r e p r e s e n t i n g  c a s e s  w h e r e  h i g h e r  c o n v e r s i o n ,  F i g u r e s  1 7  a n d  1 8 ,  a n d  

l o w e r  c o n v e r s i o n ,  F i g u r e  1 9 ,  w e r e  o b s e r v e d  ( Z a g o n e l  e t  a l . ,  2 0 0 4  ;  

O l i v e i r a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  

 

F i g u r e  1 7  –  F T I R  s p e c t r a  o f  b i o d i e s e l  o b t a i n e d  f r o m  S o x h l e t ’ s  e x t r a c t e d  o i l    
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F i g .  1 8  –  F T I R  s p e c t r a  o f  b i o d i e s e l  o b t a i n e d  f r o m  S F E  ( 1 5 0  b a r ,  3 5 º C )  

e x t r a c t e d  o i l  

 

F i g u r e  1 9  –  F T I R  s p e c t r a  o f  b i o d i e s e l  o b t a i n e d  f r o m  S F E  ( 1 5 0  b a r ,  5 5 º C )  

e x t r a c t e d  o i l  
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C o n c l u s i o n s  a n d  f u r t h e r  r e m a r k s  

T h i s  w o r k  p r o v e d  t h a t  i t  i s  p o s s i b l e  t o  g o  o u t  t o  t h e  f i e l d  a n d  

r a n d o m l y  s e l e c t  p l a n t s  f r o m  w h i c h  w a s  p o s s i b l e  t o  r e m o v e  t h e  s e e d s  

a n d  f r o m  t h o s e  e x t r a c t  t h e  o i l ,  a n d  f i n a l l y  p r o d u c e  b i o d i e s e l .  

T h e  c h o s e n  p l a n t  f o r  t h i s  w o r k ,  C y n a r a  c a r d u n c u l u s ,  L .  h a d  

a l r e a d y  b e e n  u s e d  t o  p r o d u c e  b i o d i e s e l ,  b u t  t h i s  w o r k  c o n t a i n e d  a  

n o v e l t y  i n  o i l  e x t r a c t i o n ,  t h e  u s e  o f  s u p e r c r i t i c a l  c a r b o n  d i o x i d e  t o  

p e r f o r m  t h e  e x t r a c t i o n s ,  l e a d i n g  t o  m o r e  p u r e  o i l ,  b u t  a l s o  w i t h  

m o r e  c o m p o u n d s  t h a t  a r e  s t i l l  n o t  i d e n t i f i e d .  T h e r e f o r e  f u r t h e r  

c h a r a c t e r i z a t i o n  m u s t  b e  d o n e  t o  t h e  e x t r a c t e d  o i l  u n d e r  d i f f e r e n t  

c o n d i t i o n s .  

T h e  r a w  m a t e r i a l  p r o v e d  t o  b e  a  s a t i s f a c t o r y  e n e r g y  c r o p ,  a s  i t  

w a s  p o s s i b l e  t o  p r o d u c e  b i o d i e s e l  w i t h  i t ,  e v e n  t h o u g h  a l l  t h e  p l a n t s  

w e r e  r a n d o m l y  s e l e c t e d  a t  h a r v e s t  t i m e  o n l y ,  a n d  t h e r e f o r e  t h e y  h a d  

n o  p r i o r  t r e a t m e n t ,  r e c e i v i n g  o n l y  w a t e r  w h e n  i t  r a i n e d .  T h i s  k i n d  o f  

p l a n t ,  t h a t  o n  o n e  h a n d  i n  a n  e n d o g e n o u s  s p e c i e s  o f  t h e  

M e d i t e r r a n e a n  f l o r a ,  a n d  o n  t h e  o t h e r  h a n d  r e q u i r e s  a l m o s t  n o  

e n e r g y  i n p u t  c a n  b e  a  f e a s i b l e  a l t e r n a t i v e  t o  p r o d u c e  b i o d i e s e l ,  

s p e c i a l l y  i n  a r i d  a r e a s  o f  t h e  P o r t u g u e s e  i n t e r i o r  t h a t  d u e  t o  t h e  

d e s e r t i f i c a t i o n  n e e d  a n  e c o n o m i c  b o o s t .  

D u r i n g  t h e  y e a r  t h i s  p r o j e c t  f a c e d  s o m e  i s s u e s  a s  i t  w a s  a  n e w  

t e c h n o l o g y  a p p l i e d  t o  t h e  o i l  e x t r a c t i o n  a n d  t h e r e  i s  n o  i n f o r m a t i o n  

a b o u t  t h e  c a r d o o n  o i l  e x t r a c t e d  w i t h  S F E .  T h i s  l e a d  t o  s o m e  d e l a y s  

i n  t h e  w o r k  a s  e v e r y  o b s t a c l e  f o u n d  n e e d  t o  b e  s o l v e d  w i t h  t h e  

g e n i u s  o f  t h e  p e o p l e  i n v o l v e d  o r  w i t h  s e m b l a n c e s  w i t h  o t h e r  w o r k s  

u s i n g  d i f f e r e n t  r a w  m a t e r i a l s  o r  e x t r a c t i o n s  m e t h o d s .  

S u c h  i s s u e s  a p p e a r e d  m a i n l y  a t  t h e  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  p r o c e s s ,  

a n d  t h i s  w a s  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  s t e p  o f  t h e  w o r k ,  a s  i t  w o u l d  a l l o w  

t h e  o i l  t o  b e  c o n v e r t e d  i n t o  b i o d i e s e l .  I n  t h e  e n d  o f  t h e  

t r a n s e s t e r i f i c a t i o n ,  u n e x p e c t e d  s a p o n i f i c a t i o n  r e a c t i o n s  a l s o  

o c c u r r e d  t h a t  l o w e r e d  t h e  b i o d i e s e l  y i e l d s  a n d  a l s o  a f f e c t e d  t h e  
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c o n v e r s i o n  y i e l d s .  A s  r e f e r r e d  b e f o r e ,  t h e  e x t r a c t i o n  t e c h n i q u e s  w i t h  

d i f f e r e n t  S F E  c o n d i t i o n s  w e r e  f i r s t  a p p l i e d  t o  t h e  c a r d o o n  s e e d s  i n  

t h i s  w o r k .  T h i s  m a y  h a v e  l e d  t o  t h e  e x t r a c t i o n  o f  d i f f e r e n t  

c o m p o u n d s  i n  t h e  o i l ,  t h a t  m a y  h a v e  b e e n  t h e  s o u r c e  o f  t h e  l a r g e  

a m o u n t  o f  s a p o n i n s  p r e s e n t  i n  t h e  o i l  a s  w e l l  a s  t h e  p r e s e n c e  o f  

m o r e  f r e e  f a t t y  a c i d s  a n d  o t h e r  u n k n o w n  c o m p o u n d s .  T h e s e  f a c t s  

c o u l d  h a v e  b e e n  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  l o w  y i e l d s  o f  b i o d i e s e l  

p r o d u c t i o n .  N e v e r t h e l e s s ,  w h e n  a c i d  e s t e r i f i c a t i o n  w a s  a p p l i e d  t o  

t h e  o i l  p r i o r  t o  t h e  a l k a l i - b a s e d  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  p r o c e s s ,  t h e  

y i e l d s  o f  b i o d i e s e l  a n d  t o t a l  m e t h y l  e s t e r s  c o n t e n t  r o s e  t o  m o r e  

a c c e p t a b l e  v a l u e s ,  e s p e c i a l l y  t h i s  l a s t  p a r a m e t e r .   

I n  s p i t e  o f  s o m e  o f  t h e s e  f a c t s ,  a c i d  e s t e r i f i c a t i o n  h a s  t o  b e  

c o n s i d e r e d  a s  w e l l  i n  f u t u r e  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  p r o c e s s e s  u s i n g  

c a r d o o n ’ s  o i l .  A l s o  t h e  c a r d o o n  o i l  e x t r a c t e d  w i t h  s u p e r c r i t i c a l  

c a r b o n  d i o x i d e  m u s t  b e  f u l l y  a n a l y z e d  i n  f u r t h e r  w o r k s ,  a s  i t  m a y  

h a v e  o t h e r  c o m p o u n d s ,  t h a t  b e s i d e  o f  b e i n g  s u i t a b l e  f o r  b i o d i e s e l  

p r o d u c t i o n  m a y  a l s o  b e  u s e d  i n  p r o c e s s e s  o f  f i n e  c h e m i s t r y .      
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B  

A p p e n d i x  A  

I n  T a b l e  A . 1  i t  i s  s h o w e d  t h e  v a l i d a t i o n  f o r  t h e  t i t r a t i o n  m e t h o d  

u s i n g  s m a l l e r  a m o u n t s  o f  s o y b e a n  o i l ,  s o  t h a t  i t  c o u l d  b e  u s e d  w i t h  

t h e  c a r d o o n  b i o d i e s e l .  T h e  s o y b e a n  o i l  u s e d  h a d  a n  a c i d  n u m b e r  o f  

0 , 2 0  m g / K O H .  T h i s  m e t h o d  s h o w s  t h a t  t h e  a c i d  n u m b e r  i s  p o s s i b l e  

t o  d e t e r m i n e  e v e n  w i t h  l o w e r  a m o u n t s  o f  o i l ,  i n f e r i o r  t o  1 g  o f  o i l  

u s e d  b y  ( R e i  2 0 0 7 ) .  

T a b l e  A . 1  –  T i t r a t i o n  o f  s o y b e a n  o i l  

E t O H / I s o  
S o l u t i o n  

S a m p l e  
( m L )  

A c i d  n u m b e r  
A v e r a g e  ±  S . D .  

A  7 , 0  0 , 1 8 ± 0 , 0 2  
B  5 , 0  0 , 1 8 ± 0 , 0 4  
C  3 , 0  0 , 2 0 ± 0  
D  1 , 5  0 , 2 0 ± 0  

 

Anova: Two-Factor With Replication      
       
SUMMARY A B C D Total  

0,1            
Count 3 3 3 3 12  
Sum 0,57 0,6 0,73 0,64 2,54  
Average 0,19 0,2 0,2433333 0,2133333 0,2116667  
Variance 1,15556E-33 1,156E-33 0,0001333 0,0021333 0,0008515  

0,05            
Count 3 3 3 3 12  
Sum 0,529037143 0,549878 0,5611 0,5611 2,2011151  
Average 0,176345714 0,1832927 0,1870333 0,1870333 0,1834263  
Variance 0 4,198E-05 1,156E-33 1,156E-33 2,841E-05  

Total          
Count 6 6 6 6   
Sum 1,099037143 1,149878 1,2911 1,2011   
Average 0,183172857 0,1916463 0,2151833 0,2001833   
Variance 5,59319E-05 0,0001005 0,0010042 0,0010608   
       
ANOVA       
Source of Variation SS df MS F P-value F crit 

Sample 0,004785123 1 0,0047851 16,581584 0,0008871 4,493998 
Columns 0,003356546 3 0,0011188 3,8770759 0,0293488 3,238872 
Interaction 0,001705309 3 0,0005684 1,9697666 0,1592004 3,238872 
Within 0,004617289 16 0,0002886    
Total 0,014464267 23         
S t a t i s t i c a  v e r s i o n  5 . 0  

  


