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1. Uvod

Biopalivem uvedenym v nazvu projektu je minén Castéji pouzivany a ve svété rozsifeny
nazev biodiesel. Biodiesel mizeme definovat jako alkylestery mastnych kyselin, ziskavané
transesterifikaci olejii nebo tuki rostlinného ¢i Zivocisného piivodu s alkoholy s kratkymi fetézci
jako je metanol piipadné etanol. Jeho vyuziti spo¢iva ve smichani s palivem ropného ptavodu
uréené¢ho pro dieselové motory v riizném poméru. V soucasné dobé se nejCastéji pouziva
ptidavek 5% biodieselu do klasického ropného paliva (Montgomery R., 2004). Také v CR od 1.
zati 2007 vesla v platnost vyhlaska , kterd ma zaruc€ovat, ze v motorové nafté budou minimaln¢ 2
objemova procenta tzv. MERO. V tomto piipadé se ale jedna o metylestery z fepkového oleje,
v disledku cehoz stoupaji osevni plochy fepky olejné. V celosvétovém méfitku se biodiesel
vyrabi nejcastéji transesterifikaci sojového (Stein K., 2007) nebo palmového oleje (Carter C. et
al., 2007). Konkurence mezi potravinami a biopalivem vede ke snaze o vyuziti nékterych
nepotravinarskych surovin, jako napt. oleje z defektnich kavovych zrn (Oliveira L.S. et al., 2008)
nebo odpadniho oleje z restauraci (Canakci M., 2007). V subtropickych oblastech se zacinaji
piimo péstovat rostliny pro ziskavani nepotravinatského oleje. Jedna se predevsim o jatrofu, jejiz
olej je nepozivatelny , protoze je toxicky, nebo o fizenou kultivaci urcitych druhti fas. Na druhé
stran¢ je k disposici odpadni kafilerni tuk v pomérné velkém mnozstvi, soustfedény v malém
poctu kafilerii a dostupny jako surovina pro transesterifikaci bez omezeni.

Transesterifikaci je mozno provadét v kyselém nebo alkalickém prostiedi piipadné
enzymaticky. Kysely a alkalicky zpiisob byly diskutovany v minulych zpravach. Enzymaticky
zpusob ma tu vyhodu, Ze je mozno ho provadét za mirnych teplot, ovSem cena pouzivanych
enzymi muze byt pomérn¢ vysoka. K transesterifikaci je mozno pouzit lipas rizného ptivodu,
které nejsou inhibovany substratem ani pouzivanym alkoholem, k reakci mohou byt tedy pouzity
ruzné oleje a tuky. Enzymové transesterifikaci byly podrobeny  cCisté rostlinné oleje , a to
slunecnicovy (Al-Zuhair, 2005), sojovy (Noureddini et al., 2004) i nepotravindisky olej
z jatrophy (Shah et al.,, 2004) za pouziti riznych enzymul s riznymi vytézky. Alkoholyza
¢iSténcho oleje z bavinikovych semen byla testovana (Kohe et al., 2002) s vytézkem 72 az 94%
metylesterti. Stejna surovina byla testovana v r. 2007 (Royon et al., 2007) za pouziti metanolu
s ptfidavkem butanolu z ditvodu prodlouZeni Zivotnosti (sniZzeni inhibice enzymu) s vytézkem ptes
90%. Byla studovéna také enzymaticka konverze kuchyiiskych odpadnich jedlych tukt
(Watanabe et al., 2001). Byly testovany i lipasy pivodem z riznych mikroorganismu (napft. z
Thermomyces lanuginosa, Candida antarctica, Pseudomonas cepacia) imobilizované na riznych
nosic¢ich pouzité pro transesterifikaci odpadnich kuchyniskych tukt (Hsu et al., 2002).



2. Struc¢né zhodnoceni priibéhu feSeni za r. 2008

Tento projekt byl zahajen v unoru r. 2006. Utastni se ho jako koordinator Vyzkumny
ustav potravinaisky Praha v.v.i. a Ceska zeméd¢lskd universita v Praze. Je pldnovan na Ctyfi
roky, a to 2006 az 2009. Pro r. 2008 byly planovany dva dil¢i cile projektu, a to:

V003 — Vypracovani a optimalizace kysele katalyzované transesterifikace zivocisSného tuku,
ktery ptichazi v uvahu jako nejvyznamnéjsi (1.1.2007 — 30.6. 2008)

V005 — Vypracovani postupu enzymové transesterifikace zivocisSnych tukd (1.1.2008 —
31.12.2008)

V ramci vystupu V003 byla v souladu s planovanymi aktivitami provadéna optimalizace
kysele katalyzované transesterifikace kafilerniho tuku v souladu s vysledky ptedchoziho roku.
V ramci vystupu V005 byla dale testovana moznost enzymové transesterifikace na materialu,
ktery ptichazi v uvahu jako odpadni tj. pfimo na kafilernim tuku véetné nasledné optimalizace.

V ramci téchto vystupl bylo na tento rok planovéano 6 aktivit, a to:

A00/08 Vypracovani optimalizovaného postupu kysele katalyzované transesterifikace
zivoc¢isného tuku, ktery ptichdzi v vahu jako nejvyznamnéjsi

A01/08 Imobilizace enzymu na vhodny nosic
A02/08 Orientacni ovéfeni moznosti enzymové transesterifikace modelového Zivocisného tuku

A03/08 Optimalizace enzymové transesterifikace zivocisSného tuku, ktery je nejvice zastoupen
v zemédélskych odpadech

A04/08 Vybér vhodného tuku a doporuceni vhodného transesterifikacniho postupu pro
technologicky postup transesterifikace

A05/08 Presentace na konferenci a vypracovani ¢lanku do sborniku, vypracovani ¢lanku do
odborného recenzovaného periodika

2.1. Vypracovani optimalizovaného postupu Kkysele katalyzované transesterifikace
Zivo€iSného tuku, ktery prichazi v iivahu jako nejvyznamnéjsi

V tomto roce feSeni byl optimalizovan postup kysele katalyzované transesterifikace
odpadniho kafilerniho tuku, ktery je vlastn¢ smési raznych tuki a je produkovan v dostatecném



mnozstvi. Tento tuk je jako jediny typicky odpadni, na rozdil od jednodruhovych, (hovézi,
veptovy) které mohou byt chapany jako vedlejsi produkty s ur¢itym dalSim vyuzitim.

Material a metody

Kafilerni tuk byl odebran v kafilerii Agris s.r.o., Medlov. Tento tuk je ziskdvan prevazné
z veptového a hovéziho odpadu s menSim mnozstvim ostatnich zivociSnych tukd. Zpracovani
zahrnuje expanzni suseni, separaci za vysokého tlaku a teploty a kone¢né ochlazeni. Byl odebran
vzorek z useku separace tuki; v okamziku odbéru byl tekuty, o teploté cca 80°C. V této kafilerii
je tuk ziskavan nasledujicim zptsobem. Zivo¢isny odpad se umisti do kontejneru a rozseka na
kousky cca 5 cm. Hrubé zpracovani tohoto materidlu se provadi pii 135°C za tlaku 3 atm po dobu
20 min. Poté se postupné snizuje tlak, a tim se material vysusi (odpaii se voda). Takto vysuseny
material se zahieje na 80 °C a za tlaku 300 atm se vylisuje tuk. Tento tuk je tekuty a pozdéji
ztuhne (pii 40 — 50 °C).Takto ziskany tuk ma pon¢kud jiné vlastnosti nez jednodruhové tuky

Vlastni esterifikace byly provadény v kulatych bankach, zahiivanim pod zpétnym
chladicem na vodni lazni. Obsah mastnych kyselin byl sledovan metodou kapilarni plynové
chromatografie metodou dle Bannona (1985) na chromatografu Hewlett — Packard 6890 N.
Methanol, diethylether, hexan a kyselina sirova byly od firmy Lach — Ner, s.r.o., Ceska republika.
Standardy methylestertt mastnych kyselin byly od firmy Sigma.

Experimentalni ¢ast

Studium optimalizace kyselé transesterifikace kafilerniho tuku

Na zékladé vysledki z loniského roku byly dale optimalizovany hlavni proménné, a to
mnozstvi katalyzatoru, pomér metanolu k tuku, reak¢éni teplota a i doba reakce, které maji zasadni
vliv na produkci metylestert (tj. biopaliva) z tuku.

Transesterifikacni reakce byly provadény v 500 ml kulatych baiikach se zabrusem na
vodni ldzni pod zpétnym chladicem. K reakci byly pouzivany 2 g tuku, ke kterému byl pfidan
metanol a jako katalyzator koncentrovana kyselina sirova. Obsah baiiky byl dobie promichéan, a
poté zahiivan na vodni lazni po testovanou dobu. Reakce byla ukoncena ochlazenim v ledové
vodé. V reakeni bance se vytvoii 2 vrstvy, které se daji od sebe dobie oddé€lit. Spodni vrstva
obsahuje pfipadné nezreagovany tuk a surovy glycerin, horni vrstva metylestery v metanolu.
Spodni vrstva byla oddélena, horni pfevedena do destilacni bailkky a byl z ni oddestilovan
metanol. Ze ziskaného odparku byly metylestery vytiepany dietyletherem. Etherovy roztok byl
promyt nékolikrat malym mnozstvim vody v délici nalevce do dosazeni neutralniho pH vodni
vrstvy. Po neutralizaci a dikladném oddéleni byl etherovy roztok vysusen pomoci vyzihaného



bezvodého siranu sodného filtraci pies filtracni papir s vrstvickou tohoto siranu do destila¢ni
banky s kulatym dnem. Etherovy roztok byl dale odpafen na rotacni vakuové odparce pfi teploté
lazné cca 30°C a zbytek Setrné€ vyfoukan jemnym proudem dusiku k suchu. Tento zbyly produkt
byl zvazen. Vaha tohoto olejového odparku jiz ptedstavuje hrubé mnozstvi ziskanych
metylesterti. Pfesn¢ byly metylestery stanoveny v tomto produktu metodou kapilarni plynové
chromatografie po ziedéni hexanem. Podminky analyzy byly nasledujici:

Plynovy chromatograf: 6890N

Nastiik: SPLIT T=240°C

Detektor: FID T=280°C

Nosny plyn: dusik, pratok 0,8ml/min, 30°C.

Kolona: DB-23, 60m, 0,25mm, 0,25um.

Teplotni program: T=160°C, 1 min, 2°C/min do 230°C, 20°C/min do 160°C
Celkova doba analyzy: 36 minut.

Nasttik na GC : autosampler, 1pl

Na zaklad¢ predbéznych vysledkl v lonském roce byly dale ovéfovany a optimalizovany
jednotlivé proménné parametry. VIiv mnozstvi kyseliny sirové jako katalyzatoru byl tedy
sledovan pfi nizsi koncentraci metanolu k tuku, a to v poméru 10:1 (w/w) od 1 do 5% (v/w)
kyseliny sirové na tuto smes. Transesterifikace probihala po dobu 7 hod pfi teploté¢ 95°C. Vliv
mnozstvi metanolu, , byl sledovan v poméru 10:1 az 40:1(w/w) vztazeno na testovany tuk, pfi
mnozstvi kyseliny sirové jednak 2,0% (v/w) pocitano na smés pii nejbéznéji pouzivaném poméru
k tuku v naSich testech, a to 10:1, pfi teplot¢ 95°C po dobu 7 hod. Efekt vlivu teploty byl
studovan v rozsahu teplot 70 — 95 °C, po dobu 7 hod, pii mnozstvi metanolu 10:1 (w/w) a
koncentraci kyseliny sirové 2% (v/w) na tuto smes. Vliv ¢asu byl sledovan po dobu 3 az 7 hod pfti
mnozstvi metanolu 10:1 (w/w) opét pfi koncentraci kyseliny sirové 2% (v/w) na tuto smés a
teploté 95°C.

Optimalizace jednotlivych parametri je ddle znazornéna na obr. 1 az 4.
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obr.1. Vliv mnozstvi kyseliny sirové na prabéh esterifikace; metanol:tuk 10:1(w/w), 95°C, 7 hod

Na obr. ¢ 1 je znazornéna zavislost tvorby metylesteri na mnozstvi kyseliny sirové.
V tomto pifipadé ma zavislost zpocatku mirn€ stoupajici tendenci, optima dosahuje pfi
koncentraci 2 az 3% (v/w) ale pii dalSim zvySeni koncentrace jiz dochdzi k poklesu. Maximalni
dosazeny vytézek metylesterti, byl 762,0 mg/g v tomto ptipad€, coz €ini pii maximalnim vytézku
808,3 mg/g 94,3 % z celkovych moznych.
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obr.2. Vliv mnozstvi metanolu na tvorbu metylestert; 2% H,SOs, 7 hod, 95°C.

Na obr. €. 2 je znazornéna zavislost prebytku metanolu vzhledem k mnozstvi tuku pfi jiz
optimalizované koncentraci kyseliny sirové. Je ziejmé, Ze nejvyssich vysledkti bylo dosazeno pfi
niz$ich koncentracich metanolu. Pfi poméru metanolu vzhledem k testovanému kafilernimu tuku
10:1 (w/w) ¢inilo mnozstvi metylesterti 755,6 mg/g, coz representuje vytézek 93,4 %,
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obr.3. Rychlost tvorby methylestert z kafilerniho tuku v zavislosti na Case;
metanol:tuk 10:1, 2% H,SO,,95 °C.

Ve sledované oblasti ¢ast a za uvedenych optimalizovanych podminek (obr.3) je pribéh
zavislosti rychlosti tvorby ME u kafilerniho tuku zpoc¢atku linearni, ptfi zpomaleni v paté hodin¢ a
témét identicky v 6 a 7 hodiné. Maximalni vytézek je dosazen po 7 hod a ¢ini 765,8 mg/g tj.
94,7 % moznych ME.
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obr.4. Vliv reak¢ni teploty na tvorbu methylestert ; metanol:tuk 10:1(w/w), 2% H,SO,, 7 hod.
Z obr. ¢ 4 je zfejmé, Ze se vzrustajici teplotou roste i reak¢ni rychlost. Pfi teploté 95°C a
za uvedenych podminek bylo ziskano 760,6 mg ME z 1 g tuku, coz ¢ini za 7 hod 94,1% mozného

z hlediska ekonomického.



Na zékladé téchto vysledkl u naseho kafilerniho tuku byla navrzena celkova optimalizace
transesterifikacni reakce s nasledujicimi podminkami - mnoZzstvi metanolu k tuku 10:1(w/w),
mnozstvi kyseliny sirové 2 - 3% v/w vztaZzeno na reakéni smées, teplota reakce 90 - 95°C , doba
reakce 6-7 hod . Za téchto podminek bylo ziskano vzdy ptes 90 % moznych metylestera.

2.2. Vypracovani postupu enzymové transesterifikace Zivo¢iSnych tuki

Dle planu byla testovana moznost vyuziti dalsSiho zptisobu transesterifikace, a to za pouziti
enzymi. Jak zhodnoceni zdkladniho pribcéhu, tak naslednd optimalizace enzymaticky
katalyzované transesterifikace byly provadény piimo s pouzitim kafilerniho tuku, jako tuku, ktery
je nejvice zastoupen v zemedélskych odpadech. Z alkoholti vzhledem k vysoké reaktivité byl
pouzit opét metanol, z enzymu se jednalo o imobilizovanou lipasu.

Material a metody

Kafilerni tuk byl opét ziskan v kafilerii Agris s.r.o., Medlov. Pouzité lipasy (E.C.3.1.1.3)
Candida antarctica rekombinantni z Aspergillus niger byly od firmy Novozymes, a to komercné
imobilizovany Novozym 435 a volny Lipozyme CALB L, ktery byl imobilizovan na naSem
pracovisti. Aktivity lipas byly stanoveny modifikovanou metodou dle Humberta et al. (1997)
spertrofotometricky pfes nitrofenol, bilkoviny dle Hartree, (1972). Fenylmetanesulfonyl fluorid,
4-nitrofenylbutyrat a 4-nitrofenol byly od firmy Sigma, N,N-dimetylformamid od firmy Merck.

Pribéh transesterifikace byl opét sledovan metodou kapildrni plynové chromatografie na
chromatografu Hewlett — Packard 6890 N. Methanol, diethylether, hexan a kyselina sirova byly
od firmy Lach — Ner, s.r.0., Ceska republika. Standardy methylesterd mastnych kyselin byly od
firmy Sigma.

Experimentalni ¢ast
Imobilizace enzymu na vhodny nosic¢
K imobilizaci byl pouzita lipasa Lipozyme CALB L, jako nosi¢ byl vyuzit chitosan

z mycelia Aspergillus niger.

Priprava pelet

Mycelium Aspergillus niger bylo ziskdno zvyroby kyseliny citronové (Lachema
Kazngjov, CR.

Mycelidlni pelety byly promyty k odstranéni zbytkti kultivaéniho media (sacharosy,
mineralnich soli, kyseliny citronové a dalSich organickych kyselin).

Alkalicka extrakce



Primarni alkalickd extrakce otevird bunky a extrahuje vétSinu rozpustnych latek
z bunécného materidlu. Ke zvySeni ucinnosti této extrakce jsme pouzili pfidavek bakterialni
alkalické proteasy (Alcalase NOVO). 100 g suchého mycelia bylo suspendovano v 1000 ml 1M
Na,COs; obsahujici 1 g alkalické proteasy. Reakéni smés jsme michali 2 hod. pii 50°C. Mycelium
zbavené rozpustnych latek bylo potom promyto do neutrality a resuspenzovano v 0,2 M acetatu
pH 6,5.

Siteni extrahovaného mycelia

100 g mycelia bylo suspendovano v 800 ml pufru (0,2 M acetat pH 6,2) a ptidano 16 ml
25% roztoku glutaraldehydu. Reakce probihala 6 hodin pti pokojové teploté za michéni. Produkt
byl potom odfiltrovan a promyt nejprve stejnym pufrem a potom 0,1 M HCI. Po promyti
kyselinou byl kone¢ny produkt ziskan opakovanym promytim dest. vodou.

Konverze mycelialniho chitinu na chitosan

Chitin ziskany v piedeslé operaci byl hydrolyzovan na chitosan v prostfedi 2 M NaOH.
Chitin byl suspendovan v 2 M NaOH (100 ml na kazdych 20 g vlhkého chitinu a suspenze byla
michdna 4 hodiny pii 90°C. Chitosan byl pak dekantovan a opakované promyvan dest. vodou do
neutrality. Produkt byl uchovavan pii teploté do 10°C az do dalsiho pouziti.

Vazba lipasy na pelety chitosanu

50 g mycelia bylo suspendovano ve 250 ml 0,2 M acetatu pH 6,2. K suspenzi bylo piidano 25 ml
20% roztoku glutaraldehydu a suspenze byla michano 4 hodiny pfi pokojové teploté. Potom bylo
aktivované mycelium odfiltrovano a resuspendovano v dalSich 250 ml téhoz pufru. K suspenzi
bylo pfidano 10 ml lipasy (Liposyme Calb L) a byla michana dal$i 4 hodiny pii pokojové teploté.
Potom by konjugat odfiltrovan, dikladné promyt vodou a uchovavan pii teplot¢ do 10°C az do
dalsiho pouziti. Konjugat byl pak suspendovan v destilované vodé¢ a stabilizovan redukci LiAlH,
(2 g, 4 hodiny). Potom byl konjugat opét odfiltrovan, promyt destilovanou vodou a ulozen.

Orientacni ovéieni moznosti enzymové transesterifikace modelového ZivociSného tuku

Pro orientaéni ovéfeni enzymaticky katalyzované transesterifikace byla zvolena jiz
komer¢né imobilizovana lipasa Novozym 435. Vramci experimentdlnich podminek byly
sledovany hlavni proménné, a to pomér metanolu k tuku a mnozstvi enzymu, které maji zasadni
vliv na produkci metylesterti z tuku.

Transesterifikacni reakce byly provadény ve 100 ml kulatych batnikach se zabrusem na
tfepacce s vodni lazni. K reakci byl pouzivan 1g tuku, ke kterému byl pfidan metanol a testované
mnozstvi imobilizované lipasy. Obsah barky byl dobie promichan, a poté temperovan za tfepani
po testovanou dobu. Reakce byla ukoncena ochlazenim v ledové vodé a kvantitativnim
oddélenim metanolové vrstvy od imobilizovaného enzymu. Dalsi postup vcetné analyzy byl
stejny jako u kyselé esterifikace.

Vliv mnozstvi enzymu byl sledovan pfi koncentraci metanolu k tuku v poméru 1:1 (w/w)
a od 20 do 80% (w/w) lipasy vztaZzeno na tuk. Transesterifikace probihala po dobu 7 hod pfi
teploté 40°C. Vliv mnozstvi metanolu, byl sledovan v poméru 0,5:1 az 15:1(w/w) vztaZzeno na



testovany tuk, pii mnozstvi enzymu 30% (v/w) na tuk a teploté 40°C po dobu 7 hod. Vysledky
jsou znazornény na obr. 5 a 6.
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obr.5. Vliv mnozstvi Novozym 435 na pribéh esterifikace; metanol:tuk 1:1(w/w), 40°C, 7 hod

Na obr. ¢ 5 je zndzornéna zavislost tvorby metylesterii na mnoZzstvi enzymu. V tomto
piipad€ ma zavislost stoupajici tendenci, ale pii zvySeni koncentrace z 0,7g na 0,8g jiz dochazi ke
snizeni tvorby pravdépodobné v disledku jiz nedostatecného promichavani reakéni smési.
Maximalni vytézek metylesterti, byl v tomto pfipad¢ ziskan pti koncentraci enzymu 0,7g, ktery
¢inil 185,9 mg/g tuku, coZ je pii maximalnim vytézku 808,3 mg/g 23,5 % z celkovych moznych.
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obr.6. Vliv mnozstvi metanolu na tvorbu metylesterti; 0,3g Novozyme 435, 7 hod, 40°C.

Na obr. €. 6 je zndzornéna zdvislost mnozstvi metanolu na tvorbu metylesterii. Nutny
minimalni pomér metanolu k tuku je 1:1, dalSim zvySovanim koncentrace metanolu jiz dochazi
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ke snizeni tvorby metylesterd. Maximalni vytézek metylestert, ktery ¢inil 95,7 mg/g tuku byl
v tomto piipad¢ tedy ziskdn pii poméru metanolu:tuk 1:1, a je 11,8 % z celkovych moznych.

Timto orientanim ovéfenim bylo zjiSténo, Ze enzymova tranasesterifikace kafilerniho
tuku timto typem lipasy je mozna a bylo v dalsi praci pfistoupeno k jeji optimalizaci.

Optimalizace enzymové transesterifikace ZivocisSného tuku, ktery je nejvice zastoupen
v zemédélskych odpadech

Optimalizace enzymaticky katalyzované transesterifikace byla provaddéna ve stejném
pristrojovém usporadani jako predchozi orientacni ovéfeni. Pro tyto pokusy byla pouzita jednak
jiz predem testovand komercné imobilizovana lipasa Novozym 435 (aktivita 1042 U/g) a dale
lipasa Lipozyme CALB L imobilizovand v nasi laboratoii na chitosan (aktivita 1020 U/g).
V ramci experimentalnich podminek byly dale sledovany hlavni proménné, a to pomér metanolu
k tuku a mnozstvi enzymu vzhledem k reak¢nim teplotdm, nebot’ aktivita enzymu je velmi
zavisla na pouzité teploté a ma tedy velky vliv na produkci metylesterii z tuku. Nakonec byl
testovan 1 Casovy prubé¢h reakce. Nejprve byl tedy optimalizovan vliv mnozstvi enzymu
vrozsahu teplot 30 az 60°C pii koncentraci metanolu ktuku vpoméru 1:1 (w/w).
Transesterifikace probihala po dobu 7 hod. Vliv mnoZstvi metanolu, byl na zéklad¢ piedchozich
vysledkt sledovan v poméru 1:1 az 10:1(w/w) vztazeno na testovany tuk, pfi mnozstvi enzymu
60% (v/w) na tuk a teplotach 30 a 40°C po dobu 7 hod. Nakonec za optimalizovanych podminek
byl sledovan ¢asovy priibéh transesterifikace. Vysledky jsou zndzornény na obr. 7 az 9.

Novozym 435
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obr.7. Vliv mnozstvi lipasy Novozym 435 pii riznych teplotach na prubéh esterifikace; metanol:tuk
1:1(w/w), 7 hod

Z vysledki je patrné, Ze jak mnozstvi enzymu tj. pfitomna aktivita, ale predevSim pouZzita
teplota maji vyrazny vliv na tvorbu metylester. Priitb¢h reakce je pii vSech teplotach podobny,
ovSem se zvysujici se teplotou dochazi k vyrazné inaktivaci enzymu. Maximalni vytézek byl
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dosazen pfi nejvyS$im mnozstvi enzymu (0,8g) a nizké teplot¢ 30°C, a to 438,8 mg/g tj. 54,3%
moznych ME.
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obr.8. Vliv mnozstvi metanolu na tvorbu metylesterti pfi riznych teplotach; 0,6g Novozyme 435, 7 hod.

Pii testovani

mnoZzstvi metanolu bylo jiz pouzité optimalizované mnoZstvi enzymu a

nizsi teploty, pii kterych nedochézi k inaktivaci enzymu. Nejlepsi vysledky byly opét dosazeny
pii nizsi teploté. Maximalni vytézek metylestert, ktery ¢inil 414,8 mg/g tuku byl v tomto ptipadé
tedy ziskéan pfi poméru metanolu:tuk 1:1 a teploté 30°C, ato 51,3 % z celkovych moznych.
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obr.9. Rychlost tvorby methylesterti z kafilerniho tuku pfi riznych teplotach;
metanol:tuk 1:1, 0,7g Novozyme 435.
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Z obr. ¢ 9 je zfejmé, ze prodlouzeni ¢asu ze 7 na 24 hod na dalsi tvorbu metylesteri nema
vliv. Opét se potvrdilo, ze se zvysenim teploty ze 30 na 40°C dochazi ke snizeni vytézku.
Maximalniho vytézku bylo dosazeno tedy pii teplot¢ 30°C jiz po 7 hodinové reakci, a to pies
420 mg ME z 1 g tuku, coz ¢ini pies 52% mozného vytézku.

Lipozyme CALB L — chitosan

Stejnym zplisobem byla testovana i lipasa Liposyme CALB L imobilizovana na chitosan.
Vysledky jsou shrnuty v nasledujicich tabulkach.

70

e —
:2 w0c = "
/

(o]
S 40
£ 30°C &
w 30
=

20

10

0 T T T T T T

0 0.1 0.2 0.3 0.4 05 0.6 0.7

mnozstvi enzymu (g)

obr.10. Vliv mnozstvi lipasy Liposyme CALB L — chitosan pfi riznych teplotach na prubéh esterifikace;
metanol:tuk 1:1(w/w), 7 hod

Na zékladé téchto vysledki je patrné, ze mnozstvi enzymu tj. pfitomnd aktivita ma urcity
vliv, i kdyz ne vyrazny na tvorbu metylestert z kafilerniho tuku, nebot’ vytézky maji podobné
nizké vytézky. Maximalniho vytézku bylo v tomto ptipad¢ dosazeno pii teploté 40°C a mnozstvi
navazaného enzymu 0,5g a to 64,8 mg/g, coz ¢ini pouhych 8%.
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obr.11. VIiv mnozstvi metanolu na tvorbu metylesterti pfi ruznych teplotach; 0,6g Liposyme CALB L -
chitosan, 7 hod.

Pii testovani mnoZstvi metanolu bylo jiz pouzité optimalizované mnozstvi enzymu a
teploty 30 az 50°C. Vysledky byly opét velmi nizké. Maximalni vytézek metylestert, ktery ¢inil
69,1mg/g tuku byl v tomto ptipadé tedy ziskan pii poméru metanolu:tuk 1:5 a teploté 40°C, a to
8,5 % z celkovych moZnych.
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obr.12. Rychlost tvorby methylesterti z kafilerniho tuku; metanol:tuk 1:5, , 0,6g Liposyme CALB L —
chitosan, 40°C.

Zobr. ¢ 12 je ziejmé, Ze prodlouzenim casu ze 7 na 15 hod lze dosahnout ponckud
vyssiho vytézku metylesterti, coz ale nema prakticky vyznam, nebot” celkovy vytézek v ptipadé
tohoto enzymu je opét nizky. Mezi 15 a 24 hodinou se pohyboval vytézek od 91,7 az 94,8 mg
metylesterti, coz ¢ini 11,3 az 11,7 % mozného vytézku.
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Na zéklad¢ vysledkli enzymové transesterifikace kafilerniho tuku je mozno konstatovat,
ze u obou testovanych enzymu bylo dosazeno odlisnych vysledkti. U lipasy Novozym 435 se
optimalizaci podafilo dosdhnout konverze 51 az 54% mozné a pro dosazeni této konverze lze
doporucit tyto podminky: 30°C, pomér metanol:tuk 1:1 (w/w), 60 az 80% enzymu na tuk a 7
hodin reakce jako dostate¢ny Cas. U druhého enzymu se optimalizaci nepodafilo dosdhnout
uspokojivé konverze, pouze hodnoty pies 11% po 15 hodindch reakce, coZz nemd prakticky
vyznam.

Diskuze

Dle planu byl vroce 2008 optimalizovan postup kyselé transesterifikace zivocisného
tuku, ktery ptrichazi v ivahu jako nejvyznaméjsi, coz je tuk kafilerni, jak co do mnozstvi, tak do
vliv na transesterifikaci tukd je molarni pomér metanolu k triglyceridiim, typ a mnozstvi
katalyzatoru , reak¢ni teplota a také reakcéni cas Teoreticky stechiometricky kompletni
transesterifikace dle reakce je mozna pfi molarnim poméru metanolu k triglyceridim 3:1 pii
vytézku 3 moly metylesterti a 1 mol glycerolu. Nicmén¢ jiz diive citované prace ukazaly, ze pfi
tomto pomeéru je reakcni rychlost velmi pomaléd a k posunu rovnovahy reakce smérem k tvorbé
esterl je potfeba pouzit vyrazny piebytek metanolu. Na rozdil od pocatecnich vysledka
v minulych letech se optimalizaci podafilo snizit mnozstvi metanolu z30:1 na 10:1(w/w)
vztazeno na tuk, kdy bylo také dosazeno vytézku ptes 90%. Tomuto snizeni koncentrace
metanolu odpovida 1 niz$i optimalni koncentrace kyseliny sirové. Jednd se o snizeni ze 4% na
2-3% pii stejné vytéznosti pres 90% moznych metylesterti. Optimalizaci koncentrace
katalyzatoru a sniZenim mnoZzstvi metanolu se podafilo dale dosdhnout konverze pies 90% jiz
v krat§im case tj. 6-7 proti 9 hodinam v lofiském roce véetné mozného snizeni teploty maximalné
na 90 °C. Pii nizSich teplotach by jiz bylo nutné pracovat s velmi dlouhymi reakénimi cCasy.
Pomérn¢ dobra reaktivita dosazend za uvedenych podminek je zpisobena pravdépodobné
uvolnénymi mastnymi kyselinami po drastickém zpracovani tohoto tuku v kafilerii. Cislo
kyselosti kafilerniho tuku bylo 23,63 mg KOH/g tuku, na rozdil od vepfového tuku testovaného v
predchozim roce, ktera c¢inila 1,87 mg KOH/g tuku. Optimalni podminky pro kyselou
transesterifikaci testovaného kafilerniho tuku jsou tedy: metanol: tuk 10:1 (w/w), koncentrace
kyseliny sirové 2-3% (v/w) vztaZzeno na reakéni smés, teplota 90-95°C a nutné doba pro vytézek
ptes 90% metylesterti 6-7 hodin.

Déle byl vtomto roce zhodnocen =zakladni pribéh a optimalizace enzymové
transesterifikace kafilerniho tuku. Byly testovany dva enzymy, a to komeréné imobilizovana
lipasa Novozym 435 a lipasa Lipozyme CALB L imobilizovand v rdmci tohoto projektu na
chitosan. Co se tyCe enzymu Novozym 435 optimalizaci doporucené podminky jsou v nizsi
hladiné metanolu, a to metanol:tuk 1:1, pfi vysSich koncentracich metanolu dochazi k poklesu
vytéznosti reakce, coz miize byt pravdépodobné zplsobeno inaktivaci enzymu. Déle bylo
optimalizaci zjiS§téno, ze pro konverzi je potieba pomérné vysoké mnozstvi enzymu, a to 60-70%
z mnozstvi transesterifikovaného tuku, pifi nizS§ich mnozstvich tohoto imobilizovaného enzymu
ucinnost konverze klesa. BohuZzel cena tohoto enzymu je vysoka, a to 1213 EUR/kg coz by
v ptipad¢ ptiznivych vysledki vyrazné¢ zvySovalo cenu. Na druhé stran¢ je nejvhodnéjsi
ekonomicky vyhodnd nizka teplota 30°C, nebot pii vysSich teplotdch dochazi k inaktivaci
prodluzovanim az na 24 hodin jiz k dalSimu narustu tvorby metylesterit nedochazi. Optimalni
podminky pro tento enzym jsou: metanol:tuk 1:1 (w/w), mnozstvi enzymu 60-70%, teplota 30°C

15



a ¢as 7 hodin. Timto zpisobem transesterifikace, za pouziti lipasy Novozym 435 bylo dosazeno
maximalniho vytézku mirné ptes 50%, coz neumoziuje praktické vyuziti této metody. Co se
ty¢e druhého enzymu Lipozyme CALB L imobilizovany na chitosanu jsme také optimalizovali
podminky pro ziskani co nejvyssiho stupné konverze. Optimalni podminky pro tento enzym byly
odli$né, a to: metanol:tuk 1:5 (w/w), mnozstvi enzymu 50-60%, teplota 40°C a cas 15 hodin. I
kdyz tyto podminky vyzaduji vétsi mnozstvi metanolu, vyssi teplotu a Cas, nebylo mozné
dosdhnout vyssich vytézkli nez 11%, coz zcela vyluuje vyuziti enzymové transesterifikace
s pouzitim tohoto enzymu.

Na zakladé ziskanych vysledki jak z lofiského tak z letoSniho roku doporucujeme pro
prace ve vétsich objemech optimalizovanou kyselou esterifikaci.

2.3. Vybér vhodného tuku a doporuceni vhodného transesterifika¢niho postupu pro
technologicky postup transesterifikace

Pro vyrobu biodieselu z zivoc¢isnych tukt je k disposici pfedevsim smésny kafilerni tuk,
ktery jako jediny je odpadem a v ptipad¢ jeho vyuziti je tedy vhodnou druhotnou surovinou pro
vyrobu biopaliva. Jednodruhové zivocisné tuky (hovézi, veprovy) nejsou odpadem, ale spise
surovinou v ramci raznych primyslovych odvétvi. od V ramci transesterifikacnich postupt
zpracovani kafilerniho tuku na biopaliva byla vramci projektu studovédna transesterifikace
kysela, alkalicka a enzymova.

V ptipadé kyselé transesterifikace bylo Upravou podminek dosazeno vytéznosti 90 az
100%, v ptipadé alkalické transesterifikace maximalné 45% vytéznosti a v pfipadé¢ enzymové
transesterifikace mirn¢ pres 50%. Tento vysledek je dan pravdépodobné skutecnosti, ze kafilerni
tuk obsahuje na rozdil od jednodruhovych tuki, jak zivociSnych tak rostlinnych, nejvétsi
mnozstvi volnych mastnych kyselin, ¢emuz je nutno pfisplisobit i pouzitou technologii. Z téchto
divodi vzhledem k vytéznosti piichazi v avahu pouze kysela transesterifikace. Na zdklad¢
soucasnych vysledkl projektu by byly mozné z ekonomickych divodu i rizné kombinace téchto
metod, nebot’ maji napft. rizné energetické naroky. Pro tento tuk jako prvni stupen reakce je ale
nezbytné doporucit kyselou transestetrifikaci.

Vhodny transesterifika¢ni postup pro technologicky postup transesterifikace kafilerniho
tuku je za téchto podminek: metanol: tuk 10:1 (w/w), koncentrace kyseliny sirové 2-3% (v/w)
vztazeno na reakéni smés, teplota 90-95°C a nutnd doba pro vytézek pies 90% metylestert 6-7
hodin. Tento postup bude vyuzit pro dalsi praci v roce 2009 za ucelem ziskani vétsStho mnozstvi
produktu pro dalsi praci v roce 2009.

Priblizny odhad nakladu na vyrobu biopaliv z kafilerniho tuku metodou kyselé transesterifikace:

Viychozi predpoklady:
Optimalni podminky zjiSténé pro transesterifikaci kafilerniho tuku byly:
1. pomér metanol:tuku = 10:1(w/w)
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2. koncentrace kyseliny sirové (2-3% v/w) z reakéni smési pro vypocet 2%

3. teplota (90 — 95°C) pro vypocet pouzijeme 90°C

4. doba reakce (6 — 7 hodin) pro vypocet pouzijeme 7 hodin

5.predpokladana primeérna spotieba energie k zahtati na 90°C a udrzovani této teploty pfi
objemu 11 (zavisi na zpisobu ohfevu a tepelné vodivosti/isolace nadoby) je 50 W

Vypocet:
Pro 1 kg kafilerniho tuku:
tuk: 8,- K&/kg tj.

naklady jednotkova cena | mnozstvi cena celkem

kafilerni tuk 8,- K¢/kg 1 kg 8,00 K¢

metanol Cisty 38,- K¢/l 10 kg (regenerace 9,68 K¢
98%) (12,74 1)

kyselina sirova Cistd 64,- K¢/l 0,221 14,08 K¢

energie 4,07 -K¢ /kWh S50W x12,741x7 = 18,15 K¢
4, 459 kW

pracovni ¢as 75,-/hod 7 hod., vytizeni 20%

celkem na 1 kg tuku 49,91 K¢

Ceny metanolu a kyseliny sirové jsou pro chemikalie ¢isté pro maloodbératele tj. pii odbéru 10 1
pfi jednorazovém nakupu, pti odbéru technickych chemikalii a ve vétSich objemech dojde

k vyraznému sniZeni ceny.

Pfi regeneraci metanolu Ize snizit ndklady na tuto polozku, je vSak nutno pocitat se zvySenymi
naklady na samotnou regeneraci. Podle G¢innosti regenerace lze pocitat s opétovnym pouzitim az
98% metanolu s tim, ze ¢im vysSi je stupenn regenerace, tim veétsi jsou naklady na destilaci
(reflux).

Cena elektrické energie podle ceniku CEZ. Mzdové naklady nejsou zapoéteny, protoze jsou
zavislé na objemu vyroby. Podobné naklady na energii rozhodujicim zptisobem ovlivitluje pomér
objemu/povrch a tepelnd vodivost nadoby. Pfi praci ve vétSich reaktorech je mozno docilit
sniZeni energie na jednotku. Z téchto divodi mize byt odhad jen pfiblizny. Skute¢né néklady je
mozné zjistit pouze na zéklad¢ konkrétniho projektu.

2.4. Prezentace na konferenci a vypracovani ¢lanku do sborniku, vypracovani
¢lanku do odborného recenzovaného periodika

V roce 2008 byly vysledky z tohoto projektu prezentovany na 2 konferencich s plnym

znénim ve sbornicich a dale bylo vypracovdno né¢kolik ¢lanktt do odbornych recenzovanych
periodik.

17



1)

2)

3)

4)

Proskova A., Kucera J., Kopicova Z.: Vyuziti odpadnich zivocisnych tukt jako
druhotnych surovin pro vyrobu biopaliv, XXXIX. Symposium o novych
smerech vyroby a hodnoceni potravin, 26.- 28.5.2008, Skalsky Dvtr, ISSN
1802-1433, str. 301-305.

Kucera J., Proskova A., Kopicova Z., Skarkova L.: Vyuziti kafilerniho tuku
k vyrobé Dbiopaliva, III. Rocnik mezinarodni konference: Odpady
biodegradabilni — energetické a materidlové vyuziti, 6.11.2008, MZLU v Brné,
ISBN 978-80-7375-229-3, 6 stran.

Proskova A., Kucera J., Kopicova Z.: Vyuziti odpadniho kafilerniho tuku
k vyrob¢ biopaliva, Odpadové forum ( Z védy a vyzkumu — recenzovana
rubrika Casopisu Odpadové forum), ISSN 1212-7779, 9, 12, 2008, str. 24 — 26.

Proskova A., Kopicova Z., Kucera J., Skarkova L.: Acid catalyzed
transesterification of animal fat, Research in Agricultural Engineering, ISSN
1212-9151, 55, 1, 2009.

3. Literatura

- Al-Zuhair S.: Biotechnology Progress, 21, 5,1442-1448, 2005.

- Bannon C.D., Craske J.D., Hilliker A.E.: JAOAC, 62, 1501 -1507, 1985.

- Canakci M.: Bioresource Technology , 98, 183-190, 2007.

- Carter C., Finley W., Fry W., Jackson D., Willis L.: European Journal of Lipid Science and
Technology, 109, 307-314, 2007.

- Hartree E.F.: Analytical Biochemistry, 48, 2, 422, 1972.

- Hsu A.F., Jones K., Foglia T.A., Marmer W.N.: Biotechnology and Applied Biochemistry, 36,

181-186, 2002.;

- Humbert G., Guingamp M.F., Linde G.: Journal of Dairy Research, 64, 465-469, 1997.

- Kése O., Tiiter M., Aksoy H.A.: Bioresource Technology, 93, 125-129, 2002.

18



- Montgomery R.: Bioresource Technology, 91, 1-29, 2004.
- Noureddini H., Gao X., Philkana R.S.: Bioresource Technology, 96, 769-777, 2005.

- Oliveira L.S., Franca A.S., Camargos R.R.S., Ferraz V.P.: Bioresource Technology, 99,
3244-3250, 2008.

- Royon D., Daz M., Ellenrieder G., Locatelli S.: Bioresource Technology, 98, 648-653, 2007.
- Shah S., Sharma S., Gupta M.N.: Energy Fuels, 18, 1, 154-159, 2004.
- Stein K..: Journal of American Dietetic Assocation, 107, 1870, 1872-1876,1878, 2007.

- Watanabe Y., Shimada A., Sugihara A., Tominaga Y.: JAOCS, 78,7, 703-707, 2001.

19



