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Biodizel je te¢no biogorivo, proizvedeno iz poljo-
privrednih kultura, kao obnovljivih resursa, koje u pot-
punosti moze da zameni fosilno gorivo u motorima sa
unutra$njim sagorevanjem. Sa ekoloskog aspekta bio-
dizel gorivo ne zagaduje zivotnu sredinu, jer se pri sago-
revanju ovog goriva prizvodi onoliko ugljen-dioksida
koliko biljke, iz kojih je dobijen, vezuju iz atmosfere.
Biodizel ne sadrZi sumpor, a pri njegovom sagorevanju
smanjena je emisija ¢adi, benzola, toluola, kao i Stetnih
azotnih jedinjenja, netoksican je i biodegradabilan [1,2].
Pored navedenih prednosti, biodizel je obnovljivi izvor
energije 1 njegovim koris¢enjem smanjuje se potreba za
fosilnim dizelom, ¢ime se Cuvaju rezerve i umanjuje ri-
zik od snabdevanja. Najzastupljeniji postupak za dobi-
janje biodizela u industriji je hemijska transesterifikacija
biljnih ulja metanolom u prisustvu alkalnog katalizatora
(natrijum-metilat, NaOH, ili KOH) ili kiselog kataliza-
tora (koncentrovana sumporna kiselina) [3—6]. Ovakav
nacin proizvodnje ima nekoliko nedostataka kao Sto su
veliki energetski utroSci, stvaranje nusprodukata spored-
nim reakcijama, potreba za neutralizacijom katalizatora
i izdvajanje nastalog glicerola iz reakcione smese [7-9].
Tokom reakcije metanolize stvaraju se sapuni koji se
moraju ispirati vodom i ¢ije prisustvo otezava separaciju
proizvoda. Utvrdeno je da se paZzljivom optimizacijom
procesnih parametara moze znacajno unaprediti hemij-
ski proces transesterifikacije i dobiti biodizel boljeg
kvaliteta [8,10]. Neki od najvaznijih faktora koji uti¢u
na prinos estara u slucaju reakcije katalizovane kiseli-
nama ili bazama su vrsta katalizatora, molski odnos al-
kohola i ulja, temperatura, pocetni sadrzaj vode u sis-
temu, uslovi mesanja i drugi [11,12].

Nedostaci konvencionalnog homogeno-katalizova-
nog postupka mogu se prevazici na nekoliko nacina kao
$to su primena heterogenih katalizatora (hidroksidi i1 ok-
sidi zemno-alkalnih metala) [13—15], odvijanje reakcije
transesterifikacije pod uslovima natkriti¢nog fluida [16,17]
i koris¢enjem enzima (lipaza) kao bio-katalizatora [18,19].
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LIPAZE KAO BIOKATALIZATORI
U SINTEZI BIODIZELA

Lipaze predstavijaju jednu od najvaznijih grupa biokatalizatora koji imaju veliku
primenu u biotehnoloskim procesima. Zahvaljujuci cinjenici da mogu katalizovati i
hidrolizu i esterifikovanje, Cesto se koriste u reakcijama transesterifikacije. Zbog niza
prednosti koje imaju nad klasicnim katalizatorima lipaze postaju sve pogodnije za
upotrebu u sintezi biodizela. U ovom radu prikazane su karakteristike lipaza koje se
koriste u biotehnologiji, kao i njihova primena u sintezi biodizela.

Enzimski postupak dobijanja biodizela je jednostavniji i
Osnovne prednosti enzimskih u odnosu na hemijske po-
stupke su blagi reakcioni uslovi (temperature od 30 do
60 °C), izdvajanje glicerola bez dodatnog pre¢is¢avanja
i bez stvaranja hemijskog otpada kao i moguénosti li-
paza da esterifikuju slobodne masne kiseline prisutne u
uljima tako da su zahtevi za Cisto¢om polaznih sirovina
znatno blazi. Primenom enzima kao katalizatora u reak-
ciji transesterifikacije ne nastaju sapuni kao sporedni
proizvodi, ¢ime se znacajno olakSavaju postupci precis-
¢avanja i time dobija biodizel boljeg kvaliteta. Tako, ko-
riS¢enjem bio-katalizatora nema potrebe za ispiranjem
proizvoda u zavrsnoj fazi sinteze biodizela i njegovog
preciséavanja, pa se smanjuje koli¢ina otpadne vode ko-
ja predstavlja ozbiljan ekoloski problem (slika 1).

Pored ociglednih prednosti, enzimski postupci jo§
uvek nisu konkurentni hemijskim postupcima. Osnovna
prepreka za uvodjenje enzimskih postupaka proizvodnje
je visoka cena enzima, mala aktivnost i stabilnost u pri-
sustvu polarnih alkohola kao $to su metanol i etanol.
pred navedene prednosti biodizela idu u prilog opre-
deljenju za enzimski postupak.

LIPAZE

Lipaze (triacilglicerolestar hidrolaze, EC 3.1.1.3)
jesu enzimi koji katalizuju hidrolizu karboksilne estar-
ske veze u molekulu triacilglicerola pri ¢emu nastaju
slobodne masne kiseline, di- i monoacilgliceroli i gli-
cerol [22]. lako je njihova prirodna funkcija katalizo-
vanje hidrolize estarske veze, one mogu i da katalizuju
reakciju izmedu hidroksilne grupe alkohola i karbok-
silne grupe karboksilnih kiselina, odnosno esterifikova-
nje [23-25]. Zahvaljujudi ¢injenici da mogu katalizovati
i hidrolizu i esterifikovanje, vrlo ¢esto se koriste u reak-
cijama transesterifikacije [26,27]. Lipaze imaju vaznu
ulogu u metabolizmu lipida zbog cega su veoma ras-
prostranjeni u prirodi. Mogu biti biljnog, Zivotinjskog i
mikrobioloskog porekla. Lipaze se u organizmima ljudi
i zivotinja nalaze u pankreasu, Zelucu i jetri gde uces-
tvuju u hidrolizi triglicerida. Lipaze se nalaze i u bilj-
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Slika 1. Poredenje tehnoloskih postupaka dobijanja biodizela a) bazno b) enzimski katalizovanom transesterifikacijom.
Figure 1. Comparison of biodiesel production processes a) alkali b) enzymatic catalyzed transesterification.

nom svetu, obi¢no u semenju, plodovima i podzemnim
delovima biljaka. Veliki broj mikroorganizama sintetise
lipaze koje su uglavnom ekstracelularni enzimi. Trenut-
no, najveci biotehnoloski znacaj imaju lipaze mikrobio-
loskog porekla, zbog niza prednosti u odnosu na lipaze
animalnog i biljnog porekla [28]. KoriS¢enjem mikrob-
nih lipaza ostvaruju se veci prinosi enzima, moguca je
geneticka manipulacija proizvodnog mikroorganizma,
prinos ne zavisi od potencijalnih sezonskih variranja i
mogu¢ je brz rast mikroorganizma na jeftinim hranlji-
vim podlogama [29]. Lipaze koje se dobijaju iz kvasca i
plesni kao sto su Candida rugosa, Pseudomonas fluo-
rescens, Rhizopus oryzae, Burkholderia cepacia, Asper-
gillus niger, Thermomyces lanuginosa i Rhizomucor mi-
ehei najvise se koriste zbog relativno niske cene i pris-
tupacnosti [1,30].

Specifi¢nost lipaza

Selektivnost je vazna osobina lipaza na kojoj se
zasniva njihova prakti¢na primena jer pravilnim izbo-
rom lipaze moguce je usmereno odvijanje reakcije i do-
bijanje Cistog proizvoda u velikom prinosu. Lipaze ima-
ju vise vrsta specifi¢nosti i to: specificnost u odnosu na
estar, pozicionu specifi¢nost, specifi¢nost u odnosu na
masne kiseline i stereohemijsku specificnost [28].

Specifi¢nost u odnosu na estar podrazumeva razli-
¢itu brzinu hidrolize tri-, di-, monoacilglicerola, estara
holesterola, metil- i drugih estara. U zavisnosti da 1i hid-
rolizuju, samo primarnu ili i sekundarnu vezu u mole-
kulu triacilglicerola, lipaze se dele na poziciono speci-
ficne i1 poziciono nespecifiéne. Poziciono specifi¢ne ili
sn-1,3 specifi¢ne lipaze deluju samo na primarnu estar-
sku vezu u molekulu triacilglicerola i u tu grupu spadaju

lipaze: Mucor miehei, Mucor javanicus, Aspergillus ni-
ger, Rhizopus arrhizus 1 druge. Poziciono nespecificne
lipaze hidrolizuju primarnu i sekundarnu vezu u mole-
kulu triacilglicerola priblizno istom brzinom i u tu grupu
spadaju: Candida rugosa, Chromobactericum viscosum,
Geotrichum candidum i druge. Ipak ova podela je prilic-
no uopstena jer se specificnost lipaza moze kretati od
stroge specificnosti, preko vrlo slabe do potpune nespe-
cifi¢nosti.

Za sintezu estara je od velikog znacaja specifi¢nost
lipaza u odnosu na masne kiseline na koje deluje. Sma-
tra se da duzina lanca masne kiseline najvise utice na br-
zinu reakcije. PoSto fizicko stanje masti jako utiCe na
brzinu hidrolize, treba voditi rac¢una o tome da su triacil-
gliceroli koji se sastoje iz nizih zasicenih ili viSe nezasi-
¢enih masnih kiselina u te¢nom stanju, dok su triacil-
gliceroli visih zasi¢enih masnih kiselina na uobicajenim
temperaturama ispitivanja (3040 °C) u ¢vrstom stanju.
U zavisnosti od porekla (biljne, Zivotinjske i mikrobne)
lipaze pokazuju razli¢itu specifi¢nost prema masnim ki-
selinama. Tako pankreasna lipaza znatno brze hidroli-
zuje masne kiseline sa manjim brojem ugljenikovih ato-
ma, kao i lipaza iz Mucor miehei, dok sa druge strane
lipaza iz Rhizopus arrhizus pokazuje neznatno veci afi-
nitet prema masnim kiselinama sa ve¢im brojem uglje-
nikovih atoma [31,32].

Opticka ili stereohemijska specifi¢nost se ogleda u
tome da enzim deluje samo na jedan od dva moguca ste-
reohemijska oblika supstrata. Ovu vrstu specificnosti
pokazuju lipaze iz Candida rugosa, Pseudomonas aeru-
ginosa i pankreasna lipaza [33,34]. Na ovoj osobini za-
sniva se njihova primena za razdvajanje racemskih sme-
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$a radi dobijanja fizioloski aktivnih jedinjenja, finih he-
mikalija i farmaceutika [30].

Struktura i mehanizam delovanja lipaza

Razvojem savremenih fizicko-hemijskih metoda
odredena je struktura vecina lipaza i struktura samog ak-
tivnog centra enzima. Primarna struktura lipaza je odre-
dena sekvencionom analizom samog proteina ili odgo-
varajué¢eg gena. Broj aminokiselinskih ostataka u mole-
kulu lipaze varira u vrlo Sirokom opsegu, izmedu 270 i
640 [35]. Razvoj metoda rendgenske kristalografije je
omogucio odredivanje sekundarne i tercijarne strukture
proteina, tako da je tokom prve polovine devedesetih
godina proslog veka doslo do potpunog rasvetljavanja
konformacije nekoliko desetina lipaza razli¢itog porekla
[34]. Pokazalo se da se aktivni centar enzima nalazi u
unutra$njosti molekula i da je zaklonjen peptidnim lan-
cem. Iz do sada poznatih struktura proizilazi da aktivni
centar veéine lipaza Cine ostaci tri amino kiseline: seri-
na, asparagina ili glutamina, i histidina [28]. Za ostatke
histidina su vodoni¢nim vezama vezani ostaci serina i
ostaci karboksilne grupe neke od kiselina glutamina ili
asparagina. Takav prostorni raspored omogucava ostaci-
ma serina da napadnu karbonilnu grupu molekula sup-
strata. Polozaj u primarnoj strukturi ova tri aminokise-
linska ostatka u lipazama razli¢itog porekla drasti¢no se
razlikuje, ali zahvaljujuci razli¢itim konformacijama oni
se nalaze na povoljnom rastojanju za formiranje aktiv-
nog centra [36].

Reakcije katalizovane lipazama se odvijaju u dve
etape. U prvoj fazi serin napada karbonilnu grupu sup-
strata i formira se aciloenzimski kompleks usled ¢ega se
oslobada molekul alkohola. U drugoj fazi, usled napada
nukleofilne grupe, dolazi do hidrolize kompleksa. U vo-
denim rastvorima nukleofilna grupa je hidroksilna grupa
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Slika 2. Mehanizam reakcije katalizovane lipazama.
Figure 2. Lipase catalyzed synthesis.

iz molekula vode, pa kao proizvod nastaje masna kise-
lina.

Reakcioni sistem za delovanje lipaza je dvofazni
sistem koji se sastoji iz supstrata nerastvornog u vodi i
vode. Lipaze imaju karakteristiCan mehanizam delova-
nja jer su aktivne na granici faza ulje-voda. Naime, ak-
tivni centar lipaze se nalazi u unutra$njosti molekula,
zaklonjen peptidnim vezama. Takav polozaj onemogu-
¢ava molekulu supstrata, da se veze za enzim §to dovodi
do toga da su lipaze uglavnom neaktivne u vodenim ras-
tvorima (slika 2). Medutim, kada se lipaza adsorbuje na
grani¢noj povrsini izmedu vodene i nepolarne faze, do-
lazi do promene prostornog rasporeda molekula zbog
pomeranja hidrofobnih delova peptidnog lanca ka nepo-
larnoj fazi. Molekul lipaze zauzima tzv. ,,otvorenu kon-
formaciju® pri kojoj je aktivni centar dostupan moleku-
lima supstrata i omogucava se stvaranje kompleksa en-
zim—supstrat (slika 3).

Primena lipaza

Prednost primene lipaza kao katalizatora u velikom
broju reakcija su blagi reakcioni uslovi, usmerenost re-
akcije, znatno manji utroSak energije i dobijanje proiz-
voda boljeg kvaliteta sa ve¢im prinosom uz znatno ma-
nje zagadivanje zivotne sredine. Takode, proizvodi do-
bijeni enzimskim putem su ¢istiji, sa manje primesa, §to
je veoma vazno u kasnijim fazama precéis§éavanja poseb-
no u prehrambrenoj i farmaceutskoj industriji. Proizvodi
se smatraju prirodnim i ekoloskim ukoliko se u njihovoj
proizvodnji dodaju aditivi dobijeni enzimskim putem.

U ukupnoj svetskoj proizvodnji enzima lipaze su
na tre¢em mestu, iza proteaza i enzima koji katalizuju
hidrolizu ugljenih hidrata [37]. Upotreba lipaza moze da
se podeli u dve kategorije: kao katalizator u industrijs-
koj proizvodnji i kao sastojak proizvoda. Razvijene gra-
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Slika 1. Poredenje tehnoloskih postupaka dobijanja biodizela a) bazno b) enzimski katalizovanom transesterifikacijom.
Figure 1. Comparison of biodiesel production processes a) alkali b) enzymatic catalyzed transesterification.

ne industrije u kojima lipaze imaju znacajnu ulogu su
industrija masti i ulja, prehrambena industrija (modifi-
kovanje arome pojedinih namirnica), kozarska industrija
(odmasé¢ivanje koze), kozmeticka industrija, mle¢na in-
dustrija (hidroliza mle¢ne masti) [38,39]. Zahvaljujuéi
stereoselektivnom dejstvu lipaza, i njihovoj moguénosti
da razdvajaju racemske smeSe optickih izomera sve vise
se upotrebljavaju u farmaceutskoj industriji, industriji
pesticida i herbicida [30,32]. Najveci komercijalni zna-
¢aj lipaze imaju u industriji detergenata, gde predstav-
ljaju sastojak industrijskog proizvoda, a ne katalizator u
procesu proizvodnje. One se dodaju u detergente da bi
uklonile masne mrlje tako Sto ih razlazu na hidrofilnija
jedinjenja — diacilglicerole, monoglicerole, masne kise-
line i glicerol.

Lipaze u proizvodnji biodizela

Veliki broj razli¢itih faktora utice na enzimski ka-
talizovanu sintezu biodizela: osnovna svojstva ulja i ko-
licina upotrebljenog alkohola u sintezi, prisustvo or-
ganskog rastvaraca, prisustvo vode u reakcionoj smesi,
temperatura reakcije, kao i tip i vrsta lipaze.

Za sintezu biodizela se kao polazne sirovine mogu
koristiti biljna ulja razli¢itog porekla: suncokretovo ulje
[40,41], sojino ulje [42,43], palmino ulje [44], ulje iz
uljane repice [45] i Jatropha ulje [46]. S obzirom na to
da je cena jestivog ulja veoma visoka tezi se koris¢enju
otpadnog i koriS¢enog ulja kao polazne sirovine jer na
taj nacin i cena finalnog proizvoda postaje pristupacnija
[47—49]. Chen i saradnici su koriste¢i imobilisanu li-
pazu, razvili sistem enzimske transesterifikacije korisce-
nog ulja u reaktoru sa pakovanim slojem. Sintetizovan
je biodizel ¢ije su hemijske i fizicke karakteristike su-
periornije u odnosu na standarde za dizel i biodizel
(GB/T 19147, DIN V51606 i ASTM D-6751) [50]. Ulje
iz uljane repice (Canola ulja) zbog visokog sadrzaja mo-
nonezasi¢enih masnih kiselina i niskog sadrzaja

zasicenih i polinezasi¢enih masnih kiselina, predstavlja
idealnu sirovinu za proizvodnju biodizela [51]. To je
najcesc¢a sirovina za proizvodnju biodizela u Evropi [52].

Danas su razvijeni efektivni postupci sinteze biodi-
zela, koriste¢i slobodno supendovane ili imobilisane li-
paze, u sistemima sa ili bez organskog rastvaraca. U do-
sadasnjim istrazivanjima koriS¢ene su intra- i ekstrace-
lijske lipaze koju produkuju razli¢iti mikroorganizmi
kao $to su Mucor miehei, Rhizopus oryzae, Candida an-
tarctica, Thermomyces lanuginous, Pseudomonas fluo-
rescens, Pseudomonas alcaligenes, Pseudomonas men-
docina 1 Pseudomonas cepacia [18,53-55]. Istrazivanja
su pokazala da su imobilisani enzimi aktivniji i stabilniji
u odnosu na slobodno suspendovane [56]. Imobilizacija
se zasniva na vezivanju enzima na nerastvorni ¢vrsti no-
sa¢. Imobilizacijom enzima se produzava njihov radni
vek jer se nakon zavrSene reakcije imobilisani enzimi
mogu odvojiti dekantacijom ili filtracijom i ponovo ko-
ristiti u slede¢em ciklusu. Imoblilzacija je omogucila i
razvoj kontinualnih sistema sinteze biodizela (reaktori
sa pakovanim slojem), a samim tim i sniZzavanje cene
proizvodnog postupka [57]. Metode za imobilizaciju su
razne ali se mogu podeliti u tri grupe: metoda adsorpcije
na ¢vrstom nosacu, inkluzija ili enkapsulacija i kovalen-
tna imobilizacija. Izbor metode imobilisanja, kao i ma-
terijala, koji ¢e se koristiti kao nosac, zavisi od karakte-
ristika koje su vazne u zeljenom idustrijskom postupku
[58,59].

U reakciji transesterifikacije se mogu koristiti alko-
holi kra¢eg (metanol, etanol) i duzeg lanca (propanol,
butanol, pentanol) kao i alkoholi razgranatog lanca (2-
-propanol, isoamil-alkohol) [2,54]. Povecanje broja ug-
ljenika u lancu alkohola povecava cetanski broj, odnos-
no povecava se toplotna mo¢ proizvedenog biodizela.
Estri masnih kiselina razgranatih alkohola mogu se ko-
ristiti kao aditivi za goriva po$to snizavaju temperaturu
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magljenja i temperaturu tecenja [60,61]. Medutim, iako
estri viSih alkohola imaju bolja niskotemperaturna svoj-
stva, vi$a cena i sloZeniji proces proizvodnje ih ¢ini ne-
kompetitivnim za industrijsku proizvodnju biodizela.
Najcesce koriscen alkohol za transesterifikaciju je meta-
nol [54]. Prednost metanola u odnosu na vise alkohole
je pre svega niska cena kao i moguénost dobijanja meta-
nola u bezvodnom obliku ¢ime se sprecava uvodenje
vode u proces. Takode, stvoreni metil estri masnih kise-
lina (MEMK) imaju povoljnija svojstva u pogledu ne-
mesljivosti sa glicerolom ¢ime se olakSava preciséa-
vanje finalnog proizvoda.

Temperatura je veoma bitan faktor u enzimski ka-
talizovanim reakcijama. Temperaturni optimum, pre
svega, zavisi od vrste lipaze. Tako je optimalna tempe-
ratura u reakciji metanolize suncokretovog ulja lipazom
iz T. lanuginosa 50 °C, a lipazom iz R. miehei 40 °C
[62]. U principu, na pocetku enzimska reakcija se sa po-
viSenjem temperature ubrzava. Zatim se dostize maksi-
mum dejstva enzima, a pri daljem poviSenju tempera-
ture, njegova kataliticka mo¢ se naglo smanjuje zbog
denaturacije enzima toplotom. IstraZivanja su pokazala
da se imobilizacijom povecava otpornost enzima na
temperaturne promene [63]. Temperaturni optimum
imobilisanih lipaza mogu biti pomereni ka vis§im tempe-
raturama u odnosu na temperaturne optimume slobodnih
enzima.

Jedan od kljucnih faktora za sintezu estara je i sa-
drzaj vode u sistemu [64]. Odredena mala koncentracija
vode u reakcionom sistemu je neophodna zbog odrza-
vanja trodimenzionalne strukture enzima. Sa druge stra-
ne, povecana koncentracija vode u sistemu pomera rav-
notezu povratne reakcije u pravcu reakcije hidrolize.
Ukoliko je sadrzaj vode u sistemu veéi od optimalnog
za datu reakciju, brzina transesterifikacije ¢e biti mnogo
manja od povratne reakcije hidrolize estara [65]. Oci-
gledno je da treba voditi racuna o sadrzaju vode u sis-
temu i1 eksperimentalno odrediti optimalnu koncentra-
ciju u svakom pojedinatnom sluc¢aju. Mnoga istrazi-
vanja su pokazala da je enzimsko dobijanje biodizela
pomocu imobilisanih lipaza moguce i bez prisustva vo-
de. Tako imobilisana lipaza iz C.antarctica (CAL-B) za-
hteva manju hidrataciju. Tamalampudi i saradnici su ko-
ristedi istu lipazu zakljucili da sa porastom koli¢ine vo-
de u sistemu opada prinos biodizela, a da bi najveci pri-
nos od 75% bio ostvaren u sistemu bez dodate vode [66].

Prvu enzimsku reakciju s ciljem dobijanja biodi-
zela izveo je Nelson [67]. U reakciji je upotrebio imobi-
lisanu lipazu iz Rizomuchor miehei, u prisustvu organs-
kog rastvaraca n-heksana. Postignuta je 95% konverzija
ulja u metil (etil) estre. Stepen konverzije triglicerida
zavisi 1 od tipa organskog rastvaraca koji je prisutan u
toku enzimske reakcije. Imobilisane lipaze pokazale su
visok stepen efikasnosti u prisustvu nepolarnih rastva-
raca [62]. Polarni rastvaraci nisu pogodni za biokata-

liticke procese posto polarni molekul rastvaraca naru-
Sava mikrovodeni sloj enzima i na taj nacin utie na
nativnu strukturu enzima, dovodeci do denaturacije. Nie
i saradnici su pokazali da se najbolji prinosi, kada je
kori§¢ena lipaza iz Candida antarctica imobilisana na
akrilnoj smoli, ostvaruju kada se kao rastvarac¢ koristi n-
-heksan, dok su najmanji prinosi ostvareni u sistemu sa
polarnim rastvaracima, kao §to je aceton [68]. Visoki
prinosi su ostvareni i u reakciji transesterifikacije sa
imobilisanom lipazom iz Pseudomonas fluorescens, pri
¢emu se kao rastvara¢ koristio 1,4-dioksan [69]. Li i sa-
radnici su kao rastvarac korisitli ferz-butanol u reakciji
transesterifikacije ulja iz uljane repice. Koriste¢i Lipo-
zyme T1 LM (lipaza iz Thermomyces lanuginosus imo-
bilisan na silika gelu) i Novozyme 435 (lipaza iz Can-
dida antarctica imobilisana na akrilnoj smoli) kao kata-
lizatore pod optimalnim uslovima reakcije su ostvarili
prinos od 95% [70]. Tert-butanol je kao rastvara¢ ko-
riS¢en u enzimskoj produkciji biodizela iz pamucnog
ulja sa lipazom iz C.antarctica i to u Sarznom i reaktoru
sa pakovanim slojem [71]. U oba slucaja ostvaren je pri-
nos od preko 90%.

Sa ekonomske tacke gledista, upotreba organskih
rastvaraca je nepovoljna zbog neophodnosti njihovog
uklanjanja iz finalnog proizvoda ¢ime se dodatno pove-
¢avaju troskovi proizvodnje. Najveci problem imple-
mentiranja lipaza u sintezi biodizela u sistemu bez or-
ganskog rastvaraca je relativno slaba aktivnost enzima u
prisustvu viska alkohola. Da bi se smanjila difuziona
ograniCenja i povecala brzina reakcije potrebno je do-
dati alkohol u visku u odnosu na stehiometrijski po-
trebnu koli¢inu (3:1) [72]. Pokazano je u literaturi da se
veliki broj lipaza inaktivira pri koncentracijama meta-
nola koje su vece za 33—50% od stehiometrijski potreb-
ne koli¢ine za reakciju transesterifkacije [67,71,73]. Da
bi se ostvarili §to bolji prinosi biodizela, potrebno je
znati optimalni odnos metanol/ulje za razliite vrste li-
paza jer pri ve¢em molarnom odnosu od optimalnog do-
lazi do smanjenja prinosa biodizela. Naime, u tipicnoj
reakciji metanolize, usled slabe rastvorljivosti metanola
u ulju, reakciona smesa se sastoji od dve faze. U kon-
taktu lipaza sa nerastvornim kapljicama alkohola, koji
postoje u ulju, alkohol se adsorbuje na imobilisan en-
zim, blokira pristup triglicerida, zbog Cega se smanjuje
aktivnost enzima, dolazi do njegove inaktivacije i sma-
njenja prinosa MEMK. Da bi se minimizirala inaktiva-
cija enzima, u sistemu bez organskog rastvaraca, raz-
vijen je postupak postepenog dodavanja metanola u
toku reakcije u skladu sa dinamikom njegove potrosnje
tako da se odrzava njegova koncentracija na odredenom
nivou pri kojoj je smanjena inhibicija enzima. Ispitiva-
nja su pokazala da je trostepenim dodavanjem metanola
u reakciji sa lipazom iz C. antarctica nakon 48 sati os-
tvaren prinos od 98% [74]. I druga istrazivanja su poka-
zala da je viSestepeni sistem dodavanja metanola supe-
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riorniji u odnosu na jednostepeni [20,75]. Grupa istrazi-
vaca je izvela metanolizu biljnih ulja imobilisanom lipa-
zom iz C. antarctica u $arznim uslovima sa dvostepe-
nim [76] i trostepenim [77] dodavanjem metanola (od-
nosno po 505 ili 33% od stehiometrijski potrebne koli-
¢ine), pri ¢emu je ostvaren prinos od 95%, odnosno 98.4%.

Drugi pristup poboljsavanja performansi lipaza u
sistemu bez organskog rastvaraca, kada se kao reaktanti
koriste izrazito polarna jedinjenja (metanol), jeste rege-
neracija biokatalizatora ispiranjem sa C3-C5 alkoho-
lima. Lipaza iz C. antarctica, dekativirana viskom meta-
nola u reakciji transesterifikacije, je povratila 56%, od-
nosno 75% svoje prvobitne aktivnosti nakon ispiranja sa
2-butanolom, odnosno tert-butanolom [78]. Samukawa i
saradnici su pokazali da se metanoliza znatno brze odi-
gravala kada se enzim Novozyme 435 pre reakcije in-
kubira u metil oleatu 30 min, a zatim u sojinom ulju 12
sati [79].

Jedno od osnovnih pitanja je kako uticati na en-
zimski katalizovane reakcije transesterifikacije da bi one
jednog dana postale industrijski prihvatljiv proces dobi-
janja biodizela. Zbog toga neophodno je sprecavati in-
aktivaciju enzima viskom metanola. Do sada razvijen
pristup, postepeno dodavanje metanola u reakcionu sme-
$u, u skladu je sa dinamikom potros$nje metanola. Druga
mogucénost je kori$¢enje drugih acil akceptora koji ne-
maju negativno dejstvo na enzim kao alkoholi kratkog
lanca. Kao pogodan nukleofil u reakciji transesterifi-
kacije su se pokazali metil- i etil-acetat [18,61,80]. Pri-
menom ovih acil akceptora, za razliku od alkohola,
omogucen je jednostepeni postupak sinteze biodizela i
time znatno smanjeno vreme trajanja reakcije i njena
kompleksnost. Takode, primenom metil-acetata pove-
¢ava se stabilnost biokatalizatora §to omogucava nje-
govu visekratnu upotrebu. Naime, u reakciji sa metil-
-acetatom kao nusprodukt se ne stvara glicerol vec tri-
acetilglicerol koji nema negativan efekat na stabilnost
lipaze [81,82]. Du i saradnici su dokazali da upotrebom
metil-acetata kao akceptora nema gubitka aktivnosti li-
paze i nakon stotog ciklusa reakcije [81].

Sledeci korak je snizenje cena lipaza $to se moze
posti¢i na nekoliko nacina. Primarno je kori§¢enje imo-
bilisanih lipaza ¢ime se omogucéava njihova visestruka
primena u $arznim i kontinualnim procesima. Radi se i
na razvijanju postupaka kori$¢enja celih mikrobnih ce-
lija kao izvora lipaza umesto slobodnog enzima, ¢ime se
smanjuje cena proizvoda jer se olakSava separacija bio-
katalizatora [66,83]. Analiza je usmerena i ka razvoju
takvih vrsta lipaza koje su otporne na metanol prisutan u
visku. U reakcionoj smesi sa 10% metanola u odnosu na
ulje, u jednostepenom postupku transesterifikacije, nije
ostvaren prinos MEMK kada se koristila lipaza Novo-
zym 435 dok je lipaza iz Photobacterium lipolyticum
dala prinos MEMK od 70% u odnosu na teorijski [84].

ZAKLJUCAK

Lipaze dobijaju sve veéi znacaj u brojnim bioteh-
noloskim procesima. Zahvaljujuci sposobnosti da katali-
zuju reakciju transesterifikacije nasle su primenu u sin-
tezi biodizela. Pomocu lipaza mogucée je ostvariti visoke
prinose biodizela u energetski manje zahtevnim siste-
mima u odnosu na hemijski katalizovane procese. Kao
biokatalizatori mogu se koristiti slobodne ili imobilisane
lipaze. Prednost imaju imobilisani sistemi jer se na taj
naCin dobija stabilan biokatalizator koji se moze ko-
ristiti vise puta u ponovljenim ciklusima §to znacajno
smanjuje potro$nju emzima i troSkove proizvodnog pos-
tupka. Lipaze jo§ uvek nisu dobile industrijsku primenu
u sintezi biodizela prevashodno zbog visoke cene en-
zima. Ipak, enzimski postupak je bolji sa ekoloskog as-
pekta jer stvara znatno manje hemijskog otpada i ubraja
se u tzv. ,,zelene postupke™ sinteze biodizela, koje ¢e u
buduc¢nosti imati sve veci znacaj i primenu.
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LIPASES AS BIOCATALYSTS FOR BIODIESEL PRODUCTION

Nevena D. Ognjanovi¢, Slobodan D. Petrovi¢, Dejan 1. Bezbradica, Zorica D. Knezevi¢-Jugovi¢

Faculty of Technology and Metallurgy, University of Belgrade, Karnegijeva 4, Belgrade, Serbia

(Review paper)

Lipases can be used for a variety of biotechnological applications:
synthesis of fine chemicals, therapeutics, agrochemicals, cosmetics, fla-
vors, biopolymers and biodiesel. Biodiesel is an alternative fuel for diesel
engines that is environmentally acceptable. Conventionally, biodiesel is
produced by transesterification of triglycerides and short chain alcohols in
the presence of an acid or an alkaline catalyst. There are several problems
associated with this kind of production that can be resolved by using lipase
as the biocatalyst. The usage of lipases has several advantages over the
conventional chemical methods. It is considered as less energy intensive
and environmentally friendly. However, there are two main obstacles asso-
ciated with the effective utilization of lipases in the production of bio-
diesel. The main one is the cost of the enzyme and its poor stability in the
presence of excess alcohol. Several strategies are proposed to overcome
these drawbacks: immobilization of lipases, stepwise addition of alcohol,
and the usage of novel acyl acceptors and the usage of whole cell bioca-

talysts.

Kljuéne reci: Lipaze e Biodizel e
Transesterifikacija e Estri

Key words: Lipases e Biodiesel e
Transesterification e Esters
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