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Alternativha goriva za dizel masine postaju znacaj-
no interesantnija poslednjih godina zbog smanjenja re-
zervi nafte u svetu, kao i sa stanovista zastite Zivotne
sredine. Veliki broj studija pokazuje da monoalkil estri vi-
Sih masnih kiselina (MEMK, biodizel) dobijenih iz obnov-
ljivih bioloskih izvora, kao Sto su biljna ulja i Zivotinjske
masti, poseduju osobine bliske karakteristikama dizel
goriva, zbog &ega su ozbiljan supstituent, delimi¢no ili
potpuno, konvencionalnog dizel goriva. Biodizel je bi-
orazgradljiv i netoksic¢an posto u svom sastavu ne sadrzi
sumporna jedinjenja pa pri sagorevanju ne dolazi do
stvaranja sumpor(lV) oksida, a i ¢ad se izdvaja u mnogo
manjoj koli€ini nego pri sagorevanju dizel goriva iz nafte
[1]. Sagorevanje biodizela u motorima sa unutrasnjim
sagorevanjem je potpunije, zbog prisustva kiseonika u
strukturi MEMK (10 — 11%) [2].

Po hemijskom sastavu, biodizel predstavlja smesu
estara vi§ih masnih kiselina i nizeg alkohola. Sinteza bi-
odizela sastoji se u reakciji transesterifikacije, tj. u kon-
verziji triglicerida vis§ih masnih kiselina u njihove estre sa
nizim alkoholima, pri ¢emu se izdvaja glicerol [3] prema
sumarnoj stehiometrijskoj jednadini:

CH2OOCR;4 RiCOOR’ CH20H

I katalizator |

CHOOCR: +3ROH = > R2COOR' +CHOH (1)
I I
CH200CRs R2COOR’ CH20H

U sustini, to je sloZena reakcija u kojoj su tri os-
novna stupnja u kojima nastaju diglicerid, monoglicerid,
glicerol i alkil estri masnih kiselina:
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DOBIJANJE BIODIZELA
TRANSESTERIFIKACIJOM
KATALIZOVANOM ENZIMIMA

U ovom radu razmotreni su principi i kinetika dobijanja biodizela iz biljnih ulja,
transesterifikacijom katalizovanom lipazama. PaZnja je fokusirana na znalajne
faktore koji utiCu na tok reakcije i prinos alkil estara, kao Sto su: vrsta i oblik li-
paze, vrsta alkohola, prisustvo organskog rastvaraa, sadrZaj vode u uljima,
molski odnos alkohola i ulja, temperatura i prisustvo glicerola. Radi sagledava-
nja perspektive za industrijsku primenu transesterifikacije katalizovane lipaza-
ma, takode su razmotreni faktori koji utiCu na kinetiku i efekte transesterifikacije
katalizovane bazama i kiselinama. Ukazano je na prednosti enzimskog procesa
u odnosu na hemijski, kao i na Cinjenicu da transesterifikacija katalizovana lipa-
zama mora biti znaCajno poboljSana da bi bila industrijski primenijiva.

katalizator
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gde su Ry, Rz, Rz i R odgovarajuée alkil grupe. Na
svakom stupnju oslobada se po jedan mol alkil estra.
Reakcija je povratna, a ravnoteza je na strani dobijanja
estra i glicerola.

Sastav biodizela zavisi od sastava triglicerida i al-
kohola koji se koriste kao reaktanti. Kao izvori trigliceri-
da, kori§¢éena su suncokretovo, sojino, repic¢ino i
palmino ulje, ulja iz semena pamuka, duvana, kikirikija,
Jatropha ulje, kao i koriS¢eno ulje iz velikih sistema za
pripremu hrane i otpadno ulje iz proizvodnje rafinisanih
ulja. Kvalitet ulja se odrazava na fizicko-hemijske karak-
teristike metilestara, i to, pre svega, na viskozitet i perok-
sidni, jodni i saponifikacioni broj. Cak i kori$éena ulja,
losinh fizicko—hemijskih karakteristika, mogu se uspesno
prevesti u metilestre pod odredenim reakcionim uslovi-
ma [4]. Alkoholi koji se mogu Kkoristiti u transesterifikaciji
su: metanol, etanol, propanol, butanol i amil alkohol.
Metanol i etanol se najcesée koriste, a narocito metanol,
zbog niske cene i pogodnih fizickih osobina (polaran
molekul kratkog lanca). Reakcija transesterifikacije moze
biti katalizovana kiselinama, bazama ili enzimima.

U ovom radu razmotreni su principi dobijanja bi-
odizela enzimski katalizovanom transesterifikacijom, sa
osvrtom na pojedinaéne znacajne faktore koji utiéu na
tok reakcije i naglaskom na vrste (poreklo) i oblik enzi-
ma (lipaze). Radi sagledavanja perspektive za industrij-
sku primenu transesterifikacije katalizovane lipazama,
takode su razmotreni kinetika transesterifikacije katalizo-
vane bazama i kiselinama i uticajni faktori.
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TRANSESTERIFIKACIJA KATALIZOVANA
KISELINAMA | BAZAMA

Na proces transesterifikacije katalizovan kiselina-
ma ili bazama uti¢e veliki broj faktora od kojih su najva-
zniji: tip katalizatora, sadrzaj vode, prisustvo slobodnih
masnih kiselina, molski odnos alkohola i ulja, temperatu-
ra i uslovi mesanja. Za ekonomicnost procesa od znaca-
ja su, pored biodizela kao glavnog proizvoda, i
mogucénost izdvajanja sporednih proizvoda (pre svega,
glicerola) i optimizacija procesnih uslova.

Kao kiseli katalizatori najcesce se koriste mineral-
ne (sumporna, fosforna, hlorovodoni¢na) i organske sul-
fokiseline. U transesterifikaciji sa ovim katalizatorima
ostvaruju se veoma visoki prinosi alkilestara, ali su reak-
cije spore, traju dugo (iznad 3 sata) i realizuju se na vi-
sokim temperaturama. U metanolizi sojinog ulja uz
upotrebu sumporne kiseline (1% mol.) na temperaturi od
65°C dostiZe se prinos estara iznad 99% za 50 sati, dok
butanoliza (na 117°C) i etanoliza (78°C) pri istim uslovi-
ma traju 3 i 18 sati, respektivno [5]. Prema nekim autori-
ma, kiselo katalizovana transesterifikacija je pogodnija
za gliceride sa vedim sadrzajem slobodnih masnih kiseli-
na i vode [6], dok po misljenju drugih autora [7] kiselin-
ski broj nije kritican faktor za izbor tipa katalizatora. U
metanolizi govedeg loja (uzorci sa kiselinskim brojem
vedim od 5 mg KOH/g) u prisustvu sumporne kiseline
(1%) kao katalizatora ostvarena je 13% konverzija za 48
sati, dok se korid¢enjem natrijum metoksida (1%) kao
katalizatora transesterifikacija kvantitativno zavrsava za
manje od 3 sata, pri istim ostalim operativnim uslovima.
Ako se izvodi in situ, kiselo katalizovana transesterifikaci-
ja je efikasnija u sluéaju i suncokretovog [8] i sojinog [9]
ulja.

Baze, najcesSce koridéene kao katalizatori reakcije
transesterifikacije, jesu: natrijum hidroksid, kalijum hi-
droksid, karbonati i odgovarajué¢i natrijum i kalijum al-
koksidi, kao, na primer: natrijum metoksid, natrijum
etoksid, natrijum propoksid i natrijum butoksid. Najvedi
prinos biodizela se ostvaruje kori§éenjem metoksida
(natrijum i kalijum), jer su zanemarljivi gubici zbog sapo-
nifikacije triglicerida i rastvorljivosti metilestara u glicero-
lu, ali su oni skuplji i veoma higroskopni, zbog ¢ega je
rad sa njima otezan [10]. U komercijalne svrhe najéesce
se koristi natrijum hidroksid, jer je znatno jeftiniji, a reak-
cija je brza [10]. Optimalna koncentracija alkalnog katali-
zatora je u intervalu 0,5 do 1% [2]. Na primer, optimalna
koncentracija natrijum i kalijum hidroksida za transesteri-
fikaciji rafinisanog suncokretovog ulja metanolom je 1%,
a oba katalizatora su podjednako efikasna [11]. Poveca-
na koli¢ina katalizatora, koja se najées¢e dodaje da bi
se kompenzovala poveéana kiselost polaznog ulja, mo-
ze da dovede do povecanja viskoziteta reakcione sme-
Se, usled formiranja sapuna. Pored toga, dolazi i do
rastvaranja metilestara u glicerolskom sloju, zbog &ega
se, nakon gravitacionog taloZenja, smanjuje njihov pri-
nos u estarskoj frakciji [12, 13]. Mala koli¢ina katalizato-
ra ne omogucava da se reakcija alkoholize odigra do
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kraja, pa su u smesi prisutni trigliceridi, sto utie na po-
vecanje viskoziteta estara.

Posto su baze manje korozivne od kiselina, a ba-
zno katalizovana transesterifikacija znatno brza (oko
4000 puta) od kiselo katalizovane, one se ¢esée koriste
u komercijalnim procesima dobijanja biodizela [14].

Za bazno katalizovanu reakciju transesterifikacije
nepozeljno je prisustvo vode u reaktantima (manje od
0,3% [11]), jer ona izaziva reakciju saponifikacije, zbog
Cega se smanjuje prinos estara, poveéava viskozitet re-
akcione smese i otezava izdvajanje glicerola. Pored to-
ga, kiselinski broj glicerida mora biti manji od 1 mg
KOHY/g, jer je u suprotnom potrebna veca koliina natri-
jum hidroksida, da bi se neutralisale slobodne masne ki-
seline [4]. Ispitivanja efekata slobodnih masnih kiselina i
vode na transesterifikaciju glicerida iz govedeg loja sa
metanolom su pokazala da se najbolja konverzija ostva-
ruje pri maksimalnom sadrzaju vode u sirovinama od
0,06%, a slobodnih masnih kiselina od 0,5% [15]. Maksi-
malan sadrzaj slobodnih masnih kiselina (0,5%) potvrdu-
ju i rezultati drugih istrazivaCa [14]. Sadrzaj vode je
kritiCniji za transesterifikaciju od sadrzaja slobodnih ma-
snih kiselina [14].

lako natrijum hidroksid i metoksid reaguju sa
uglien(lV) oksidom iz vazduha, ¢ime se smanjuje njihova
efikasnost, transesterifikacija ne zahteva inertnu atmos-
feru azota [14]. Reaktor je obi¢no otvoren prema atmos-
feri preko kondenzatora, tako da se kiseonik rastvoren u
ulju desorbuije pri zagrevanju reakcione smese.

Jedan od najvaznijin parametara koji uti¢e na pri-
nos estara u slucaju transesterifikacije katalizovane ba-
zama ili kiselinama je molski odnos alkohol:ulje.
Teorijski, potrebno je 3 mola metanola na svaki mol tri-
glicerida (jednacina 1). Autori se, u principu, slazu da ve-
éi molski odnos ubrzava reakciju i omogucava bolju
konverziju, ali otezava separaciju i poskupljuje recirkula-
ciju metanola [11]. Stvarni molski odnos zavisi od katali-
zatora. Na primer, da bi se ostvario isti prinos estara za
odredeno vreme, neophodan molski odnos butanola i
sojinog ulja je 30:1 za kiselo katalizovanu, a 6:1 za ba-
zno katalizovanu reakciju [5].

U sluéaju bazno katalizovane transesterifikacije, u
literaturi postoje razliéiti podaci o optimalnom odnosu al-
kohola i ulja. Molski odnos metanola i ulja treba da bude
u opsegu 3,3:1 do 5,25:1 [16], s tim sto veéi molski
odnos implicira kraée vreme reakcije i veéi stepen kon-
verzije [14]. Za transesterifikaciju repicinog ulja metano-
lom u prisustvu 1% natrijum ili kalijum hidroksida
preporucuje se odnos 6:1 [17]. Kada je prisutna veéa
koli¢ina slobodnih masnih kiselina u ulju, potreban je ve-
¢i molski odnos [18]. Ulja iz semena soje, suncokreta,
kikirikija i pamuka se ponasaju sli¢no i najveéi stepen
konverzije (93 — 98%) postize se pri molskom odnosu
6:1 [19]. Ovaj odnos je koriséen i pri transesterifikaciji
govedeg loja sa metanolom [20, 21]. Metanolizom rafini-
sanog suncokretovog ulja dobijaju se estri zadovoljava-
juée &istoce pri molskom odnosu 4,5:1 i 6:1 [11].
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Brzina reakcije transesterifikacije i prinos estra za-
visi od temperature na kojoj se realizuje transesterifikaci-
ja. Transesterifikacija ricinusovog ulja metanolom protic¢e
zadovoljavajuée na temperaturama od 20 do 35°C, pri
molskom odnosu 6:1 do 12:1 i u prisustvu natrijum hi-
droksida u koncentraciji od 0,005 do 0,35% [22]. ViSa
temperatura ubrzava transesterifikaciju i skracuje vreme
reakcije. Na primer, prinos estara pri transesterifikaciji ra-
finisanog sojinog ulja metanolom pri molskom odnosu
6:1 u prisustvu 1% natrijum hidroksida je posle 0,1 sata
bio 64, 87 i 94% na 32, 45 i 60°C, respektivho; posle je-
dnog sata prinos estara na 45 i 60°C je bio isti, a na
32°C malo manji [19]. Generalno, reakcija transesterifi-
kacije triglicerida se izvodi Sarzno na atmosferskom pri-
tisku i temperaturi 60 do 70°C u viku metanola [2].
Povecanje temperature iznad ove granice ima negativan
efekat na konverziju. U prisustvu alkalnog katalizatora
reakcija se odigrava i na sobnoj temperaturi sa zadovo-
ljavajuéim prinosom [11].

Proces transesterifikacije i prinos estara zavise od
mesanja reakcione smese. Reaktanti obrazuju dvofazni
sistem, pa je reakcija kontrolisana difuzijom reaktanata
izmedu faza. Metilestri koji nastaju su zajednicki rastva-
ra za obe faze, zbog &ega postepeno nastaje jednofa-
zni sistem. Zato je mesanje narocito bitno na pocetku
reakcije. Na primer, zbog relativno male rastvorljivosti
metanola u govedem loju, neophodno je dobro disper-
govati metanol u ulju, da bi reakcija otpocela [23, 24].
Kada su faze dobro izmesane i reakcija otpoéne, mesa-
nje vise nije potrebno. Ako se rastvor natrijum hidroksida
u metanolu doda u otopljeni govedi loj uz mesanje, brzi-
na mesanja (110 do 330 min~") i vreme mesanja na po-
Cetku reakcije (1 do 3 minuta) nema uticaja na prinos
estara [24]. O uticaju mesanja na stepen konverzije i vre-
me trajanja reakcije transesterifikacije ukazuju podaci iz
metanolize sojinog ulja u Sarznom laboratorijskom reak-
toru pri razli¢itim brzinama mesanja [7]. Pri manjoj brzini
mesanja (300 min~") postize se 12% konverzija nakon 8
sati reakcije, dok se pri brzini mesanja 600 min~' kom-
pletna konverzija ostvaruje za manje od 2 sata. Zapaze-
no je da pri transesterifikaciji biljnih ulja intenzivnije
mesanje poboljSava homogenizaciju reaktanata [25].
Transesterifikacija traje kraée i prinos estara je vedi kada
se reakciona smesa mesa ultrazvukom niske frekvencije
(28 i 40 kHz) nego li mehani¢kom mesalicom, nezavisno
od vrste alkohola i koncentracije i vrste katalizatora [13,
26].

Proizvod transesterifikacije triglicerida je mesavina
estara, glicerola, alkohola, katalizatora i tri—, di— i mono-
glicerida. Dobijanje Cistih estara nije lako narocito zbog
prisustva di- i monoglicerida. Ovaj problem je naroéito
izrazen u sluéaju transesterifikacije Zivotinjskin masti
(govedi loj). Sadrzaj slobodnog glicerola u estarskoj
frakciji (koji delimi¢no zaostaje zbog nepotpunog odva-
janja frakcija) ne sme da bude veéi od 0,3 mg/g. Ako se
estar koristi kao gorivo, tokom sagorevanja glicerola do-
lazi do stvaranja akroleina, ekoloski nepodobne sup-

stance. Sadrzaj ukupnog glicerola u glicerolskoj frakciji
se kreée izmedu 85 i 90% [11]. S obzirom na to da se
glicerol moze koristiti u druge svrhe, potrebno je izdvoijiti
ga, Sto se obiéno postize gravitacionim talozenjem ili
centrifugiranjem.

Kinetika reakcije transesterifikacije zavisi od vrste
ulja, alkohola, katalizatora i molskog odnosa alkohola i
ulja. Kiselo (sumporna kiselina, 1%) ili bazno (natrijum
butoksid, 0,5 i 1%) katalizovana transesterifikacija soji-
nog ulja butanolom (molski odnos butanola i ulja 30:1)
se odigrava kroz tri uzastopne reakcije pseudo—prvog
reda [5]. Zbog relativno malog viSka butanola, pri mol-
skom odnosu butanola i ulja 6:1 i u prisustvu natrijum
butoksida, transesterifikacija sojinog ulja se verovatnije
odigrava kroz uzastopne reakcije drugog reda, a ne pse-
udo—prvog reda [5]. Kinetika reakcije metanola i sojinog
ulja pri molskom odnosu 6:1 u prisustvu natrijum metok-
sida (0,5%) se, medutim, bolje objasnjava kombinacijom
uzastopne reakcije drugog reda i uporedne reakcije Ce-
tvrtog reda [5].

Metanoliza palminog ulja u prisustvu kalijum hi-
droksida prati kinetiku reakcije drugog reda do 30-tog
minuta reakcije. Konstante brzine reakcije hidrolize trigli-
cerida, diglicerida i monoglicerida su u opsegu 0,018 —
0,191 (%(min)_1, a energije aktivacije iznose 61,6, 59,5 i
26,8 kJ/mol, respektivno [27]. Konstanta brzine alkalno
katalizovane reakcije je mnogo veca u odnosu na kiselo
katalizovanu reakciju [5].

Upotrebom heterogenih katalizatora, na primer, hi-
droksida, oksida i alkoksida zemno-alkalnih metala, mo-
ze se pojednostaviti tehnoloski proces, zbog lakoce
njihovog izdvajanja iz reakcione smese. Upotreba kalci-
jum oksida kao heterogenog katalizatora se preporucuje
zbog niske cene i izuzetno male rastvorljivosti u metano-
lu [28]. Pravi katalizator reakcije je zapravo kalcijum me-
toksid koji nastaje na povrsini Cestica kalcijum oksida,
pa je neophodno da se one dobro suspenduju. Nedos-
tatak heterogene katalize sa kalcijum oksidom je manja
brzina reakcije u odnosu na reakciju katalizovanu natri-
jum hidroksidom. Upotrebom tetrahidrofurana kao ras-
tvaraCa, reakcija se odigrava brzinom bliskom tipi¢noj
katalizi sa natrijum hidroksidom [28]. Metanoliza sojinog
ulja izvedena je efikasno u prisustvu heterogenog ba-
znog katalizatora Na/NaOH/y-Al2Os i rastvaraca (n—hek-
san) [29]. Optimizacijom reakcionih uslova postignut je
prinos biodizela od 94%, $to je vrlo blizu prinosu u slu-
¢aju koriséenja natrijum hidroksida.

Biodizel dobrog kvaliteta se moze dobiti transeste-
rifikacijom koriséenih ulja. Upotreba ovakvih ulja je inte-
resantna iz ekoloskog i ekonomskog razloga, jer
predstavlja pokusaj kori§éenja sirovine koja je ve¢ jedan-
put upotrebljena. Visok prinos metilestara zadovoljavaju-
éeg kvaliteta je postignut transesterifikacijom koriséenog
ulja metanolom pri molskom odnosu metanola i ulja 6:1 i
u prisustvu 1% kalijum hidroksida na temperaturi od
25°C [30].
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TRANSESTERIFIKACIJA KATALIZOVANA ENZIMIMA

lako transesterifikacija katalizovana bazama daje
visoke prinose metilestara za kratko vreme, ona ima i
izvesne nedostatke, kao sto su: preveliki zahtevi za ener-
gijom, tesko izdvajanje glicerola i obaveza uklanjanja ka-
talizatora iz proizvoda. Ovi problemi mogu biti zaobideni
korig¢enjem enzimskih reakcija sa lipazama (ekstra— i in-
tracelijskih) kao biokatalizatora. Poredenje bazno i en-
zimski katalizovane transesterifikacije izvrseno je u tabeli
1. Dobijanje biodizela enzimskim putem se jo$ uvek ne
primenjuje u industriji zbog visoke cene enzima. Da bi
se enzimi reciklisali i koristili viSe puta, neophodno ih je
imobilisati na odgovarajuéi nacin [31]. Imobilizacijom en-
zima povedava se njihova aktivhost i stabilnost [32].

Veliki broj razliCitih faktora, &ije je dejstvo najcesée
kombinovano, uti¢e na kinetiku transesterifikacije katali-
zovane enzimima i prinos estara (biodizela). Najvazniji
od njih su: vrsta i oblik lipaze, vrsta alkohola, prisustvo
organskog rastvarada, sadrzaj vode u uljima, molski
odnos alkohola i ulja, temperatura i prisustvo glicerola.
U tabeli 2 dat je pregled mikroorganizama — producena-
ta lipaza, vrste supstrata (ulja) i alkohola, reakcionih
uslova i prinos estara.

Vrsta lipaze, alkohola i prisustvo organskog
rastvaraca

U dosadasnjim istraZivanjima koriS¢ene su lipaze
koje produkuiju razli¢iti mikroorganizmi. Lipaze, general-
no, efikasno katalizuju reakcije ako su supstrati rastvorlji-
vi jedan u drugom [42]. Alkoholi koji sadrze vise od tri
uglienikova atoma rastvorljivi su u ulju, dok je rastvorlji-
vost metanola i etanola u ulju veoma mala. Zato se me-
tanoliza i etanoliza uglavnom odvijaju u prisustvu
organskog rastvaraca [31]. Stepen konverzije triglicerida
u odgovarajuce alkil estre zavisi od kombinovanog utica-
ja vrste i oblika lipaze, vrste supstrata i prisustva organ-

skog rastvaraca. Prinos estara se povecava imobilizaci-
jom enzima [32, 39, 43].

Za transesterifikaciju ulja iz semena biljke Jatropha
u odsustvu rastvaraca koriSéene su lipaze Chromobacte-
rium viscosum, Candida rugosa iz svinjske jetre, ali je
znacajniji prinos etilestara postignut samo sa lipazom C.
viscosum imobilisanom na Celitu 545 [36]. U sistemu
bez rastvaraCa, imobilisane lipaze Candida antarctica
(Novozym 435) su dale visok prinos estara pri transeste-
rifikaciji ulja iz semena pamuka sa primarnim i sekundar-
nim alkoholima kratkog ugljenikovog lanca [35]. Za
transesterifikaciju koris¢enog ulja biljnog porekla u siste-
mu bez rastvaraca, kori§¢ene su lipaze Thermomyces la-
nuginosa i C. antarctica, imobilisane na granulisanom
silicijum—dioksidu (gran-T./. i gran-C.a, respectivno), C.
antarctica, imobilisana na makroporoznoj akrilnoj smoli
(SP—435), i Pseudomonas cepacia, imobilisana na filosi-
likatnom sol-gel matriksu (IM PS-30), a najbolji prinos
metilestara i etilestara ostvarena je sa lipazom P cepacia
(IM PS-30) [39, 40, 44]. Lipaza T. lanuginosa, imobilisa-
na na filosilikatnom sol-gel matriksu, efikasnija je u eta-
nolizi zasi¢enih triglicerida i triglicerida sa vedim
sadrzajem slobodnih masnih kiselina [44]. U transesteri-
fikaciji sojinog ulja sa metanolom i etanolom najveéi pri-
nos alkilestara ostvaren je u prisustvu lipaze P cepacia
[43].

Imobilisane lipaze Pseudomonas fluorescens, P
cepacia, Mucor javanicus, C. rugosa i Rhizopus niveus
korig¢ene su u transesterifikaciji suncokretovog ulja i tri-
oleina, a najvedi prinos estara je postignut sa lipazom P
fluorescens [31]. Za alkoholizu 1-butanolom ili 1—propa-
nolom prisustvo organskih rastvaraca nije potrebno. En-
zimska aktivnost imobilisanih lipaza P fluorescens pri
metanolizi suncokretovog ulja i trioleina je bila najveéa u
prisustvu rastvaraca 1,4-dioksana, a ekstremno mala u
sluéaju benzena, hloroforma i tetrahidrofurana [31]. Kori-

Tabela 1. Poredenje transesterifikacije katalizovane bazama i enzimima [6]
Table 1. Comparison of alkali- and enzyme—catalyzed transesterification processes [6]

Bazno katalizovana reakcija
Alkali-catalyzed fransesterification | Enzyme—catalyzed transesterification

Enzimski katalizovana reakcija

Temperatura reakcije

; 60-70°C 3 °c 0-50
Reaction temperature
Slobodne masne kiseline u sirovinama | Proizvodi saponifikacije Metilestri
Free acids in crude materials Products of saponification Metyl esters

Voda u sirovinama
Water in crude materials

Ometa reakciju

Affects negatively the reaction

Zavisi od vrste i oblika lipaze i prisustva rastvaraca
Dependent on the type and form of lipase and the
presence of organic solvent

Prinos metilestara Normalan Visi

Yield of metyl esters Normal Higher
Izdvajanje glicerola Tesko Lako
Glycerol separation Hard Easy
Precigéavanje proizvoda Visestruko ispiranje Nepotrebno

Purification of products Washing Not necessary
Cena katalizatora Niska Relativno visoka
Cost of catalyst Low Relatively high

52




0.S. STAMENKOVIC, i sar.: DOBIJANJE BIODIZELA...

Hem. ind. 59 (3-4) 49-59 (2005)

Tabela 2. Pregled uslova reakcija enzimske transesterifikacije sa lipazama razli¢itog porekia
Table 2. A review of the reaction conditions for enzyme—catalyzed transesterification

Séenjem imobilisanih komercijalnih lipaza Rhizomucor
miehei (Lipozyme RM; nosac: jonoizmenjivacka smola),
T. lanuginosa (Lipozyme TL; nosac¢: silika gel) i P, fluores-
cens (Amano AK; nosac: polipropilen) za transesterifika-
ciju suncokretovog ulja metanolom postignuti su visoki
stepeni konverzije u prisustvu nepolarnih rastvaraca, na-
rocito n—heksana, a mali u prisustvu polarnog rastvaraca
acetona, verovatno zbog promene strukture enzima
[32]. U slucaju upotrebe n—heksana palmino ulje je naj-
bolji supstrat za lipazu T. lanuginosa, dok je lipaza P flu-
orescens efikasnija u konverziji ulja iz semena pamuka u
metilestre. Pri transesterifikaciji pamukovog ulja katalizo-
vane lipazom T Januginosa u odsustvu rastvaraCa, pri-
nos estara nizih alkohola je mali, dok lipaze R
fluorescens i R. miehei ispoljavaju vedu kataliticku aktiv-
nost [45]. U odsustvu rastvaraCa, prinos estara je relativ-
no visok pri transesterifikaciji suncokretovog ulja
lipazom P, fluorescens pri upotrebi etanola i 1-butanola,
a vrlo mali pri upotrebi metanola (3%), s tim sto se pri-
nos metilestara viSestruko uvedava u prisustvu petrol-
etra (79%) [46].

Generalno, efikasnost enzimski katalizovane tran-
sesterifikacije triglicerida sa etanolom je veéa nego sa
metanolom, nezavisno od toga da li je organski rastva-
rac prisutan u reakcionoj smesi ili ne [6]. U sluéaju tran-

Uslovi reakcije/Reaction conditions
Sadrzaj vode Koli¢ina enzima
Supstrat Alkohol Enzim Prinos | Rastvaraé - (% uodnosuna | (% uodnosuna | Refe-
Substrate Alcohol Enzyme Yield Solvent | t °¢ Ulje:alkohol masu ulja) masu ulig) | rence
’ Qil:alcohol Water (% with | Enzyme (% with
respect to the respect to the
mass of oil) mass of oil)
. R. miehei (Lipozyme RM, IM) 96 40 1:3
Sireoksoioule e |igvatpmmetit| 75 | B0 w0 | s : o | e
P, fluorescens (Amano AK) 72 - 1:45
1:4
Sojino ulje Metanol T lanuginosa 92 Ne 50 1:1 B 30 [33]
Soybean oil Methanol (Lipozyme TL, IM) None 30 (u tri stupnja/
three stages)
. . 11
Sojino ulje Metanol . Ne . . b
Soybean oil Methanol R. oryzae 80-90 None 35 (u tri stupnja/ 4-30 3 [34]
three stages)
Pamukovo ulje Metanol C. antarctica Ne . B
Cottonseed oil Methanol (Novozym 435) 92 None 50 14 80 [35]
Jatropha ulje Etanol . Ne . a
Jatropha oil Ethanol C. viscosum 89 None 40 1:4 0,5-1 15 [36]
Palmino ulje Metanol/Methanol s 15 Ne . B
Palm oil Etanol/Ethanol P2 cepacia (lipase PS-30) 72 None 40 4 10 [37]
Primarni alkoholi M. miehei (Lipozyme IM60) | 95-98 Heksan
Loj, sojino ulje i Primary alcohols Hexane 45 1:3 - 10 [38]
ulje iz uljane repice |Sekundarni alkoholi | C. antarctica (SP435) 61-84
Tallow, soybean oil |Secondary alcohols
and rapeseed oil Metanol/Methanol | M. miehei (Lipozyme IM60) 19 Ne
Etanol/Ethanol M. miehei (Lipozyme IMG0) 65 None
Korigéeno ulje Etanol . Ne .
Waste cooking oil | Ethanol P, cepacia (IM PS-30) 95 None 50 1:4 - 10 [39]
Korigéeno ulje Metanol/Methanol . 98 Ne .
Waste cooking oil |Etanol/Ethanol P2 cepacia (IM PS-30) 88 None 40 14 do3 10 [40]
Otpadno ulje Metanol Ne . b
Waste ol Methanol R. oryzae 55 None 85 14 78 67 [41]
& —%wiv
b _1ujg

sesterifikacije palminog ulja u alkilestre koriSéenjem lipa-
ze P, cepacia vedi stepen konverzije ostvaruje se etano-
lom (72%) u odnosu na metanol (15%) [37]. Lipaze
Mucor miehei su najefikasnije za konverziju triglicerida u
estre sa primarnim alkoholima, a lipaze C. antarctica za
transesterifikaciju sa sekundarnim alkoholima [38]. Mak-
simalni stepen konverzije je postignut sa primarnim alko-
holima u prisustvu n-heksana (veéi od 94%), dok je u
odsustvu rastvaraCa prinos znatno manji (na primer, za
metanol: 19,4%).

Negativan uticaj prisustva organskog rastvaraca
uocen je pri transesterifikaciji kori¢enog ulja biljnog po-
rekla. Prinos etilestara pri transesterifikaciji imobilisanom
lipazom P cepacia (IM PS-30) je manji u prisustvu n—
heksana u odnosu na prinos ostvaren bez prisustva ras-
tvaraca [39]. Identi¢an uticaj n-heksana na prinos estara
je zabeleZen i pri korid¢enju imobilisanih lipaza T. lanugi-
nosa (gran T. I.) i C. antarctica (SP—435) [39].

Upotreba organskih rastvaraCa u enzimskoj tran-
sesterifikaciji je nepovoljna sa aspekta viSestrukog kori-
Séenja enzima. Dug kontakt sa organskim rastvaratem
ima za posledicu drasti¢no smanjenje aktivhosti enzima,
tako da se lipaze nakon prvog ciklusa koriséenja ne mo-
gu dalje koristiti [42]. U komercijalnoj proizvodnji biodi-
zela nije preporucliiva upotreba organskih rastvaraca,
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zbog neophodnosti njihovog izdvajanja iz proizvoda, &i-
me se povecavaju troskovi proizvodnje.

Sadrzaj vode u reakcionoj smesi

Brzina enzimske reakcije u organskim rastvaradi-
ma zavisi od koli¢ine vode prisutne u sistemu. Lipaze
imaju jedinstvenu osobinu da katalizuju reakciju na gra-
nié¢noj povrsini izmedu vodene i organske faze. Aktivaci-
ja enzima ukljuéuje otkrivanje aktivhog centra u toku
konformacijskin promena molekula koje se deSavaju na
grani¢noj povrsini ulje-voda. Generalno, aktivnost lipaze
zavisi od raspolozZive medufazne povrsine, koja se pove-
éava sa povecanjem koliine vode. S druge strane lipa-
ze katalizuju reakciju hidrolize u vodenoj sredini, zbog
Cega viSak vode stimuliSe konkurentnu reakciju hidroli-
ze. Optimalni sadrzaj vode predstavlja kompromis izme-
du sprecavanja hidrolize i poveéanja enzimske aktivnosti
za reakciju transesterifikacije [43]. Ovo je zapaZzeno i
kod transesterifikacije jednostavnijeg estra nego Sto su
trigliceridi. Optimalna vrednost aktivnosti vode pri kojoj
je kataliticka aktivnost enzima maksimalna zavisi i od
vrste i oblika enzima i koli¢ine supstrata. Za transesterifi-
kaciju etil butirata u butil butirat u n-heksanu, katalizova-
nu lipazom C. rugosa optimalna vrednost aktivnosti
vode se povedava (od 0,33 na 0,54) sa povedanjem
koncentracije estra — supstrata (50-200 mM) [47]. Pri ve-
likoj aktivnosti vode (0,96) brzina transesterifikacije je
mnogo manja od povratne reakcije hidrolize estara —
proizvoda [47]. Iz tih razloga preporucuje se izvodenje
transesterifikacije u dve faze [47-49]: prva faza odigrava
se pri visokim vrednostima aktivnosti vode, da bi se fa-
vorizovala reakcija hidrolize estra — supstrata, a u drugoj
fazi aktivnost vode je na optimalnom nivou, kako bi se
favorizovala sinteza estra — proizvoda. Kontrolom sa-
drzaja vode u reakcionoj smesi aerisanjem povecan je
prinos estra pri esterifikaciji kaprilne kiseline i n—butanola
u cikloheksanu pomocéu lipaza C. rugosa [50].

Transesterifikacija koriSéenih ulja biljnog porekla je
specificna zbog veéeg sadrzaja slobodnih masnih kiseli-
na, ¢ijom esterifikacijom se oslobada voda, koja moze
pomeriti ravnotezu transesterifikacije u pravcu hidrolize
estra — proizvoda. Za kontrolu aktivnosti vode u takvim
sistemima mogu posluziti molekulska sita. Prinos meti-
lestara pri transesterifikaciji koriSéenih ulja lipazom P, ce-
pacia imobilisanom na filosilikatnom sol — gel matriksu
povedava se sa 75 na 96% u prisustvu molekulskih sita
u koli¢ini do 14% radunato na masu ulja [40]. Prisustvo
molekulskih sita ima neznatan uticaj na prinos metilesta-
ra ukoliko je lipaza imobilisana na nosacu koji adsorbuje
vodu, na primer silicijum dioksid [40].

U sluéaju enzimske transesterifikacije u odsustvu
rastvaraca pozeljno je da se u reakcionu smesu unese
suspenzija slobodnog enzima u vodi, a ne &ist enzim
[51]. Tako, slobodno suspendovana lipaza P cepacia
katalizuje metanolizu sojinog ulja u sistemu bez vode,
dok lipaze C. rugosa, P, fluorescens i Penicillium camem-
berti ne ispoljavaju kataliticku aktivnost i zahtevaju pri-

54

sustvo vode u reakcionoj smesi da bi se izbegla inaktiva-
cija enzima metanolom. Prinos estara zavisi od vrste li-
paze i koliCine prisutne vode [51]. Optimalna koliCina
vode u reakcionoj smesi zavisi od oblika enzima (imobi-
lisan ili slobodno suspendovan). Za etanolizu Jatropha
ulja, optimalni sadrzaj vode je 0,5, odnosno 1% (w/v) u
sluéaju imobilisane, odnosno slobodne lipaze C. visco-
sum [36]. Najvedéi stepen konverzije (80 — 90%) sojinog
ulja sa metanolom u prisustvu lipaze Rhizopus oryzae je
postignut pri sadrzaju vode u sirovinama u opsegu 4-30%
[34]. Pri manjem sadrzaju vode prinos estara je bio zna-
tno maniji, sto se pripisalo ireverzibilnoj inaktivaciji lipaza
kao posledica denaturacije enzima metanolom. |z tog ra-
Zloga je lipaza R. oryzae vrlo pogodna za transesterifika-
ciju otpadnih ulja, koja neizbezno sadrze izvesnu
koli¢inu vode. Tako, produkcija metilestara pri transeste-
rifikaciji otpadnog sojinog ulja (ekstrahovanog iz otpada
pri rafinaciji sirovog ulja) lipazom R. oryzae se povecava
sa povecéanjem sadrzaja vode u reakcionoj smesi, a naj-
vedi stepen konverzije (17,5%) postize se za 24 sata pri
sadrzaju vode od 75% (racunato u odnosu na masu ulja)
[41]. Nizi sadrzaj vode (4 do 30%) se preporuéuje kao
optimalan za transesterifikaciju rafinisanih ulja [34]. U
sluéaju ekstrahovanih, nerafinisanih ulja, koja, za razliku
od rafinisanih ulja, imaju veliki viskozitet, prisustvo vode
u veéem procentu olakSava mesanje i poveéava medu-
faznu povrsinu ulje-voda.

Molski odnos alkohola i ulja

U reakciji transesterifikacije katalizovane imobilisa-
nim lipazama reaktanti formiraju trofazni sistem (triglice-
rid/alkohol/nosacg), a brzina reakcija je kontrolisana
medufaznim prenosom mase. Da bi se smanjila difuzi-
ona ograniéenja i povecala brzina reakcije potrebno je
dodati alkohol u visku u odnosu na stehiometrijski potre-
bnu koli¢inu [43]. Molski odnos alkohola i ulja ima veliki
uticaj na stepen konverzije triglicerida u sistemima bez
rastvaraCa. Najvedi prinos metilestara (87,4%) pri tran-
sesterifikaciji pamukovog ulja imobilisanom lipazom C.
antarctica (Novozym 435) je ostvaren pri molskom odno-
su alkohola i ulja 4:1 [35]. Pri ve¢em molskom odnosu
(5:1 1 6:1) smanjuje se prinos estara zato Sto visak meta-
nola narusava sloj vode oko enzima koji ga stabilizuje,
¢ime se njegova aktivnost smanjuje [35]. Transesterifika-
cija suncokretovog ulja metanolom lipazama R. miehei i
T lanuginosa se uspeSno odvija do molskog odnosa
metanola i ulja 3:1, dok je u sluéaju lipaze P, fluorescens
optimalni odnos 4,5:1 [32]. Radi utvrdivanja optimalnog
molskog odnosa alkohola i ulja, transesterifikacija kori-
Séenog biljnog ulja iz restorana lipazom P cepacia imo-
bilisanom na filosilikatnom sol-gel matriksu (IM PS-30)
je vodena pri razli¢itom odnosu metanola ili etanola i ulja
u opsegu 1:1 do 6:1, a najvedi prinos estara je ostvaren
pri molskom odnosu 4:1 [39]. Najvedi prinos metilestara
i etilestara u transesterifikaciji sojinog ulja katalizovanoj
imobilisanom lipazom P cepacia ostvaren je pri mol-
skom odnosu alkohola i ulja 7,5:1 i 15,25:1, respektivno
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[43]. Uticaj molskog odnosa metanola i sojinog ulja na
prinos estara i aktivhost imobilisane lipaze T. fanugino-
sus (Lipozyme TL) je proucavan u Sarznim i ponovljenim
(u odnosu na imobilizovani enzim) Sarznim uslovima. Pri
Sarznom postupku najbolji prinos estara je ostvaren pri
molskom odnosu 4:1. Optimalni molski odnos metanola
i ulja u ponovljenom Sarznom postupku je 1:1, pri Eemu
lipaza zadrzava relativno visoku aktivnost i nakon dese-
tog ciklusa [33].

Sve napred spomenute alkoholize su izvedene u
prisustvu viska metanola, nego Sto je to stehiometrijski
potrebno. U kontaktu lipaza sa nerastvornim kapljicama
metanola ili etanola, koje postoje u ulju, alkohol se ad-
sorbuje na imobilisanom enzimu, blokira pristup triglice-
rida, zbog ¢ega se smanjuje aktivhost enzima, pa ¢ak i
zaustavlja reakcija u kasnijoj fazi [42]. Ovaj problem se
prevazilazi stupnjevitim dodavanjem metanola u toku re-
akcije, u skladu sa dinamikom njegove potrosnje. Meta-
noliza biljnih ulja imobilisanom lipazom C. antarctica
izvedena je u Sarznim uslovima sa dvostepenim [52] i
trostepenim [53] dodavanjem metanola (po 1/3 i 2/3,
odnosho po 1/3 stehiometrijski potrebne koli¢ine). Na-
kon 50 ciklusa trostepene (100 dana) i 70 ciklusa dvos-
tepene (105 dana) metanolize biljnog ulja smanjenje
aktivnosti lipaze je bilo beznadajno. Enzimska transeste-
rifikacija U sistemima bez rasvarata moze biti pobolj$a-
na dodavanjem povrsinski aktivnih materija. Metanoliza
korig¢enog biljnog ulja iz restorana u prisustvu lipaze Li-
pozyme TL IM znatno je unapredena dodavanjem
Tween—-40 (1% u odnosu na masu ulja) u emulziju pre
reakcije. Uloga povrsinski aktivnin materija je da stabili-
zuju enzim time Sto smanjuju koncentraciju metanola po
povrsini enzima [54].

Po nekim autorima moguce je izvrsiti regeneraciju
aktivnosti imobilisane lipaze C. antarctica dezaktivirane
metanolom, ispiranjem sa 2-butanolom i terc—butano-
lom. Do regeneracija enzimske aktivnosti dolazi usled
rastvaranja metanola, adsorbovanog na imobilisanom
enzimu. Dodavanjem terc-butanola u trenutku opadanja
prinosa metilestara, konverzija sojinog ulja u kontinual-
nom postupku sa jednostepenim dodavanjem metanola
(molski odnos 3:1) je odrzana iznad 70% u toku 70 dana
[55].

U sistemu sa veéim sadrzajem vode moguce je
izvoditi transesterifikaciju pri veéem molskom odnosu
metanola i ulja, jer voda spredava inaktivaciju enzima
[41]. Zbog inaktivacije lipaze metanolom, neki autori
predlazu upotrebu metil acetata kao acil akceptora, sto
omogucava da se transesterifikacija sojinog ulja pomo-
éu imobilisane lipaze C. antarctica (Novozym 435) moze
izvoditi i pri molskom odnosu 12:1 [56, 57]. Osim toga,
ovaj acil akceptor daje isti prinos metilestra nezavisno
od toga da li je sojino ulje sirovo ili rafinisano, sto nije
sluéaj sa metanolom. Jos jedna prednost metil acetata
ogleda se u tome da enzim zadrzava svoju aktivnost i
nakon 100-tog ciklusa, dok je u sluéaju koris¢enja meta-
nola broj ciklusa znatno maniji [56].

Temperatura reakcije

Znacajan parametar enzimske transesterifikacije je
temperatura. Optimalna temperatura za biohemijsku sin-
tezu zavisi od vrste i oblika enzima i nacina izvodenja
procesa. U sluéaju metanolize suncokretovog ulja lipa-
zama T lanuginosa i R. miehei optimalna temperatura je
50 i 40 °C, respektivho [32]. Temperatura od 60 °C je
optimalna za produkciju propil oleata pomodu slobodno
suspendovane lipaze P, fluorescens, dok je sa imobilisa-
nom lipazom skoro isti prinos ostvaren na 50 i 60 °C
[31]. Najvedi prinos metilestara iz pamukovog ulja imobi-
lisanom lipazom C. antarctica (Novozym 435) je ostva-
ren na temperaturi 50 °C [35]. Optimalna temperatura za
etanolizu kori§éenog ulja iz restorana slobodnom lipa-
zom P, cepacia (PS-30) je 40 °C, dok je u sluéaju imobi-
lisane lipaze (IM PS-30) optimalna temperatura u
opsegu od 40 do 70 °C [39]. U arznom postupku imo-
bilisana lipaza T. lanuginosa ima visoku aktivnost na vi-
&im temperaturama (40 do 50 °C), dok je u ponovljenom
garznom postupku optimalna temperatura 30 °C [33]. To
znadi da lipaze mogu podneti visoku temperaturu u krat-
kom vremenskom periodu.

Uticaj glicerola

Na aktivnost enzima moze uticati glicerol koji se
izdvaja kao proizvod reakcije transesterifikacije. Ovaj uti-
caj se pripisuje adsorpciji molekula glicerola na nosac
enzima, ¢ime se smanjuje difuzija molekula supstrata
prema enzimu. Da bi se smanjio ovaj negativan efekat,
predloZen je dvostepeni proces, koji se sastoji od reak-
cije transesterifikacije i ispiranja katalizatora, radi izdvaja-
nja adsorbovanog glicerola [58]. Ovakav semikontinua-
lan proces je pogodan i sa aspekta razdvajanja proizvo-
da transesterifikacije. Glicerol se moze uklanjati iz reak-
cione smeSe u toku transesterifikacije kada se ona
izvodi u membranskom reaktoru [59]. Reakcija transes-
terifikacije se odigrava u Supljim viaknima, a glicerol Koji
nastaje U toku reakcije prolazi kroz membranu i akumuli-
ra se u anularnom prostoru sa vodenom fazom.

Kinetika enzimske transesterifikacije

Po mislienju mnogih autora kinetika enzimske tran-
sesterifikacije u organskom rastvaraéu se pokorava Ping
Pong Bi Bi modelu sa kompetitivnom inhibicijom alkoho-
lom [60, 61]. Opsta jednacina ovog modela je:

Vmax

Kra [Alq, Ka
el

V=

gde je: vmax — maksimalna brzina reakcije, Ktg i Ka — Mi-
haelisove konstante za triglicerid i alkohol, Ki — konstan-
ta inhibicije alkoholom i [TG] i [A] - molarne
koncentracije triglicerida i alkohola. Primenom ovog ki-
netickog modela na transesterifikaciju suncokretovog
ulja, bogatog oleinskom kiselinom, butanolom u prisus-
tvu komercijalne, imobilisane lipaze R. miehei u n-hek-
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sanu, potvrdeno je dobro slaganje sa eksperimentalnim
rezultatima [61]. Najveda odstupanja eksperimentalnih
podataka i modela se javljaju u oblasti malih koncentra-
cija supstrata, gde je i verovatnoéa eksperimentalnih
gresaka najveca. Vrednosti kineti¢kih parametara vmax,
Ktg, Ka i Kisu 250 pmol—min_1 [g‘1, 5,3 mmol—dm"s, 55
mmol-dm 2 i 13 mmol—dm_3, respektivno.

Mogucénosti visestruke upotrebe lipaza

Pored cinjenice da su imobilisani enzimi aktivniji i
stabilniji u odnosu na slobodno suspendovane, najveéa
prednost kori§éenja imobilisanih enzima, s obzirom na
njihovu cenu, jeste moguénost njinove visestruke upo-
trebe. Imobilisani enzimi mogu se odvojiti dekantacijom
ili filtracijom nakon zavrSene reakcije. Pri ponovnom ko-
ri§¢enju enzima moze doéi do promene enzimske aktiv-
nosti, o &emu treba voditi raCuna. Ispitivanja aktivnosti
imobilisane lipaze P fluorescens u metanolizi trioleina i
suncokretovog ulja pokazuju da aktivnosti opada za 1/3
nakon prvog ciklusa, dok je od drugog do desetog ciklu-
sa pad aktivnosti skoro neznatan [31]. Kada je enzim ko-
ris¢en po prvi put, odredena koli¢ina enzima se
desorbovala. U toku daljeg kori§é¢enja enzima nije se
mogla uoditi njegova desorpcija. Imobilisane lipaze T. /a-
nuginosa i R. miehei su kori§¢ene u toku osam ciklusa
transesterifikacije suncokretovog ulja sa stupnjevitim do-
davanjem metanola [32]. Lipaza R. miehei je zadrzala
veliki deo svoje aktivnosti (stepen konverzije se smanijio
za manje od 10%) posle osmog ciklusa, dok aktivnost li-
paze T lanuginosa u drugom ciklusu iznosi 50% od nje-
ne pocetne aktivnosti. Smanjenje aktivnosti enzima pri
njegovom ponovnom korigéenju je posledica inaktivacije
enzima alkoholom i glicerolom. Lipaza C. antarctica je
koris¢ena u 54 uzastopna ciklusa transesterifikacije ulja
tune sa dvo- i trostepenim dodavanjem etanola [62]. U
toku dvostepene etanolize stepen konverzije ostaje ne-
promenjen do 37-og ciklusa, a zatim naglo opada, dok
se u trostepenoj reakciji ostvaruje isti stepen konverzije
(oko 95%) do 54—og ciklusa. Nakon 50 ciklusa trostepe-
ne (100 dana) i 70 ciklusa dvostepene (105 dana) meta-
nolize biljnog ulja odrzan je stepen konverzije vedi od
95%, odnosno od 93% [52, 53]. Aktivnost lipaze C. an-
tarctica (Novozym 435) u transesterifikaciji sojinog ulja

sa metanolom (trostepeno dodavanje metanola) se sma-
njuje za vide od 30% nakon 4 ciklusa kori¢enja enzima
[56]. Upotrebom metil acetata kao acil akceptora nema
primetnog gubitka aktivnosti lipaze i nakon 100-og ci-
klusa reakcije [56].

Upotreba celih ¢elija kao biokatalizatora
transesterifikacije

Da bi se ekstracelijske lipaze Kkoristile kao biokatali-
zatori transesterifikacije, potrebno ih je izolovati, predisti-
ti i imobilisati, sto nije tako jednostavno, narodito u
industrijskim uslovima. Iz tih razloga je pogodna upotre-
ba intracelijskih lipaza, odnosno celih éelija, koje se mo-
gu spontano imobilisati na poroznim &esticama u toku
Sarzne kultivacije. Na slici 1, radi poredenja, Sematski su
prikazani procesi transesterifikacije pomodu ekstraéelij-
skih i intraéelijskih lipaza.

Ban i sar. [63] su ispitivali uticaj uslova kultivacije
¢éelija i sadrzaja vode na metanolizu sa celim éelijama R.
oryzae imobilisanih na poroznim &esticama poliuretan-
ske pene. Dodatkom maslinovog ulja i oleinske kiseline
u podlogu za kultivaciju ¢elija aktivnost lipaza se znadaj-
no povecava. Metanoliza izvedena pri sadrzaju vode u
sirovinama od 10 do 20% i stupnjevitom dodavanju me-
tanola daje prinos metilestra od 80 do 90%. Skoro isti
prinos ostvaren je koriSéenjem ekstraéelijskih lipaza
[34]. Radi stabilizacije éelija R. oryzae i njihovog korisée-
nja u duzem vremenskom periodu, neki autori [64] pre-
porucuje tretiranje elija 0,1% rastvorom glutar aldehida.
U toku Sest ciklusa aktivhost lipaza ovih ¢éelija se nezna-
tno smanjuje, a prinos estra je u opsegu od 83 do 70% u
toku 72 Casa. Stabilnost i aktivhost lipaze R. oryzae se
povezuje sa udelom zasi¢enih i nezasi¢enih masnih ki-
selina u éelijskoj membrani, koji se moze lako kontroli-
sati njihovim dodavanjem u hranljivu podlogu [65].
Enzimska aktivnost se povecava obogacivanjem celijske
membrane nezasiéenom oleinskom kiselinom, dok se
povecanje stabilnosti enzima postize obogadivanjem
palmitinskom kiselinom. Iz tog razloga, preporucuje se
tretiranje ¢elija R. oryzae mesavinom oleinske i palmitin-
ske kiseline pri udelu oleinske kiseline od 0,67 [65].

Najnovija istrazivanja usmerena su ka primeni "ge-
neti¢ki manipulisanih" celih ¢elija kao biokatalizatora en-
zimske transesterifikacie  [66,67]. Celije kvasca

Gajenje Izdvajanje Preci§¢avanje Imobilizacija . —
2) ¢elija — lipaza > lipaza lipaza s Transesterifikacija |
b) Gajenje i 1zdvajanje

imobilizacija [~> imobilisanih —3| Transesterifikacija l

celija celija

Slika 1. Poredenje procesa transesterifikacije pomocu a) ekstracelijskih i b) intratelijskih lipaza [6]
Figure 1. Comparison of transesterification processes realized by using a) extracellular and b) intracellular lipases [6]
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Saccharomyces cerevisiae modifikovane su ubaciva-
njem plazmida sa genom koji kodira sintezu lipaze u R.
oryzae. S obzirom na to da je éelijski zid kvasca relativno
rigidan, radi povecanja njegove permeabilnosti celije
kvasca su tretirane susenjem na vazduhu temperature
42°C ili smrzavanjem (na -50°C) i topljenjem (ha sobnoj
temperaturi). Ovakve éelije su kori§éene u metanolizi so-
jinog ulja sa trostepenim dodavanjem metanola, u siste-
mu bez rastvarada [67]. Prinos metilestara iznosio je
71% u prisustvu éelija susenih na vazduhu, oko 50% u
prisustvu smrzavanih &elija i manje od 1% u sluéaju ne-
tretiranih Celija, Sto znadi da se barijera za difuziju sup-
strata i proizvoda znaCajno smanjuje tretiranjem
(permeabilizacijom) &elija.

ZAKLJUCAK

Sadasnja naftna kriza u svetu ponovo je izbacila u
prvi plan potrebu za korisé¢enjem obnovljivih sirovina kao
izvora energije umesto konvencionalnih, neobnovljivih
energenata (ugalj, nafta, prirodni gas). Posebna paznja
je posveéena moguénostima dobijanja biodizela iz bilj-
nih i Zivotinjskih sirovina procesom transesterifikacije,
zbog njegovih prednosti u odnosu na dizel gorivo D-2.
Danas se industrijsko dobijanje biodizela zasniva na
procesu transesterifikacije masti i ulja uz kori§éenje baza
ili kiselina kao katalizatora. Brojni problemi vezani za
ovaj proces u pogledu utroska energije, izdvajanja proi-
zvoda (MEMK i glicerol) i velike koli¢ine otpadne vode
usmeravali su istraZivanja u pravcu novih postupaka za
dobijanje biodizela. Jedan od takvih postupaka je tran-
sesterifikacija katalizovana lipazama koja se jos$ uvek ne
primenijuje industrijski iz ekonomskih razloga uslovljenih
visokom cenom i malom stabilnos¢u lipaza. Rezultati is-
trazivanja sprovedenih poslednjih godina upuéuju na za-
kliutak da ¢e vro brzo biti stvoreni uslovi za
komercijalnu proizvodnju biodizela kori§¢enjem enzim-
skog procesa transesterifikacije. Tako je ameri¢ka kom-
panija Archer Daniels Midland Company objavila da od
2002. godine koristi enzimski katalizovanu interesterifika-
ciju, u dijem razvoju je ucestvovala i kompanija No-
vozymes, U industrijskoj proizvodnji margarina [68].
Japanska kompanija Nagase & Co., Ltd. nagovestava
skoru primenu postupka za dobijanje biodizela iz kori-
Séenih biljnin ulja iz restorana pomodu "inteligentnih”
kvasaca [69]. Pored prednosti vezanih za samu reakciju
transesterifikacije, primena enzima smanjuje i troskove
izdvajanja proizvoda i stvara zanemarljive ekoloske
probleme.

Dalja istrazivanja u cilju pobolj$anja transesterifika-
cije katalizovane enzimima usmerena su prema:

— razvoju novih reaktorskih sistema uz primenu
imobilisanog biokatalizatora, koji omoguéavaju viSestru-
ku i dugotrajnu upotrebu enzima;

— stupnjevito dodavanje metanola, da bi se spredi-
la dezaktivacija lipaza pri velikoj koncentraciji metanola;

— upotrebi lipaza tolerantnih prema organskom
rastvaracu, da bi se povecala njihova stabilnost;

— upotrebi intraéelijskih lipaza, tj. celih mikrobnih
éelija producenata lipaza, da bi se pojednostavio proces
preCiséavanja proizvoda; i

— upotrebi geneticki modifikovanin mikroorganiza-
ma sa poboljSanim proizvodnim osobinama.
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The principles and kinetics of biodiesel production from vegetable oils using
lipase—catalyzed transesterification are reviewed. The most important
operating factors affecting the reaction and the yield of alkyl esters, such as:
the type and form of lipase, the type of alcohol, the presence of organic
solvents, the content of water in the oil, temperature and the presence of
glycerol are discussed. In order to estimate the prospects of lipase—catalyzed
transesterification for industrial application, the factors which influence the
kinetics of chemically—catalysed transesterification are also considered. The
advantages of lipase—catalyzed transesterification, compared to the
chemically—catalysed reaction, are pointed out. The cost of down—processing
and ecological problems are significantly reduced by applying lipases. It was
also emphasized that lipase-catalysed transesterification should be greatly
improved in order to make it commercially applicable. The further
optimization of lipase—catalyzed transesterification should include studies on
the development of new reactor systems with immobilized biocatalysts and
the addition of alcohol in several portions, and the use of extracellular lipases
tolerant to organic solvents, intracellular lipases (i.e. whole microbial cells)
and genetically-modified microorganisms (‘intelligent" yeasts).
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