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Posljednjih nekoliko desetljeda razvija se ljudska svijest o zaštiti okoliša. Smanjenje 

resursa nafte dovodi populaciju do potražnje alternativnih izvora energije, posebno goriva 

koja de zamijeniti konvencionalna kao što je to dizel. Alternativna goriva mogu biti iz 

različitih krutih, tekudih ili plinovitih bioloških izvora, kao jedno takvo je i biodizel. To je 

tekude organsko, neotrovno i biorazgradivo gorivo koje se proizvodi iz bioloških izvora biljnih 

ulja, životinjske masti, otpadnog ulja ili algi. Ovakvo gorivo je ekološki prihvatljivo jer su 

emisije ugljikovog dioksida onolike koliko kultura za proizvodnju biodizela apsorbira iz 

atmosfere, ne dolazi do stvaranja sumporovog dioksida prilikom sagorijevanja goriva te su 

smanjene emisije drugih štetnih tvari kao što je toluol, čađ i ugljikov monoksid. 

 Proizvodnja biodizela može se provesti trima postupcima, transesterifikacijom, 

pirolizom i mikroemulzifikacijom. Transesterifikacija je najkorištenija metoda u kojoj 

sudjeluje triglicerol i alkohol u prisutnosti katalizatora, kemijskog ili enzimskog, pri čemu 

nastaju alkil esteri (biodizel) i glicerol. 

Ovisno o vrsti primijenjenog katalizatora, postoje dva tipa proizvodnje biodizela, 

enzimski i kemijski postupak. U industriji se uglavnom koristi kemijski postupak u kojem se 

upotrebljavaju lužine i kiseline kao katalizator. Uglavnom su to natrijeva i kalijeva lužina jer 

se dobiju visoki prinosi estera kao krajnjeg proizvoda. Međutim, najvedi nedostatak kemijske 

proizvodnje je nastanak sapuna, kao jednog od proizvoda, te se time otežava separacija 

proizvoda, smanjuje se prinos i čistoda estera. Ovi nedostaci mogu se izbjedi korištenjem 

enzima kao katalizatora u proizvodnji biodizela.  

Enzimska proizvodnja biodizela je jednostavniji postupak proizvodnje alkil estera 

visoke čistode. Transesterifikacija enzimom kao biokatalizatorom odvija se pri blagim 

reakcijskim uvjetima, pri čemu ne nastaju nusproizvodi kao što su sapuni ili kemijski otpad. 

Kinetika odvijanja enzimskog procesa ovisi o brojnim faktorima: o vrsti i obliku enzima 

(slobodnog ili imobiliziranog), temperaturi procesa, tipu alkohola, molnim odnosima 

alkohola i ulja, prisutnosti organskog otapala, udjelu vode i prisutnosti glicerola. U teorijskom 

dijelu ovoga rada opisan je svaki od navedenih faktora enzimske proizvodnje biodizela. 

Katalizatori koji se koriste u reakcijama transesterifikacije su lipaze porijeklom iz 

različitih izvora, životinjskih, biljnih ili mikrobnih. Mikrobne lipaze imaju niz prednosti nad 

ostalim izvorima lipaza, te se najčešde koriste u reakcijama transesterifikacije, bududi se 
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mogu izolirati iz brojnih mikroorganizama, a uporaba lipaza može biti u imobiliziranom ili 

slobodnom obliku. 

Lipaza iz Thermomyces lanuginosus je jedna od mikrobnih lipaza, gljivičnog porijekla, 

koja je u ovom radu korištena u slobodnom obliku za sintezu biodizela. Prije postupka 

sinteze, provedeno je mjerenje volumne aktivnosti u ovisnosti o temperaturi i koncentraciji 

enzima u tri različita otapala, procijenjeni su kinetički parametri nelinearnom regresijom 

pomodu programskog paketa Scientist. 

Postupak sinteze biodizela proveden je u kotlastom reaktoru,  jednostupanjskom i 

četverostupanjskom reakcijom transesterifikacije jestivog suncokretovog ulja s metanolom i 

enzimom lipazom iz Thermomyces lanuginosus pri tri različite temperature (T = 40, 50 i 60 

°C). Dobiveni rezultati uspoređeni su s literaturnim podacima. 
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Posljednjih godina značajno se razvija potražnja za alternativnim izvorima energije, 

posebno za gorivima koja mogu zamijeniti konvencionalna kao što su to ona za dizel motore, 

bududi da se smanjuju rezerve nafte u svijetu te raste globalna svijest o zaštiti okoliša. Jedno 

od takvih alternativnih goriva je biodizel koji se smatra ekološki prihvatljivim jer ne zagađuje 

životnu sredinu. 

Biodizel je tekude organsko, neotrovno i biorazgradivo gorivo proizvedeno iz bioloških 

izvora masti i ulja, najčešde poljoprivrednih kultura ili otpadnog ulja pa su emisije ugljikovog 

dioksida onolike koliko kultura apsorbira iz atmosfere (Stamenkovid i sur., 2005.; Kiš i sur., 

2005.). Ovakvo gorivo je netoksično jer prilikom sagorijevanja ne dolazi do stvaranja 

sumporovog dioksida, bududi da u svom sastavu ne sadrži spojeve sa sumporom. Nadalje, 

smanjena je emisija drugih štetnih tvari kao što su čađ i toluol te ugljikovog monoksida do 48 

% u odnosu na konvencionalna goriva (Ognjanovid i sur., 2010.; Drapcho i sur., 2008.). 

Biodizel se može proizvesti transesterifikacijom, pirolizom (kreking) te 

mikoremulzifikacijom. Piroliza ili kreking je postupak konverzije organske tvari u drugu 

organsku tvar primjenom topline. Pirolizirani materijali mogu biti biljna ulja, životinjske 

masti, prirodne masne kiseline ili metil esteri masnih kiselina. Mikroemulzifikacija je 

postupak dobivanja emulzija koje su čisti, stabilni izotropni fluidi s tri komponente (uljna 

faza, vodena faza i površinski aktivna tvar) (Abbaszaadeh i sur., 2012.; Balat, Balat , 2010.). 

Transesterifikacija alkoholom je najčešde korištena metoda dobivanja biodizela, kao 

glavnog proizvoda, i glicerola. Postupak se sastoji od tri reverzibilne reakcije kod kojih se iz 

triglicerola viših masnih kiselina s alkoholom u prisutnosti katalizatora dobije smjesa 

alkilestera (biodizel) (Ranganathan i sur., 2007.; Abbaszaadeh i sur., 2012.). U reakciji (Slika 

1.) jedne molekule triacilglicerola s tri mola alkohola nastaju diacilglicerol i monoacilglicerol 

koji se dalje razlažu sve do glicerola. U svakom stupnju nastaje po jedan metil ester s 

različitom funkcionalnom skupinom, ta smjesa metil estera naziva se biodizel. Kao supstrati 

najčešde se upotrebljavaju suncokretovo, sojino ili repičino ulje, a od alkohola se najčešde 

koriste metanol i etanol. U svrhu ubrzanja kemijske reakcije, u kemijskom procesu 

proizvodnje koriste se kiseline ili lužine kao katalizatori, a enzimski proces kataliziran je 

enzimima, odnosno biokatalizatorima (Christopher i sur., 2014., Stamenkovid i sur., 2005.; 

Fernandez-Laufente, 2009.). 
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Slika 1. Reakcija transesterifikacije 

 

2.1.  Industrijska proizvodnja biodizela 

U industrijskom mjerilu proces proizvodnje najčešde se odnosi na transesterifikaciju 

triglicerola kemijskim katalizatorima (najčešde natrijeva i kalijeva lužina, sumporna kiselina te 

natrijev metoksid) s metanolom (Pandey i sur., 2011.; Drapcho i sur., 2008.). 

Transesterifikacija ulja ili masti lužinama ima vedi prinos (94-99 % natrijevim i kalijevim 

lužinama) te nižu proizvodnu cijenu u odnosu na reakciju kataliziranu kiselinama, zbog čega 

se lužine češde koriste u industrijskoj proizvodnji biodizela (Ranganathan i sur., 2007.). 

Omjer metanola i ulja u ovakvom procesu je 6:1, negdje čak i vedi u korist alkohola, 

jer alkohol povedava prinos proizvoda (Christopher i sur., 2014.). Ovakav način proizvodnje 

ima određene nedostatke kao što je vedi energetski utrošak, potreba za neutralizacijom 

katalizatora, otežano izdvajanje glicerola iz reakcijske smjese te stvaranje nusproizvoda 

(sapuna) koji na kraju otežavaju postupak separacije proizvoda, što za posljedicu ima 

nastajanje velikih količina otpadne vode koju je naknadno potrebno zbrinuti (Ognjanovid i 

sur., 2010.). 

Nastanak sapuna može stvoriti i emulzije pri čemu se smanjuje prinos i čistoda estera. 

Da bi se spriječila saponifikacija, potrebno je provesti predobradu slobodnih masnih kiselina 

u metilestere, pri čemu se dodaje sumporna kiselina pri visokim temperaturama 

(Christopher i sur., 2014.). 

 Navedeni nedostaci kemijske proizvodnje biodizela mogu se zaobidi korištenjem 

heterogenih katalizatora (hidroksida i oksida zemno-alkalijskih metala), transesterifikacijom 
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u superkritičnim uvjetima ili primjenom enzima kao biokatalizatora (Stamenkovid i sur., 

2005., Bradid i sur., 2010.). 

 

2.2. Enzimska proizvodnja biodizela 

Enzimska transesterifikacija je jednostavniji postupak od kemijske, pri čemu se dobije 

proizvod visoke čistode pa se smanjuju troškovi faze pročišdavanja proizvoda, reakcija se 

odvija pri blagim reakcijskim uvjetima (temperatura od 30 do 60 °C), ne nastaje kemijski 

otpad niti sapuni kao nusprodukti. Ovakav način proizvodnje još nije naišao na industrijsku 

primjenu zbog mogude inhibicije enzima metanolom, gubitka aktivnosti te visoke cijene 

enzima (Ranganathan i sur., 2007.). 

Kinetika odvijanja enzimskog procesa uvjetovana je različitim faktorima: uporabom 

slobodnog ili imobiliziranog enzima, vrstom i oblikom enzima, temperaturom procesa, 

molnim odnosom alkohola i ulja, prisutnošdu organskog otapala i vrsti samog otapala, 

sadržajem vode u uljima te prisutnošdu glicerola (Stamenkovid i sur., 2005.; Surinenaite i 

sur., 2009.). 

Supstrati za enzimsku proizvodnju biodizela 

Izbor sirovine ovisi o kinetici procesa te fizikalnim i kemijskim karakteristikama 

jestivih ili otpadnih ulja i masti. 

Izvori triglicerola su: suncokretovo, sojino, repičino, palmino ulje, ulje iz sjemenki 

kikirikija, duhana, pamuka, Jatropha ulje, otpadno ulje, životinjski loj, salo, riblje ulje te alge. 

Najznačajnija sirovina za proizvodnju biodizela je upravo uljana repica zbog visokog sadržaja 

ulja (42 - 46 %) i bjelančevina (preko 20 %) (Kiš i sur., 2005.). 

Prilikom odabira sirovine, cijena predstavlja ograničavajudi faktor, ali uporaba 

otpadnog ulja ili životinjske masti mogu riješiti taj problem. Osim niske cijene, alternativne 

sirovine jestivim uljima imaju manje proizvodne zahtjeve, lako su dostupne, postoje 

određeni nedostaci kao što su niži prinos i manja kvaliteta proizvoda. Životinjske masti 

povedavaju klizavost prilikom rada motora, stvara se zaštitni sloj pa se sprječavaju gubici od 

habanja pri radu motora. 
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Kvaliteta biodizela vezana je uz sadržaj masnih kiselina u sirovini (ulju ili masti). Niski 

cetanski broj goriva ukazuje na prisutnost nezasidenih masnih kiselina, linolne (C18:2) i 

linolenska (C18:3), tipično nađene u sojinom ulju, a viši cetanski broj na zasidene masne 

kiseline kao palmitinska (C16:0) i stearinska (C18:0), prisutne u palminom ulju. Cetanski broj 

je mjera zapaljivosti goriva pri kompresiji, odgovara postotnom udjelu cetana u smjesi s α-

naftalenom. Cetan je ugljikovodik lako zapaljiv pri kompresiji te je njegov broj 100 

(Christopher i sur., 2014.).  

Acil akceptori 

Prinos biodizela povedava se povedanjem koncentracije alkohola do određene 

koncentracije, ovisno o reakcijskim uvjetima, tipu reakcije, biokatalizatoru, temperaturi, 

intenzitetu miješanja, vlažnosti i udjelu slobodnih masnih kiselina u supstratu te modelu 

bioreaktora. 

Proizvodnja biodizela zahtjeva uporabu jeftinih i lako dostupnih acilnih akceptora 

(alkohola) kao što su metanol ili etanol. Za proizvodnju biodizela, uz dva navedena, mogu se 

koristiti: propanol, butanol i amilni alkohol (Pandey i sur., 2011.). Povedanjem broja 

ugljikovih atoma, povedava se i cetanski broj, tj. toplinska mod proizvedenog biodizela, 

međutim, vrijedi da lipaze mogu efikasno katalizirati reakcije ukoliko su supstrati (ulje i 

alkohol) topljivi jedan u drugom. Alkoholi koji imaju manje od tri ugljikova atoma su polarni, 

nisu ili su vrlo malo topljivi u uljima, dok su oni s vedim ugljikovodičnim lancem topljivi u 

uljima. Zbog toga se često prilikom uporabe metanola ili etanola koriste organska otapala 

koja pospješuju ovakve vrste reakcija. Organska se otapala u industrijskoj proizvodnji ne 

preporučuju, bududi da njihovom uporabom rastu troškovi procesa jer ih je potrebno 

izdvojiti nakon proizvodnje.  

U slučaju bez otapala reakcije transesterifikacije mogu biti poboljšane dodavanjem 

površinski aktivnih tvari, kao što je Tween-40, Tween-80 ili Triton X-100, koji stabiliziraju 

enzim.  

Ukoliko se ne koriste otapala u procesu proizvodnje, prinos se može povedati 

imobilizacijom enzima, kao takve lipaze mogu se koristiti one izolirane iz Thermomyces 

lanuginosus, Candida antarctica, Mucor miehei, Rhizomucor miehei, Rhizopus oryzae, 
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Pseudomonas cepacia i drugih, imobilizirane najčešde na čvrstom nosaču ili nekom drugom 

tehnikom.   

Za vedinu reakcija transesterifikacija, kao alkohol se koristi metanol zbog niske cijene i 

visokog prinosa, a dobiveni metil esteri viših masnih kiselina lakše se odvajaju od glicerola s 

kojim se slabo miješaju. Metanol je toksičan, u slučaju gutanja i smrtonosan, te izaziva 

sljepodu pa se ne smatra ekološki prihvatljivim. Kao zamjena za metanol, koristi se ekološki 

prihvatljiv etanol, koji manje inhibira aktivnost enzima. 

Inhibicija aktivnosti enzima alkoholom može se smanjiti na tri načina: prihranjivanjem 

alkohola u obrocima (višestupanjska reakcija), uporabom organskih otapala (heksan, terc-

butanol, 1,4-dioksan, aceton), te uporabom alternativnih acil akceptora (dugolančani 

alkoholi i alkil esteri) (Christopher i sur., 2014.; Ognjanovid i sur., 2010.; Robles-Medina i sur., 

2009.). 

Lipaze kao biokatalizatori zahtijevaju manji omjer alkohola i ulja nego što je to slučaj 

kod kemijskih katalizatora. Da bi se povedala brzina reakcije i smanjio utjecaj difuzije na 

brzinu reakcije, potrebno je dodavati alkohol u suvišku. Najčešdi molarni omjer alkohol:ulje 

je između 3:1 i 6:1, u korist alkohola. Prema Wu, (2003.) optimalni omjer metanol:ulje iznosi 

3,4:1 pri čemu se dobiju prinosi estera vedi od 90 %. Ukoliko se provodi četverostupanjska 

reakcija, na početku reakcije omjer metanol:ulje je 1:1, a svaka 24 sata dodana je nova 

količina alkohola u omjeru metanol:ulje od 0,8:1. Nakon provedene četverostupanjske 

reakcije prinos estera iznosio je 90,2 %. Rodriques i sur. (2010.), usporedili su stabilnost 

imobilizirane lipaze iz Thermomyces lanuginosus provedbom jednostupanjske i trostupanjske 

reakcije. U jednostupanjskoj reakciji prinos estera iznosio je 70 %, dok je u trostupanjskoj 

reakciji prinos bio 85 % (Christopher i sur., 2014.; Aransiola i sur., 2013.; Wu i sur., 2003.; 

Rodriques i sur. 2010.). 

Potrebno je poznavati optimalni odnos metanola i ulja, jer povedanje udjela alkohola 

iznad optimalne koncentracijske vrijednosti može smanjiti prinos biodizela, bududi da dolazi 

do inhibicije enzima vezanjem alkohola na enzim (Stamenkovid i sur., 2005.). 

Udio vode u reakcijskoj smjesi 

Kinetika enzimski katalizirane reakcije ovisi i o udjelu vode prisutne u reakcijskoj 

smjesi s organskim otapalom. Lipaze su enzimi koje kataliziraju reakcije na granici organske i 
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vodene faze. Aktivnost lipaze ovisi o međufaznoj površini ulja i vode, a raste s povedanjem 

udjela vode. Bududi da lipaze kataliziraju i hidrolizu, pri prevelikim udjelima vode u 

reakcijskoj smjesi može dodi do hidrolize produkta, zato je potrebno znati optimalni udio 

vode koji ovisi o vrsti te obliku enzima i supstrata. 

Provođenjem enzimske transesterifikacije bez organskog otapala, slobodni enzim je 

potrebno dodavati u suspenziji s vodom ili puferom. Oblik enzima, slobodni ili imobilizirani, 

određuje količinu vode u reakcijskoj smjesi. Pri udjelu vode manjem od optimalnog, prinos 

alkil estera bit de manji jer dolazi do inhibicije enzima alkoholom. Prilikom transesterifikacije 

rafiniranih ulja preporuča se udio vode u reakcijskoj smjesi od 4 do 30 %, a u slučaju lipaze iz 

Thermomyces lanuginosus optimalni udio vode je 2 % (Stamenkovid i sur., 2005., Christopher 

i sur., 2014.). 

Temperatura procesa 

Transesterifikacija se provodi pri temperaturi ispod temperature vrenja alkohola da 

se spriječi isparavanje alkohola, [Tv(metanola) = 65 °C te Tv(etanola) = 78 °C]. Optimalna 

reakcijska temperatura ovisi o obliku i vrsti korištenog enzima, a za vedinu lipaza je između 

30 i 60 °C, s prosjekom od 40 °C. Kod transesterifikacije suncokretovog ulja primjenom lipaza 

iz Thermomyces lanuginosus optimalna temperatura je 50 °C, a u slučaju imobilizirane lipaze 

iz Thermomyces lanuginosus ona je od 40 do 50 °C. Više reakcijske temperature snižavaju 

viskoznost ulja, povedavaju stupanj reakcije i smanjuju vrijeme trajanja reakcije. Bakterijske 

lipaze pokazuju najvedu termostabilnost koja se može povedati i imobilizacijom enzima na 

čvrsti nosač (Stamenkovid i sur., 2005., Ognjanovid i sur., 2010.; Yan i sur., 2014.). 

Glicerol 

Osim alkil estera enzimskom transesterifikacijom nastaje i glicerol pri čemu je omjer 

prinosa glicerol:biodizel 1:10. Glicerol značajno utječe na aktivnost enzima tako što se 

adsorbira na nosač imobilizirane lipaze pri čemu se smanjuje vezanje supstrata na aktivno 

mjesto enzima. Kako bi se smanjio negativni utjecaj glicerola na aktivnost enzima, može se 

provoditi polukontinuirani proces koji u prvom stupnju uključuje provedbu 

transesterifikacije, a u drugom ispiranje katalizatora i izdvajanje glicerola. Izdvojeni glicerol 

se može nakon toga koristiti u proizvodnji hrane, kozmetike, boja, lijekova, papira, tekstila, 

pasti za zube, životinjske masti, omekšivača, duhana, emulgatora, bioplina i raznih kemikalija 
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što pozitivno utječe na ukupnu financijsku bilancu proizvodnje biodizela (Stamenkovid i sur., 

2005.; Christopher i sur., 2014.). 

 

2.3. Lipaze 

Sve veda pozornost pridaje se upravo lipazama kao biokatalizatorima u procesu 

proizvodnje biodizela, s nadom da de u skoroj bududnosti zamijeniti kemijske katalizatore. 

Lipaze ili triacilglicerolester hidrolaze (EC 3.1.1.3) su enzimi koji mogu sudjelovati u 

reakcijama hidrolize esterske veze triglicerola te reakciji između hidroksilne grupe alkohola i 

karboksilne skupine masnih kiselina. Bududi da mogu sudjelovati u reakcijama esterifikacije i 

hidrolize, koriste se kao biokatalizatori u reakcijama transesterifikacije.  

Lipaze su vrlo rasprostranjene, mogu biti biljnog, životinjskog i mikrobnog porijekla. 

Uporabom lipaza mikrobnog porijekla ostvaruju se viši prinosi enzima, mogud je uzgoj na 

jeftinim hranjivim podlogama te je moguda genetička manipulacija. Zbog toga najvedi 

biotehnološki značaj imaju lipaze izolirane iz mikroorganizama, koje su najčešde 

ekstracelularni enzimi (Ognjanovid i sur., 2010.; Fernandez-Laufente, 2009.). 

 

2.3.1. Porijeklo lipaza 

Lipaze za proces proizvodnje biodizela izolirane su iz brojnih mikrobnih vrsta: 

Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas cepacia, Rhizopus oryzae, Rhizomucor miehei, 

Candida rugosa, Thermomyces lanuginosus te Candida antarctica (Abbaszaadeh i sur., 

2012.). 

Mikrobne lipaze su vedinom ekstracelularne, izolirane iz mezofilnih i termofilnih 

mikroorganizama s optimalnom aktivnošdu od 35 do 50 °C te od 60 do 80 °C. Lipaza iz 

Thermomyces lanuginosus najvedu aktivnost pokazuje pri temperaturi od 50 °C pri metanolizi 

suncokretovog ulja. Vedina mezofilnih lipaza je nestabilna pri temperaturama iznad 70 °C 

gdje termofilne lipaze pokazuju aktivnost sve do 100 °C, u prisutnosti organskog otapala i 

površinski aktivnih tvari. Istraživanja su pokazala da se aktivnost enzima povedava porastom 

temperature do određene granice, nakon čega slijedi nagli pad aktivnosti (denaturacija 
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proteina). Temperaturnu stabilnost može povedati imobilizacija enzima (Christopher i sur., 

2014.). 

 

2.3.2. Specifičnost lipaza 

Postoji nekoliko vrsta specifičnosti lipaznih enzima: prema esteru, pozicijska 

specifičnost, prema masnim kiselinama te stehiometrijska specifičnost. 

Specifičnost prema esteru odnosi se na vrste estera na koje djeluju (tri-, di- ili 

monoacilgliceroli). Pozicijska specifičnost dijeli lipaze na sn-1,3 specifične (hidroliziraju 

primarnu estersku vezu u molekuli triglicerola) te nespecifične lipaze (hidroliziraju primarnu i 

sekundarnu vezu u molekuli triglicerola približno istom brzinom). U proizvodnji metilestera 

(biodizela) važna je specifičnost prema masnim kiselinama jer dužina lanca masnih kiselina 

utječe na brzinu reakcije. Ovisno o porijeklu, lipaze pokazuju različite specifičnosti prema 

masnim kiselinama. Stereokemijska specifičnost očituje se u djelovanju enzima samo na 

jednom od dva moguda stereokemijska oblika supstrata (Christopher i sur., 2014.; Robles-

Medina i sur., 2009.; Fernandez-Laufente, 2009.; Kapoor, Gupta, 2011., Ognjanovid i sur., 

2010.; Bradid i sur., 2010.). 

Aktivnost lipaze ovisi o dužini lanca alkohola, najvedi afinitet lipaza prema supstratu 

pokazuje u reakciji s primarnim alkoholima (metanol, etanol), zatim sekundarnim te s 

tercijarnim alkoholima (Kapoor, Gupta, 2011.). 

 

2.3.3. Imobilizacija enzima 

U svrhu povedanja stabilnosti, povedanja aktivnosti lipaza, ponovne uporabe, lakše 

separacije te regeneracije biokatalizatora i proizvoda provodi se imobilizacija enzima. Time 

se omogudava sniženje troškova proizvodnje biodizela i drugih proizvoda jer se 

imobiliziranim enzimom mogu provoditi kontinuirani procesi. 

Imobilizaciju je mogude provesti na četiri načina: vezanje (adsorpcija) na čvrsti nosač, 

enkapsulacija, kovalentno vezanje i ionska izmjena. Od navedenih metoda najčešde se koristi 

adsorpcija na čvrsti nosač, iako se trenutna istraživanja baziraju na imobilizaciji unakrsnim 

vezanjem. Unakrsno vezanje ima određene prednosti nad adsorpcijom na čvrstom nosaču, 
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neke od njih su: visoka aktivnost enzima, visoka stabilnost proizvedene superstrukture, 

ušteda novca izostavljajudi materijal za nosač, nema potrebe za pročišdavanjem enzima. 

Imobilizacijom enzima povedava se radni vijek enzima pa se nakon završetka reakcije 

transesterifikacije enzim, u slučaju šaržnog procesa, iz reakcijske smjese odvoji 

dekantiranjem ili filtracijom (Christopher i sur., 2014., Robles-Madina i sur., 2009.). 

 

2.4. Lipaza iz Thermomyces lanuginosus 

Lipaza iz Thermomyces lanuginosus (Slika 2.), prije nazvana Humicola lanuginosa, je 

jednolančani protein sastavljen od 269 aminokiselina, gljivičnog je porijekla, molekulske 

mase 31,700 g/mol s temperaturnim optimumom od oko 50 °C. Konformacija ovog enzima je 

sferičnog oblika s katalitičkim mjestom sastavljenim od serina, histidina i asparginske kiseline 

unutar hidrofobnog dijela enzima koje je blokirano poklopcem od 85 do 93 aminokiseline. 

Konformacija enzima mijenja se u prisutnosti supstrata koji se pri određenim uvjetima veže 

na aktivno mjesto (Turcu, 2010.; Zheng i sur., 2011.; Kapoor, Gupta, 2012.). 

Visoka aktivnost i stabilnost Thermomyces lanuginosus lipaze omogudava njenu 

široku primjenu: u dvofaznim sustavima voda-organsko otapalo, reakcijskim medijima bez 

otapala, u ionskim kapljevinama, superkritičnim fluidima te u mikroemulzijama (Fernandez-

Laufente, 2009.). 

Lipaza iz Thermomyces lanuginosus vedinom se imobilizira na akrilnoj smoli i kao 

takva, pri optimalnim uvjetima, nakon 24 sata reakcije na ulju uljane repice daje prinos od 97 

% proizvoda (Christopher i sur., 2014.; Pandey i sur., 2011.). 
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Slika 2. Lipaza iz Thermomyces lanuginosus 

 

2.5. Razvoj kinetičkog modela 

Leonor Michaelis i Maud Menten razvili su jednostavan kinetički model za odvijanje 

enzimskih reakcija. Model se temelji na pretpostavci da se supstrat (S) veže na aktivno 

mjesto enzima (E) pri čemu nastaje enzim-supstrat kompleks (ES). Enzim-supstrat kompleks 

(ES) može se disocirati u enzim (E) i supstrat (S) ili prevesti u produkt (P). 

 

Slika 3. Mehanizam enzimske reakcije 

 

Ispitivanjem enzimske kinetike mjeri se brzina vezanja supstrata na enzim. Najčešde 

se koristi metoda mjerenja početne reakcijske brzine. Pri malim koncentracijama supstrata 

(cS) početna reakcijska brzina gotovo linearno ovisi o koncentraciji supstrata (cS) pa ovaj 

slučaj pripada prvom redu reakcije. Povedanjem koncentracije supstrata (cS) početna 

reakcijska brzina raste eksponencijalno, i to područje naziva se područje Michaelis-

Menteničine kinetike. Kada je koncentracija supstrata (cS) velika i kada se aktivna mjesta na 

enzimu popune supstratom, krivulja rasta početne reakcijske brzine zauzima nulti red 

reakcije. Daljnjim povedanjem koncentracije supstrata (cS) ne raste reakcijska brzina. Tada je 
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postignuta maksimalna reakcijska brzina (Vmax). Opisani kinetički model prikazan je 

jednadžbom (1) i na slici (4). 

   
     

     
      (1) 

 

Slika 4. Michaelis Menten-ičina kinetika 

gdje su rS početna reakcijska brzina (U/mL), Vm ili Vmax najveda moguda teorijska brzina koja 

bi se mogla postidi kod određene koncentracije enzima (U/mL), cS koncentracija supstrata 

(mM), Km Michaelis-ova konstanta ili ona koncentracija supstrata koja je potrebna da bi se 

ostvarila polovica maksimalne brzine (mM). Vm i Km su kinetički parametri koji se mogu 

procijeniti linearnom ili nelinearnom regresijom (Azocar i sur., 2014., Kovačevid, 2008.). 

Kod enzimskih reakcija, kinetički parametri se često procjenjuju na temelju rezultata 

dobivenih metodom početnih brzina, kojom se prati početna reakcijska brzina pri različitim 

početnim koncentracijama supstrata, ili mjerenjima u šaržnim pokusima kojima se prati 

promjena koncentracije supstrata s vremenom, a početna se brzina izračunava iz nagiba 

tangente na krivulju u vremenu nula. 

 Ovim mjerenjima se dobije nelinearna ovisnost početne reakcijske brzine (izračunata 

vrijednost) o početnoj koncentraciji supstrata te se iz ovih podataka procjenjuju kinetički 

parametri, kao što je spomenuto, linearnom ili nelinearnom regresijom. Jedan od načina 

procjene kinetičkih parametara nelinearnom regresijom je primjena programskog paketa 

Scientist (Scientist handbook, 1986.-1995.). 
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3.1. Cilj rada 

Cilj rada bio je: 

a) razviti kinetički model hidrolize para-nitrofenil palmitat (p-NPP-a) 

katalizirane lipazom koristedi tri različita otapala (acetonitril, metanol i 

etanol) te procijeniti kinetičke parametre procesa (Vm i Km) 

b) provesti enzimsku sintezu biodizela u jednostupanjskoj i 

četverostupanjskoj reakciji. 

 

3.2. Materijali 

Tijekom istraživanja korišteni su: 

• suncokretovo ulje (uljara Čepin, Hrvatska)  

• metanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska) 

• etanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska) 

• acetonitril (Sigma Aldrich, SAD) 

• lipaza iz Thermomyces lanuginosus (Sigma Aldrich, SAD) 

• Triton X-100 (Sigma Aldrich, SAD) 

• Tween-80 

• p-nitrofenil palmitat (p-NPP) (Sigma Aldrich, SAD)  

• fosfatni pufer (PBS) (Sigma Aldrich, SAD) 

 

3.2.2. Priprema otopina 

Priprema fosfatnog (PBS) pufera 

Otopina pufera pripremljena je otapanjem praha fosfatnog pufera (PBS pufer) u 1 L 

deionizirane vode da bi se dobila otopina pufera koncentracije c= 0,01 M (cNaCl = 0,138 M; cKCl 

= 0,0027 M), pH = 7,4 pri 25 °C. 
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Priprema otopine enzima 

Pripremljene su otopine enzima različitih koncentracija:  2,5 % (g/g), 5 % (g/g) i 10 % 

(g/g) u fosfatnom puferu. 

Priprema otapala 

Za pripremu otapala, 50 mL acetonitrila otopljeno je u 50 mL Triton X-100 (1:1, v/v), 

50 mL metanola otopljeno je u 50 mL Triton X-100 (1:1, v/v) te 50 mL etanola otopljeno je u 

50 mL Triton X-100 (1:1, v/v). 

Priprema supstrata 

Otopina supstrata p-NPP-a (para-nitrofenil palmitat) u otapalu pripremljena je 

otapanjem 0,1894 g p-NPP u 100 mL otapala, pripremljenog na prethodno opisani način. 

 

3.2.3. Aparatura 

Za određivanje aktivnosti enzima lipaze korišten je dvozračni spektrofotometar (UV 

1700, Shimadzu, Kyoto, Japan). 

 

Slika 5. Spektrofotometar 

 

Plinski kromatograf 

 Sadržaj estera masnih kiselina određivan je na plinskom kromatografu (GC-2014, 

Shimadzu, Kyoto, Japan). 
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Slika 6. Plinski kromatograf 

 

3.3. Metode 

3.3.1. Mjerenje aktivnosti enzima lipaze metodom početnih brzina 

 Aktivnost enzima lipaze određena je spektrofotometrijski. Mjerenje apsorbancije je 

provedeno u UV kiveti unutarnjeg promjera (d) 1 cm, pri valnoj duljini (λ) od 405 nm u 

vremenskom periodu (t) od 100 s. Iz dobivene vrijednosti promijene apsorbancije u vremenu 

(dA/dt) izračunata je volumna aktivnost (V.A.) enzima lipaze prema jednadžbi (2). 

     
  

      
 
  

  
              (2) 

gdje je V.A. volumna aktivnost enzima lipaze (U/mL), Vr ukupni volumen uzorka u kiveti (µL), 

ε ekstincijski koeficijent (ε405 = 0,0555 L/mmol·cm), d promjer kivete (d = 1 cm), VE volumen 

dodanog enzima (µL), 
  

  
 promjena apsorbancije u vremenu (nagib pravca, min-1). 

 

3.3.2. Ispitivanje utjecaja koncentracije enzima lipaza  na volumnu aktivnost 

enzima 

Određivanje utjecaja koncentracije enzima na volumnu aktivnost provedeno je 

metodom početnih brzina na spektrofotometru u UV kiveti ukupnog volumena od 2100 µL 

pri valnoj duljini od 405 nm. Ispitivanje je provedeno u tri različita otapala (acetonitril, 

metanol i etanol), pri temperaturi od 40 °C te pri tri različite koncentracije enzima (enzim: 
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2,5, 5 i 10 %, g/g). Iz dobivene promjene apsorbancije u vremenu (dA/dt) izračunata je 

volumna aktivnost (V.A.) prema  jednadžbi (1). 

 

3.3.3. Ispitivanje utjecaja temperature  na volumnu aktivnost enzima 

 Istraživanje utjecaja temperature na volumnu aktivnost enzima provedeno je 

metodom početnih brzina na spektrofotometru u UV kiveti ukupnog volumena od 2100 µL 

pri valnoj duljini od 405 nm. Ispitivanje je provedeno u tri različita otapala (acetonitril, 

metanol i etanol), pri temperaturnom rasponu od 30 °C do 60 °C te pri tri različite 

koncentracije enzima (enzim: 2,5, 5 i 10 %, g/g). Iz dobivene promjene apsorbancije u 

vremenu (dA/dt) izračunata je volumna aktivnost (V.A.) prema jednadžbi (1). 

 

3.4. Procjena kinetičkih parametara nelinearnom regresijom 

Nakon provedenog mjerenja metodom početnih reakcijskih brzina na 

spektrofotometru, dobiveni su rezultati promijene apsorbancije u vremenu (dA/dt) pomodu 

kojih je izračunata volumna aktivnost (V.A.). U programskom paketu Scientist odabran je 

Michaelis Menten-ičin kinetički model, zadane su zavisne i nezavisne varijable, uneseni su 

rezultati dinamičke promjene apsorbancije u vremenu (zavisna varijabla) za svaku 

koncentraciju supstrata (nezavisna varijabla), a za procjenu parametara korištena je simpleks 

metoda i metoda najmanjih kvadrata. Rezultati dobiveni pomodu matematičkog modela su 

uspoređeni sa eksperimentalnim podacima te su po potrebi ponovno proračunati u 

programu sve dok nije postignuta minimalna pogreška između eksperimentalnih i 

procijenjenih vrijednosti. Razlika između eksperimentalnih vrijednosti i onih izračunatih po 

modelu dana je kao suma kvadrata odstupanja. 

 

3.5. Sinteza biodizela 

Sinteza biodizela transesterifikacijom iz jestivog suncokretovog ulja s metanolom 

provedena je u kotlastom reaktoru, uz lipazu iz Thermomyces lanuginosus kao 

biokatalizatorom. Provedena su dva pokusa: šaržni (jednostupanjska reakcija) i šaržni s 

pritokom (četverostupanjska reakcija). 
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Slika 7. Shematski prikaz enzimske sinteze biodizela 

 

3.5.1. Jednostupanjska reakcija enzimske sinteze biodizela 

U jednostupanjskoj reakciji, pripremljena je reakcijska smjesa na način da je metanol 

dodan u suvišku u odnosu na suncokretovo ulje (ulje:metanol = 1:3,4, v/v). Masa reakcijske 

smjese bila je 550,95 g, od čega je masa suncokretovog ulja mulja = 450 g, masa metanola 

mMetOH = 55,95 g, masa dodane lipaze mlipaze = 45 g, pripremljene u 0,01 M fosfatom puferu 

pri 7,4 pH (mlipaze:mulja = 1:10). Provedena su tri pokusa pri tri različite temperature (T = 40, 

50 i 60 °C). Pokusi su trajali 96 sati, uz konstantno miješanje (n = 600 o/min). Svakih 12 sati 

uzorkovano je 100 µL uzorka koji su potom analizirani na plinskom kromatografu. Nakon 

provedenog pokusa, glicerol je razdvojen od biodizela u lijevku za odjeljivanje. 

 

3.5.2. Četverostupanjska reakcija enzimske sinteze biodizela 

Reakcijska smjesa sastojala se iz suncokretovog ulja, metanola i enzima u puferskoj 

otopini. Na početku kemijske reakcije metanol i ulje su u reaktor dodani u jednakim 

molarnim omjerima (ulje:metanol = 1:1, v/v), svaka sljededa 24 sata metanol je dodavan u 

obrocima (ulje:metanol = 1:0,8, v/v), dok se pri zadnjem dodavanju nije postigao molarni 

omjer metanola i ulja kao i u jednostupanjskoj reakciji (ulje:metanol = 1:3,4, v/v). Masa 

reakcijske smjese na kraju procesa sinteze biodizela bila je 550,95 g, od čega je masa 

suncokretovog ulja mulja = 450 g, masa metanola mMetOH = 55,95 g, masa dodane lipaze 

mlipaze= 45 g, pripremljene u 0,01 M fosfatom puferu pri 7,4 pH (mlipaze:mulja = 1:10). 
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Provedena su tri pokusa pri tri različite temperature (T = 40, 50 i 60 °C). Pokusi su trajali 96 

sati, uz konstantno miješanje (n = 600 o/min). Svakih 12 sati uzorkovano je 100 µL uzorka 

koji su potom analizirani na plinskom kromatografu. Nakon provedenog pokusa, glicerol je 

razdvojen od biodizela u lijevku za odjeljivanje. 

 

3.6. Određivanje koncentracije estera 

Sadržaj estera određivan je na plinskom kromatografu Shimadzu GC-2014 (Kyoto, 

Japan) opremljenim s plameno ionizacijskim detektorom (FID detektor - Flame Ionization 

Detector) i autosampler-om koristedi helij kao plin nositelj, te Zebron ZB-wax (30 m x 0,53 

mm x 1,00 µm) kolonu. Kao interni standard korišten je metil heptadekanoat, C17:0 (Sigma 

Aldrich, SAD). 

Metoda se sastoji od održavanja temperature na 180 °C jednu minutu, a zatim 

zagrijava na 230 °C brzinom od 5 °C min-1. Ukupno vrijeme određivanja je 20 minuta. 

Identifikacija pikova napravljena je pomodu standarda F.A.M.E. mix GLC-1025. 

3.7. Određivanje gustode sintetiziranog biodizela 

             Kako bi se biodizel mogao koristiti u motorima s unutarnjim izgaranjem, potrebno je 

zadovoljiti zahtjeve kvalitete, a gustoda je glavna fizikalna veličina koja direktno utječe na 

djelotvornost motora. Gustoda biodizela određena je prema europskim propisima Europskog 

odbora za normizaciju (EN 14214) čistog biodizela (Standard EN 14214, 2003.). 
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Određivanje volumne aktivnosti (V.A.) u reakciji hidrolize supstrata p-NPP-a s tri 

različita otapala, pri različitim temperaturama te s tri koncentracije enzima, provedena su 

metodom početnih brzina u spektrofotometru. Na osnovu dobivenih rezultata ovisnosti 

volumne aktivnosti enzima o koncentraciji supstrata, postavljen je kinetički model i 

procijenjeni su kinetički parametri. 

 

4.1. Rezultati utjecaja koncentracije enzima lipaze na volumnu aktivnost 

enzima 

                 Istraživanje utjecaja koncentracije enzima lipaze na volumnu aktivnost lipaze u 

reakciji hidrolize supstrata p-NPP-a s tri različita otapala, acetonitrilom, metanolom i 

etanolom, pri različitim temperaturama (T = 30 - 60 °C) provedena su na dvozračnom 

spektrofotometru, u UV kiveti pri 405 nm, gdje su kao emulgatori korišteni Triton X-100 i 

Tween 80. 

                  U ovom radu Tween 80 je korišten u pokusima u kojima je korišten acetonitril kao 

otapalo. Napravljena su tri različita pokusa, s različitim udjelima Tweena 80: Tween 

80:acetonitril = 1:100 (w/v); 10:100 (w/v); 20:100 (w/v); 30:100 (w/v). Međutim, u niti 

jednom pokusu lipaza nije bila aktivna. Rezultati mjerenja dobiveni uporabom Tritona X-100 

kao emulgatora u pripremi otapala prikazani su grafički (Slika 8. - 11.). Rezultati procijenjenih 

kinetičkih parametara (Vm i Km) prikazani su tablično (Tablice 1. - 3.). 
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Slika 8. Ovisnost volumne aktivnosti lipaze (V.A.) o koncentraciji supstrata c(p-NPP) u reakciji 

hidrolize supstrata p-NPP-a katalizirane lipazom, otapalo: acetonitril, emulgator: Triton X-

100, T = 40 °C, Vuk = 2100 µL, c(p-NPP) = 0 - 4,3 mM, enzim: 2,5, 5 i 10 % (g/g) 

 

Tablica 1. Rezultati procijenjenih kinetičkih parametara za reakciju hidrolize supstrata p-NPP 

katalizirane lipazom, s acetonitrilom kao otapalom i Tritonom X-100 kao emulgatorom 

Otopina enzima u 
puferu 

% 

Parametar Jedinica Vrijednost 

2,5 
Vm U/mL 113,928 ± 9,509 

Km mM 0,964 ± 0,210 

5 
Vm U/mL 318,817 ± 19,698 

Km mM 1,028 ± 0,155 

10 
Vm U/mL 196,209 ± 12,288 

Km mM 0,677 ± 0,125 
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Prema grafičkom prikazu ovisnosti volumne aktivnosti lipaze o koncentraciji supstrata 

p-NPP-a s acetonitrilom kao otapalom (Slika 8.) vidljivo je da se radi o Michaelis- 

Menteničinom tipu kinetike. Iako je bilo za očekivati da de brzina reakcije biti veda s najvišom 

koncentracijom enzima, s obzirom da je maksimalna reakcijska brzina jednaka produktu 

katalitičke konstante enzima i koncentracije enzima, to se nije dogodilo. 

Najveda maksimalna aktivnost lipaze (Vm = 318,817 ± 19,698 U/mL) postignuta je kada 

je korištena 5 %-tna otopina enzima u fosfatnom puferu (Tablica 1). Najniža aktivnost lipaze 

(Vm = 113,928 ± 9,509 U/mL) u reakciji hidrolize p-NPP-a bila je uz 2,5 %-tnu otopinu enzima 

u fosfatnom puferu. Maksimalna aktivnost lipaze u reakciji u kojoj je korištena najveda 

koncentracija enzima (10 %-tna otopina enzima u puferu), iznosila je 196,209 ± 12,288 U/mL. 

 

Slika 9. Ovisnost volumne aktivnosti (V.A.) o koncentraciji supstrata c(p-NPP) u reakciji 

hidrolize supstrata p-NPP-a katalizirane lipazom, otapalo: metanol, emulgator: Triton X-100, 

T = 40 °C, Vuk = 2100 µL, c(p-NPP) = 0 - 4,3 mM, enzim: 2,5, 5 i 10 % (g/g) 
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Tablica 2. Rezultati procjene kinetičkih parametara za reakciju hidrolize supstrata p-NPP 

katalizirane lipazom, s metanolom kao otapalom i Tritonom X-100 kao emulgatorom 

Otopina enzima u 
puferu 

% 

Parametar Jedinica Vrijednost 

2,5 
Vm U/mL 257,276 ± 25,998 

Km mM 1,885 ± 0,415 

5 
Vm U/mL 1141,068 ± 86,452 

Km mM 4,078 ± 0,524 

10 
Vm U/mL 103,099 ± 8,484 

Km mM 0,621 ± 0,127 

 

Iz grafičkog prikaza ovisnosti volumne aktivnosti lipaze (V.A.) o koncentraciji supstrata 

p-NPP-a s metanolom kao otapalom (Slika 9.) vidljivo je da se radi o Michaelis-Menteničinom 

tipu kinetike. U reakciji hidrolize supstrata p-NPP-a očekivalo se da de najviša aktivnost lipaze 

biti pri najvišoj koncentraciji enzima, 10 %-tna otopina enzima u puferu, međutim, to se nije 

dogodilo. 

Pokazano je da je najveda maksimalna aktivnost lipaze (Vm = 1141,068 ± 86,452 U/mL) 

postignuta kada je korištena 5 %-tna otopina enzima u fosfatnom puferu (Tablica 2). Najniža 

aktivnost lipaze (Vm = 103,099 ± 8,484 U/mL) u reakciji hidrolize p-NPP-a bila je uz 10 %-tnu 

otopinu enzima u fosfatnom puferu. Maksimalna aktivnost lipaze u reakciji u kojoj je 

korištena najniža koncentracija enzima (2,5 %-tna otopina enzima u puferu), iznosila je 

257,276 ± 25,998 U/mL. 
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Slika 10. Ovisnost volumne aktivnosti (V.A.) o koncentraciji supstrata c(p-NPP) u reakciji          

hidrolize supstrata p-NPP-a katalizirane lipazom, otapalo: etanol, emulgator: Triton X-100,  

T = 40 °C, Vuk = 2100 µL, c(p-NPP) = 0 - 4,3 mM, enzim: 2,5, 5 i 10 % (g/g) 

 

Tablica 3. Rezultati procjene kinetičkih parametara za reakciju hidrolize supstrata p-NPP 

katalizirane lipazom, s etanolom kao otapalom i Tritonom X-100 kao emulgatorom 

Otopina enzima u 
puferu 

% 

Parametar Jedinica Vrijednost 

2,5 
Vm U/mL 154,164 ± 14,949 

Km mM 1,712 ± 0,338 

5 
Vm U/mL 1373,852 ± 337,168 

Km mM 9,607 ± 3,138 

10 
Vm U/mL 76,902 ± 6,738 

Km mM 0,461 ± 0,107 
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Prema grafičkom prikazu ovisnosti volumne aktivnosti lipaze (V.A.) o koncentraciji 

supstrata p-NPP-a s metanolom kao otapalom (Slika 10.) vidljivo je da se radi o Michaelis-

Menteničinom tipu kinetike. 

Pokazano je da je najveda maksimalna aktivnost lipaze (Vm = 1373,852 ± 337,168 

U/mL) postignuta je kada je korištena 5 %-tna otopina enzima u fosfatnom puferu (Tablica 

3). Najniža aktivnost lipaze (Vm = 76,902 ± 6,738 U/mL) u reakciji hidrolize p-NPP-a bila je uz 

10 %-tnu otopinu enzima u fosfatnom puferu. Maksimalna aktivnost lipaze u reakciji u kojoj 

je korištena najniža koncentracija enzima (2,5 %-tna otopina enzima u puferu), iznosila je 

154,164 ± 14,949 U/mL. 

 

Tablica 4. Procijenjeni parametri u sva tri otapala (acetonitril, metanol, etanol) pri 5 %-tnoj 

otopini enzima i Tritonom X-100 kao emulgatorom 

Otapalo Vm (U/mL) Km (mM) 

Acetonitril 318,817 ± 19,698 1,028 ± 0,155 

Metanol 1141,068 ± 86,452 4,078 ± 0,524 

Etanol 1373,852 ± 337,168 9,607 ± 3,138 

 

Usporedbom rezultata mjerenja s tri različita otapala, pokazano je da je najveda 

maksimalna aktivnost lipaze postignuta primjenom etanola kao otapala (Vm = 1373,852 

U/mL). Iz tabličnog prikaza procijenjenih parametara (Tablica 4.), vidljivo je da enzim lipaza 

pokazuje najvedi afinitet prema supstratu p-NPP-u s acetonitrilom kao otapalom (Km = 1,028 

± 0,155 mM). Surinenaite i sur., 2009., koristili su lipazu iz Pseudomonas Mendocina pri 

hidrolizi raznih p-nitrofenil estera, među njima i p-NPP, s 2-propanolom kao otapalom. Pri 

hidrolizi p-NPP dobivena je maksimalna aktivnost lipaze 276 ± 54 U/mg, a početna 

koncentracija dodanog enzima bila je 1 µg/mL. 
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4.2. Rezultati utjecaja temperature na volumnu aktivnost enzima 

 

 

Slika 11. Ovisnost volumne aktivnosti (V.A.) o temperaturi (T) u reakciji hidrolize supstrata  

 p-NPP-a katalizirane lipazom, otapalo: acetonitril, emulgator: Triton X-100, T = 30 - 60 °C,  

Vuk = 2100 µL, c(p-NPP) = 2,3810 mM, enzim: 2,5, 5 i 10 % (g/g) 

 

Iz grafičkog prikaza ovisnosti volumne aktivnosti (V.A.) o temperaturi (T), u reakciji 

hidrolize supstrata p-NPP-a s acetonitrilom kao otapalom (Slika 11.), vidljivo je da je najviša 

aktivnost enzima lipaze (V.A. = 266,038 U/mL) postignuta pri 50 °C u reakciji s 5 % dodanog 

enzima u puferu. 

U reakciji hidrolize supstrata acetonitrilom, uz dodatak 10 %-tne otopine enzima u 

puferu, najviša volumna aktivnost lipaze (V.A. = 199,387 U/mL) postignuta je pri 50 °C. 

U reakciji hidrolize supstrata actetontrilom, uz dodatak 2,5 %-tne otopine enzima u 

puferu, najviša volumna aktivnost lipaze (V.A. = 105,700 U/mL) postignuta je pri temperaturi 

od 60 °C. 
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Slika 12. Ovisnost volumne aktivnosti (V.A.) o temperaturi (T) u reakciji hidrolize supstrata  

p-NPP-a katalizirane lipazom, otapalo: metanol, emulgator: Triton X-100 T = 30 - 60 °C,  

Vuk = 2100 µL, c(p-NPP) = 2,3810 mM, enzim: 2,5, 5 i 10 % (g/g) 

 

Prema grafičkoj ovisnosti volumne aktivnosti (V.A.) o temperaturi (T), u reakciji 

hidrolize supstrata p-NPP-a s metanolom kao otapalom (Slika 12.), vidljivo je da je najviša 

aktivnost enzima lipaze (V.A. = 526,287 U/mL) postignuta pri 60 °C, uz 5 %-tnu otopinu 

enzima u puferu. 

U reakciji hidrolize supstrata, kataliziranom s 10 %-tnom otopinom enzima u puferu, 

najviša volumna aktivnost lipaze (V.A. = 290,787 U/mL) bila je pri 50 °C. 

Prema grafičkom prikazu najviša volumna aktivnost lipaze (V.A. = 529,900 U/mL) u 

reakciji kataliziranoj s otopinom od 2,5 % enzima u puferu, bila je u reakciji pri 60 °C. 
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Slika 13. Ovisnost volumne aktivnosti (V.A.) o temperaturi (T) u reakciji hidrolize supstrata  

p-NPP-a katalizirane lipazom, otapalo: etanol, emulgator: Triton X-100, T = 30 - 60 °C,  

Vuk = 2100 µL, c(p-NPP) = 2,3810 mM, enzim: 2,5, 5 i 10% (g/g) 

 

Iz grafičkog prikaza ovisnosti volumne aktivnosti (V.A.) o temperaturi (T), u reakciji 

hidrolize supstrata p-NPP-a s etanolom kao otapalom (Slika 13.), vidljivo je da je najviša 

aktivnost enzima lipaze (V.A. = 297,027 U/mL) postignuta pri 60 °C, kada je korištena 5 %-tna 

otopina enzima kao katalizator. 

U reakciji hidrolize supstrata acetonitrilom, dodatkom 10 %-tne otopine enzima u 

puferu, najviša volumna aktivnost lipaze (V.A. = 247,743 U/mL) je postignuta pri 50 °C. 

U reakciji hidrolize katalizirane s otopinom od 2,5 % enzima u puferu, postignuta je 

najviša volumna aktivnost (V.A. = 163,024 U/mL) pri temperaturi od 60 °C. 

Dobiveni rezultati su u skladu s podacima iz literature, gdje je također pokazano da 

lipaza iz Thermomyces lanuginosus ima najvedu aktivnost pri temperaturi od 50 °C te da je za 

višu aktivnost enzima potrebna manja koncentracija istog (Christopher i sur., 2014.). 
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4.3. Jednostupanjska sinteza biodizela 

 

Slika 14. Ovisnost udjela estera (X, %) o vremenu (t) trajanja jednostupanjske 

transesterifikacije suncokretovog ulja s metanolom uz katalizator lipazu, T = 40 - 60 °C, 

enzim: 5 % (g/g) 

 

Prema grafičkom odnosu udjela nastalih metil estera (X, %) o vremenu (T) (Slika 14.) u 

jednostupanjskoj reakciji vidljivo je da je aktivnost enzima u reaktoru gotovo stalna, možemo 

redi da je enzim stabilan kroz 96 sati trajanja reakcije transesterifikacije suncokretovog ulja 

pri temperaturi od 40 °C.  

U jednostupanjskoj reakciji ved nakon 12 sati trajanja reakcije pri temperaturi od 40 

°C postignut je 88,5 %-tni udio metil estera (X), a nakon 96 sati iznosio je 94,9 %. Pri 

temperaturi od 50 °C nakon 12 sati reakcije postignut je 15,0 %-tni udio metil estera te 

nakon 96 sati 16,1 %-tni udio. U reakciji pri 60 °C postignute su manje konverzije supstrata u 

produkt, nakon 12 sati udio estera bio je 10,1 % te nakon 96 sati X je iznosio 1,4 %. Prema 

literaturi, visoki udio metil estera može se može se dobiti nakon 4 sata reakcije 

transesterifikacije na sirovom palminom ulju, uz imobiliziranu lipazu iz Thermomyces 

lanuginosus (Sim i sur., 2013.). Dizge i sur., 2009., procesom proizvodnje biodizela iz 
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suncokretovog ulja nakon 24 sata reakcije imobiliziranom lipazom iz Thermomyces 

lanuginosus dobili su prinose do od 90 do 97 %. Prema Fernandez-Laufente, 2010., 

imobilizirana lipaza iz Thermomyces lanuginosus u hidrolizi suncokretovog ulja pri 60 °C dala 

je udio estera od 85,3 %.  

Rita i sur., koristedi palmino ulje kao supstrat za proizvodnju biodizela te lipazu iz 

Thermomyces lanuginosus imobiliziranu na granuliranoj smoli, molarni omjer ulja i alkohola 

bio je 1:4, dobili su udio estera od 89,9 % (Chouhan i sur., 2011.). Medina i sur., koristili su 

etil acetat kao acil akceptor u reakciji transesterifikacije suncokretovog ulja pri čemu su 

dobili udjele estera vede od 90 % (Robles-Medina i sur., 2009.). 

 

4.4. Četverostupanjska sinteza biodizela 

 

Slika 15. Ovisnost udjela estera (X, %) o vremenu (t) trajanja četverostupanjske 

transesterifikacije suncokretovog ulja s prihranjivanjem metanola u obrocima, uz katalizator 

lipazu, enzim: 5 % (g/g), T = 40 - 60 °C 
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U četverostupanjskoj reakciji pri 40 °C nakon 12 sati trajanja reakcije, udio nastalih 

metil estera (X, %) iznosio je 30,2 % te nakon 96 sati reakcije udio je bio 89,0 % (Slika 15.). U 

reakciji pri 50 °C nakon 12 sati postignut je 29,7 %-tni te 87 %-tni udio estera nakon 96 sati. 

Pri reakcijskoj temperaturi od 60 °C, udio dobivenih estera je najniži, nakon 12 sati X = 9,5 % 

te nakon 96 sati X = 10,8 %. Rezultati su u skladu s literaturnim podacima, gdje je pokazano 

da sadržaj estera raste svakim ponovnim dodavanjem metanola u obrocima (Wu i sur., 

2003.).  

 

4.5. Rezultati određivanja gustode biodizela 

Gustoda sintetiziranog biodizela iz jestivog suncokretovog ulja jednostupanjskom 

reakcijom bila je 886,0 g/L te 886,2 g/L četverostupanjskom reakcijom. Rezultati gustode 

biodizela su u skladu sa zahtjevima prema hrvatskim normama HRN EN 142014:2012, koji su 

bazirani na Europskim normama EN 142014, gdje gustoda biodizela mora biti između 860 i 

900 g/L (Standard EN 14214, 2003.).   
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Na osnovu eksperimentalnih rezultata dobivenih u ovom radu, mogu se donijeti sljededi 

zaključci:  

Dokazano je da na aktivnost enzima lipaza utječe koncentracija dodanog enzima u 

puferu, temperatura pri kojoj se provodi reakcija hidrolize supstrata te odabir otapala. 

 U reakciji hidrolize p-NPP-a, uz 5 %-tnu otopinu dodanog enzima u puferu, najveda 

maksimalna aktivnost lipaze postignuta je primjenom etanola kao otapala (Vm = 1373,852 ± 

337,168 U/mL). 

Najvedi afinitet lipaza prema supstratu pNPP lipaza pokazuje u reakciji hidrolize s 

acetonitrilom kao otapalom gdje je Km iznosio 0,890 ± 0,163 mM. 

 Eksperimentalni rezultati kinetike hidrolize p-NPP u pokusima sa sva tri ispitana 

alkohola (acetonitril, metanol, etanol) i s Tritonom X-100 kao emulgatorom, dobiveni 

metodom početnih brzina, pokazuju dobro slaganje s rezultatima dobivenim simulacijama 

pomodu pretpostavljenog Michaelis-Menteničinog kinetičkog modela. 

 U jednostupanjskim i četverostupanjskim postupcima sinteze biodizela iz jestivog 

suncokretovog ulja pri različitim temperaturama (T = 40 – 60 °C), najviši udio nastalih metil 

estera postignut je pri T = 40 °C. U jednostupanjskoj reakciji udio metil estera bio je 94,9 % 

nakon 96 sati, dok je u četverostupanjskoj reakciji, za isto vrijeme reakcije, nastali udio metil 

estera iznosio 89,0 %.  

 Rezultati gustode sintetiziranog biodizela (jednostupanjskom reakcijom: 886,0 g/L 

te četverostupanjskom reakcijom: 886,2 g/L) iz jestivog suncokretovog ulja su u skladu sa 

zahtjevima prema hrvatskim normama HRN EN 142014:2012, prema kojima gustoda 

biodizela mora biti između 860 i 900 g/L.  
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