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1. Uvod 

 

OgraničeŶe količiŶe fosilnih goriva i jačaŶje svijesti o njihovom štetŶom djelovanju na okoliš 

doveli su do potrebe za potražŶjom alternativnih i obnovljivih izvora energije. Biodizel je 

biorazgradivo, netoksično, ekološki prihvatljivo, tekuće gorivo koje ŵože uspješŶo zamijeniti 

fosilno dizelsko gorivo. Međutim, uobičajeni postupak proizvodnje biodizela 

transesterifikacijom biljnih ulja i metanola uz prisustvo kemijskih katalizatora ima nekoliko 

nedostataka kao što su visoki proizvodni troškovi, nastajanje nusproizvoda sporednim 

reakcijama te potreba za neutralizacijom katalizatora i izdvajanjem nastalog glicerola iz 

reakcijske smjese (Meher i sur., 2006; SiŶčić, 2008; Rajalingam i sur., 2016). Upravo ovo su 

ključni razlozi za proŶalažeŶje alternativnih tehnologija proizvodnje biodizela. 

 

Jedno od mogućih rješeŶja je primjena novih oblika katalizatora – biokatalizatora, odnosno 

lipaza. Lipaze omogućuju dobivanje željeŶog produkta u visokim omjerima, sposobne su 

djelovati u blagim procesnim uvjetima pri čemu ne nastaju nusprodukti te je izdvajanje 

nastalih željeŶih produkata iz reakcijske smjese nezahtjevno. Međutim, unatoč relativno 

velikom broju dostupnih komercijalnih lipaza, industrijska primjena ostaje ograničena zbog 

visoke cijene pojedinih lipaza koje uvjetuju cijenu konačŶog proizvoda, a koji je nerijetko 

skuplji u odnosu na one dobivene konvencionalnim tehnologijama proizvodnje (Ognjanović i 

sur., 2010; YüĐel i sur., 2012). 

 

U okviru ovog diplomskog rada provedena je ďiotehŶološka karakterizacija Amano lipaza iz 

bakterija Burkholderia cepacia i Pseudomonas fluorescens te ispitana njihova biokatalitička 

sposobnost sinteze biodizela pri eksperimentalno određenim pH optimumu  i  optimalnoj 

temperaturi. Eksperimentalni dio proveden je na Prehrambeno‐tehŶološkom fakultetu Osijek 

u Laboratoriju za procesno iŶžeŶjerstvo. 
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2.1. LIPAZE 
 

Lipaze (triacilglicerol‐acilhidrolaze, EC 3.1.1.3) su enzimi koji kataliziraju hidrolizu 

triacilglicerola do diacilglicerola, monoacilglicerola, masnih kiselina i glicerola. To su svestrani 

biokatalizatori koji osim hidrolize triacilglicerola, pri pogodnim okolišŶim/reakcijskim uvjetima 

kataliziraju i reakcije esterifikacije, interesterifikacije, acidolize i aminolize. Prema tome, imaju 

potencijal primjene u industriji deterdžeŶata, tekstila, masti i ulja te kozŵetičkoj, 

farmaceutskoj i prehrambenoj industriji (Houde et al., 2003; Ognjanović i sur., 2010). 

 

Lipaze predstavljaju važŶu skupina biokatalizatora koje imaju značajŶu primjenu u 

ďiotehŶološkiŵ procesima. Jedne od njihovih ŶajvažŶijih karakteristika su supstratna i 

reakcijska selektivŶost/speĐifičnost na temelju kojih se ŵože usmjeriti odvijanje reakcije i 

dobivanje čistog proizvoda u visokom prinosu. Lipaze pokazuju supstratnu speĐifičnost prema 

svojim supstratima preko tri različita aspekta: vrsti lanca masne kiseline (zasićeŶe ili 

Ŷezasićene masne kiseline), položaju cijepanja esterske veze na okosnici glicerola 

(regiospecifičnost) i stereoizomera estera (očituje se u djelovanju enzima samo na jednom od 

dva moguća stereokemijska oblika supstrata). Lipaze koje se nalaze u slobodnom ili 

imobiliziranom obliku mogu se klasificirati u dvije skupine prema njihovoj regiospecifičnosti, 

odnosno prema položaju cijepajuće veze (Slika 1) (Muralidhar i sur., 2002; Ognjanović i sur., 

2010; Güzel, 2012). 

 

 

 
 

 
 

Slika 1 Hidroliza triacilglicerola djelovanjem nespecifične i 1,3‐speĐifične lipaze (Preuzeto i 

prilagođeno iz rada Ali i Elozeiri, 2017) 



2. Teorijski dio 

5 

 

 

 

Prvu skupinu čine pozicijski ŶespeĐifične lipaze koje cijepaju sve tri esterske veze, odnosno 

dolazi do potpune razgradnje triacilglicerola do glicerola i slobodnih masnih kiselina. Drugu 

skupinu predstavljaju 1,3‐speĐifične lipaze koje kataliziraju samo hidrolizu primarnih esterskih 

veza pozicioniranih na C1 i C3 atomima glicerola (Grbavčić, 2014). Kao primjer ove dvije 

skupine, mogu se navesti lipaze korišteŶe u ovom diplomskom radu: lipaza iz Burkholderia 

cepacia koja se ubraja u regioŶespeĐifične lipaze, te lipaza iz Pseudomonas fluorescens koja se 

ubraja u 1,3‐speĐifične lipaze. 

 

 

2.1.1. Lipaza iz Burkholderia cepacia 
 

Lipaza iz Burkholderia cepacia, poznata kao i Pseudomonas cepacia lipaza, komercijalni je 

enzim i jedan je od Ŷajčešće korišteŶih biokatalizatora u ďiotehŶološkiŵ procesima, kao što 

su esterifikacija, hidroliza i transesterifikacija. Polipeptidni lanac ove lipaze sastoji se od 320 

aminokiselinskih ostataka, a molekulska masa joj iznosi 33 128 g/mol. Za katalitičku aktivnost 

ovog enzima zadužeŶi su ostatci aminokiselina serin, histidin i asparaginske kiseline (Slika 2). 

RašireŶa primjena ove lipaze posljedica je njene temperaturne stabilnosti i tolerancije na 

različita otapala, uključujući alkohole s kratkim lancem (1‐4 atoma ugljika) (Sanchez i sur., 

2017). Aktivna je u pH rasponu od 4,0 do 10,5 te u temperaturnom rasponu od 30 do 85 °C. 

Upravo iz gore navedenog lipaza iz bakterije Burkholderia cepacia ima veliki potencijal za 

uporabu kao biokatalizator u proizvodnji biodizela. 

 

 
Slika 2 Struktura Burkholderia cepacia u otvorenoj aktivnoj konformaciji (Sanchez i sur., 

2018) 
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2.1.2. Lipaza iz Pseudomonas fluorescens 
 

Lipaza iz Pseudomonas fluorescens komercijalni je enzim molekulske mase 32 000 g/mol i 

često korišteŶ biokatalizator u ďiotehŶološkim  procesima, prvenstveno u reakcijama 

transesetrifikacije. Aktivna je u pH rasponu od 5,0 do 11,0 te u temperaturnom rasponu od 5 

do 5ϱ °C. 
 

Slično drugim slobodnim enzimima, lipaza iz Pseudomonas fluorescens ima nekoliko 

nedostataka, poput loše stabilnosti i nemogućnosti višekratne upotrebe, koji se mogu 

poďoljšati imobilizacijom lipaze (Dwivedee et al., 2017). 

 

 

2.2. BIODIZEL 
 

Biodizel je smjesa metilnih estera masnih kiselina (FAME) koja se proizvodi od biljnih ulja 

(jestivih i nejestivih) ili životiŶjskih masti, a ŵože se koristiti kao biogorivo u dizelskim 

motorima (Uredba o kakvoći biogoriva, NN 141/2005, NN 33/2011). Sukladno hrvatskoj normi 

HRN:EN 14214 udio metilnih estera masnih kiselina u biodizelu iznosi minimalno 96,5% (m/m). 

 

Biodizel je ekološki prihvatljivo biogorivo prvenstveno zbog upotrebe obnovljivih sirovina za 

njegovu proizvodnju. Naime, izgaranjem fosilnih goriva oslobađa se ugljikov dioksid (CO2) koji 

kao staklenički plin Ŷajviše doprinosi globalnom zagrijavanju. Suprotno tome, sagorijevanjem 

biodizela u atmosferu se vraća ona količiŶa CO2 koju je biljka potrošila procesom fotosinteze 

iz atmosfere ;Budžaki i Miljić, 2017). 

 

Proizvodnja i upotreba biodizela imaju niz prednosti. IspušŶi plinovi nastali tijekom izgaranja 

biodizela sadrže znatno manje ugljikova monoksida (CO), sumporovog dioksida (SO2), 

neizgorenih ugljikovodika, čađi i policikličkih aromata, nego u slučaju fosilnih goriva. Biodizel 

ima znatno bolju mazivost od fosilnog dizela, više plaŵište (iznad 100 °CͿ što osigurava sigurniji 

rad i skladišteŶje, ŵože se koristiti u postojećiŵ dizelskim motorima te smanjuje ovisnost 

mnogih zemalja o uvozu nafte (Gerpen, 2005). 

 

Međutim, uz navedene prednosti posjeduje i neke nedostatke. Za razliku od fosilnih goriva, 

biodizel ima znatno manji sadržaj energije i sagorijevanjem se oslobađa veća koncentracija 

dušikovih oksida (NOx). Najveći problem predstavlja proizvodnja biodizela iz sirovina 

predviđenih za ljudsku prehranu, čime se povećava cijena i smanjuje dostupnost hrane. 
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Biodizel se ŵože koristiti u svom čistom obliku (B100) ili ŵiješati s fosilnim dizelskim gorivom 

u određenim omjerima. Smjese su označeŶe kao Bxx, pri čemu xx predstavlja postotak 

biodizela u ŵiješaŶoŵ gorivu. Najčešće mješavine biodizela su B2 (2% biodizel, 98% dizel), B5 

(5% biodizel, 95% dizel) te B20 (20% biodizel, 80% dizelͿ ;YüĐel et al., 2012). 

 

 

2.2.1. Sirovine u proizvodnji biodizela 
 

Biodizel se klasificira u generacije na temelju postupaka proizvodnje i vrste korišteŶih sirovina, 

iako nema točne tehničke definicije ;SiŶčić, 2014). 

 

U prvu generaciju ubraja se biodizel proizveden transesterifikacijom jestivih biljnih ulja i 

životiŶjskih masti. Jestiva biljna ulja poput suncokretovog, maslinovog, sojinog, palminog, 

kukuruznog te ulja sjemenki pamuka široko su korišteŶa u enzimskoj transesterifikaciji. U 

razvijenim zemljama jestiva ulja čine više od 95% sirovina za sintezu biodizela, budući da 

biodizel proizveden iz tih ulja ima svojstva vrlo slična dizelu na bazi nafte. Međutim, 

kontinuirana i velika proizvodnja biodizela iz jestivih ulja u posljednje vrijeme postavlja etičko 

pitanje, budući da se hrana koristi kao sirovina za proizvodnju goriva (Balat, 2011). 

 

Drugoj generaciji pripada biodizel proizveden iz nejestivih ulja ili otpadnih jestivih ulja/masti. 

Glavni izvori nejestivih ulja su Jatropha curcas (barbadoski orašćićͿ, Pongamia pinnata 

(karanja), Euphorbia lathyris (unakrsnolisna mlječika), Ficus elastica (kaučuk), Nicotina 

tabacuma (duhan) i Sapium sebiferum (kinesko lojno drvo), dok se u otpadna jestiva ulja i 

masti ubrajaju otpadno ulje nakon pripreme hrane te životiŶjske masti poput goveđeg i 

svinjskog loja. Preporuča se proizvodnja biodizela iz navedenih, alternativnih, sirovina koje 

nisu pogodne za daljnju upotrebu zbog prisutnosti toksičŶih tvari, a njihovo zbrinjavanje košta. 

Iako sirovine druge generacije običŶo ne utječu na opskrbu ljudi hranom te se mogu uzgajati 

u pustošiŵa koje nisu pogodne za prehrambene usjeve i dalje nisu dovoljno obilne da bi služile 

za intenzivnu proizvodnju biodizela. 

 

Sirovine za sintezu treće i četvrte generacije biodizela oďuhvaćaju biodizel podrijetlom iz 

mikro‐ i makro algi te geŶetički modificiranih algi i mikroorganizama koje predstavljaju 

najperspektivnije alternativne izvore lipida zbog visoke fotosintetske učinkovitosti proizvodnje 

biomase i produktivnosti u usporedbi s konvencionalnim usjevima. Pored njihove brze 

reprodukcije, lakše se uzgajaju u usporedbi s biljnim vrstama, mogu se uzgajati u okružeŶjiŵa 

koja nisu pogodna za uzgoj ostalih usjeva ;svježa, bočata i slana voda; neobradive površiŶe, 
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bioreaktori), daju veći prinos ulja za sintezu biodizela te se njihovom primjenom reducira 

upotreba hrane za proizvodnju biodizela (Ahmad i sur., 2011; SiŶčić, 2014). 

 

 

2.2.2. Proizvodnja biodizela 
 

Biodizel se ŵože proizvesti na nekoliko načiŶa: pirolizom, mikroemulzifikacijom ili 

transesterifikacijom. Piroliza je postupak cijepanja većih organskih molekula pri povišenoj 

temperaturi s ciljem dobivanja molekula manje molekulske mase i drugačijih svojstava. 

Mikroemulzifikacija je metoda nastajanja mikroemulzije, odnosno terŵodiŶaŵički stabilne 

izotropne tekućiŶe koju tvore tri komponente: uljna faza, vodena faza i površiŶski aktivna tvar 

;SiŶčić, 2008; Rajalingam i sur., 2016). 

 

U daŶašŶje vrijeme, najznačajŶiji postupak sinteze biodizela je transesterifikacija koja se ŵože 

provoditi nekatalitičkim i katalitičkiŵ postupcima. Nekatalitički postupci podrazumijevaju 

provođenje transesterifikacije bez katalizatora, odnosno direktnu reakciju ulja/masti i 

alkohola pri visokoj temperaturi i tlaku ;Budžaki i Miljić, 2017). 

 

Industrijski postupci proizvodnje biodizela baziraju se na katalitičkoj transesterifikaciji koja 

predstavlja reakciju triacilglicerola (ulja/masti) s alkoholom u prisutnosti katalizatora, čime 

nastaju esteri masnih kiselina i sporedni produkt glicerol. Reakcija je reverzibilna i odvija se u 

tri stupnja (Slika 3). U prvom stupnju triacilgliceroli se prevode u diacilglicerole, u drugom u 

monoacilglicerole, a u trećem i posljednjem koraku nastaju esteri i glicerol. 

 

 

 
Slika 3 Reakcija transesterifikacije (Preuzeto i prilagođeno iz rada Pereira i sur., 2014) 

 
U reakciji se upotrebljavaju primarni i sekundarni monohidratni alifatski alkoholi s 1‐8 atoma 

ugljika. Najčešće se koriste metanol i etanol, posebice metanol zbog polarnosti, mogućnosti 

brze reakcije s triacilglicerolima i niske cijene. Za provođenje transesterifikacije stehiometrijski 
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omjer alkohola i triacilglicerola treba biti 3:1. Međutim, u praksi, alkohol se dodaje u suvišku 

kako bi se reakcija pomakla u desno u smjeru nastajanja produkta (Ma i Hanna, 1999). 

 

Za ubrzavanje reakcije i povećaŶje prinosa, postupak transesterifikacije provodi se u 

prisutnosti katalizatora, kemijskih (kiselinski i alkalni) ili enzimskih (lipaze). Kao kiselinski 

katalizatori uglavnom se koriste sumporna (H2SO4) i klorovodična kiselina (HCl). Ovi 

katalizatori daju vrlo visoke prinose, ali reakcije su spore i zahtijevaju temperature iznad 

100 °C. Kiselinski katalizirana transesterifikacija treba se provoditi bez vode, kako bi se izbjeglo 

konkurentno stvaranje karboksilnih kiselina koje smanjuju prinose estera masnih kiselina. 

DaŶašŶja industrijska proizvodnja temelji se na provedbi transesterifikacije uz primjenu 

alkalnih katalizatora, Ŷajčešće NaOH i KOH. Alkalni katalizatori provode transesterifikaciju 

znatno ďrže od reakcije katalizirane kiselinom, međutim, prisutnost vode i velika količina 

slobodnih masnih kiselina uzrokuju saponifikaciju ;Ŷeželjenu sporednu reakciju), a time i 

nepotpunu reakciju transesterifikacije tijekom procesa s naknadnim stvaranjem emulzije i 

poteškoćaŵa u odvajanju glicerola (Vargas i sur., 2018). 

 

U usporedbi s kemijski kataliziranom, enzimska reakcija je jednostavnija i ekološki 

prihvatljivija. Odvija se u blagim reakcijskim uvjetima, pri temperaturama od 30 do 60 °C, 

omogućava izdvajanje glicerola bez dodatnog pročišćavaŶja i ukoliko se mogu izdvojiti iz 

reakcijske smjese katalizatori se mogu ponovo koristiti. U reakciji transesterifikacije ne nastaju 

sapuni kao nusproizvodi, prema tome dobije se biodizel bolje kvalitete i nema potrebe za 

ispiranjem vodom, čime se smanjuju količiŶe otpadne vode koja predstavlja ekološki problem. 

Unatoč navedenim prednostima, enzimska proizvodnja biodizela još nije konkurentna 

kemijskim kataliziranim reakcijama, prvenstveno zbog visokih cijena pojedinih lipaza, male 

aktivnosti i ograničenom broju lipaza dostupnih u industrijskim količinama (Ognjanović i sur., 

2010; YüĐel i sur., 2012). 

 

 

2.3. REAKTORI 
 

Proizvodnja biodizela ŵože se provoditi u kontinuiranim, polukontinuiranim i 

diskontinuiranim reaktorskim sustavima. Kriteriji koje je potrebno uzeti u obzir pri odabiru 

reaktorskog sustava su kapacitet proizvodnog postrojenja i svojstva sirovina. 

 

Kontinuirani reaktorski sustavi uglavnom se koriste za industrijska postrojenja velikih 

kapaciteta i pri upotrebi visoko kvalitetnih sirovina. To podrazumijeva dodavanje reaktanata 
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u reaktor ili kontinuirani ulaz sirovina, dok se produkti postupno odvajaju odnosno 

kontinuirano odvode iz reaktora. Prednosti kontinuirane obrade oďuhvaćaju smanjenje 

volumena reaktora, posljedično i smanjenje kapitalnih troškova, lakšu kontrolu procesa i 

manje varijacije u kvaliteti proizvoda. Međutim, ova metoda ima i neke ŶeizďježŶe nedostatke. 

U prisutnosti vlage ili slobodnih masnih kiselina dolazi do nastajanja sapuna koji pogoduju 

emulziji između glicerola i ulja, što zahtijeva pročišćavaŶje koje predstavlja dodatni trošak 

(Gomzi, 1998; SiŶčić, 2008). 

 

U polukontinuiranim postrojenjima biodizel se proizvodi u kotlastom bioreaktoru, uz 

kontinuirano odvođenje proizvoda iz sustava ;Budžaki i sur., 2017). 

 

Diskontinuirani reaktorski sustavi uglavnom se koriste za manja postrojenja. Omogućuju 

prilagodbu procesnih parametara karakteristikama sirovina u svakoj šarži, stoga je ovaj tip 

postrojenja pogodan kada se radi s velikim brojem sirovina različitih karakteristika (otpadna 

ulja, rafinirana i nerafinirana ulja, ulja zaostala nakon pržeŶjaͿ. Glavni predstavnik 

diskontinuiranog reaktorskog sustava je kotlasti bioreaktor (SiŶčić, 2008). 

 

 

2.3.1. Kotlasti bioreaktor 
 

Kotlasti bioreaktor se često koristi u industriji za provedbu velikog broja reakcija, posebice u 

proizvodnji biodizela. Izveden je u obliku zatvorenog kotla opremljenog ŵiješaloŵ, s otvorima 

za punjenje i pražŶjeŶje reakcijske smjese te plaštom (ili zŵijačom) za zagrijavanje ili hlađenje 

(Slika 4). 

 

 
 
 
 

cs – koncentracija supstrata 
 

rs – reakcijska brzina 
 

Vr – reakcijski volumen ¾ Vuk 

 

T – temperatura 
 

 
 
 

Slika 4 Shematski prikaz kotlastog bioreaktora ;Tišŵa, 2016) 

 
U kotlastim bioreaktorima, odnosno u diskontinuiranim sustavima za vrijeme trajanja reakcije 

nema izmjene sadržaja s okolinom. Bioreaktori se pune određenim količiŶaŵa reakcijske 

smjese, zatim se zatvaraju, a željeŶi reakcijski uvjeti se konfiguriraju (temperatura, tlak i brzina 
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ŵiješaŶja). Reakcija započiŶje, traje određeno vrijeme i nakon završetka reakcije sadržaj 

bioreaktora se prazni. Potencijalne pogreške u odabiru optimalnih uvjeta procesa mogu se 

korigirati tijekom procesa. Kotlasti bioreaktor je primjer zatvorenog sustava za koji je 

karakterističŶo nestacionarno stanje ;veličine stanja ovisne o vremenu) i idealno ŵiješaŶje 

;vrijedŶosti veličiŶa stanja su neovisne o položaju unutar bioreaktora). 

 

Pozitivne karakteristike ovih bioreaktora obuhvaćaju dobre osobine ŵiješaŶja, lako rukovanje 

katalizatorima koji se koriste u proizvodnji biodizela i mogućnost da se svaka serija s obzirom 

na kvalitetu sirovine ŵože obraditi tako da se postigne maksimalna razina količiŶe i kvalitete 

gotovog proizvoda. 

 

Kotlasti bioreaktori posjeduju nekoliko nedostataka u odnosu na kontinuirane sustave. Naime, 

zahtijevaju veće dimenzije reaktora, a time i veće kapitalne troškove, pokazuju manju 

učinkovitost u odnosu na kontinuirane procese zbog prirode pokretanja i zaustavljanja procesa 

u svrhu punjenja i pražŶjeŶja bioreaktora te mogu uzrokovati varijacije u kvaliteti šarže, 

odnosno proizvoda (Bart i sur., 2010). Na Slici 5 prikazan je model kotlastog bioreaktora 

korišteŶ u okviru ovog diplomskog rada za provođenje sinteze biodizela. 

 

 
 

 
 

 

Slika 5 Kotlasti bioreaktor (V = 250 mL) 



 

 

3. EKSPERIMENTALNI DIO 



3. Eksperimentalni dio 

13 

 

 

 

3.1. ZADATAK 
 

Cilj ovog diplomskog rada bio je provesti ďiotehŶološku karakterizaciju Amano lipaza iz 

bakterija Burkholderia cepacia i Pseudomonas fluorescens primjenom 2 različita testa za 

određivanje aktivnosti lipaza, spektrofotometrijskog testa uz p‐nitrofenil palmitat kao supstrat 

i titrimetrijskog testa uz maslinovo ulje kao supstrat, te procijeniti kako se primjena 

eksperimentalno određenih optimalnog pH i optimalne temperature odražava na učinkovitost 

ďiokatalitičke sinteze biodizela u kotlastom bioreaktoru uz svježe suncokretovo ulje i metanol 

kao supstrate u reakcijama transesterifikacije navedenim lipazama. Pri tome je procjenu 

primijenjenih optimalnih uvjeta (pH optimum, temperaturni optimum) na ďiokatalitičku 

sintezu biodizela bilo potrebno provesti na osnovi rezultata analize udjela metilnih estera 

plinskom kromatografijom, te na osnovi dobivenih rezultata o udjelu metilnih estera u 

sintetiziranom biodizelu predložiti pouzdaniji test za određivanje aktivnosti lipaza, kao i 

učinkovitiju lipazu za sintezu biodizela. 

 

 

3.2. MATERIJALI 
 

 

3.2.1. Sirovine 
 

Sirovina korišteŶa za sintezu biodizela je svježe jestivo suncokretovo ulje (Zorela, Srbija) 

kupljeno u supermarketu NTL u Osijeku. 

 

 

3.2.2. Lipaze 
 

Amano lipaza iz Burkholderia cepacia i Amano lipaza iz Pseudomonas fluorescens ;Sigŵa‐ 

Aldrich) korišteŶe su za sintezu biodizela. 

 

 

3.2.3. Kemikalije 
 

U ovom diplomskom radu korišteŶe su sljedeće keŵikalije: Ŷatrijev dihidrogen fosfat dihidrat 

(NaH2PO4 x 2H20; Sigma‐Aldrich), dinatrijev fosfat (Na2HPO4; Acros Organics), 1 mol/L fosforna 

kiselina, 85% (H3PO4; Kemika), 1 mol/L natrijev hidroksid (NaOH; Kefo), Tris‐baza 

(NH2C(CH2OH)3; Acros Organics), 1 mol/L klorovodične kiselina (HCl; Carlo Erba reagens), 

p‐nitrofenilpalmitat, 98+% (C22H35NO4; Alfa Aesar), 2‐propanol ((CH3)2CHOH; Kemika), arapska 

guma (Acros Organics), kloroform (CHCl3; Carlo Erba), izoamilni alkohol (C5H12O; Kemika), 

glicin (C2H5NO2; Fisher Chemical), ledena octena kiselina (CH3COOH; Macron), borna kiselina 
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(H3BO3; Gram‐mol), natrijev hidroksid (NaOH; Gram‐mol), maslinovo ulje (Sigma‐Aldrich), 

glicerol (C3H8O3; Alkaloid Skopje), kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4; Fisher Chemical), natrijev 

klorid (NaCl; Sigma‐Aldrich), aceton (C3H6O; Gram‐mol), etanol (C2H5OH; Kefo), fenolftalein 

(C20H14O4; Kemika), metanol (CH3OH; J.T. Baker), n‐heptan 99+% (C7H16 ; Sigma‐Aldrich). 

 

 

3.2.4. Priprema otopina 
 

Priprema otopina natrijeva fosfatnog pufera (pH 6,0; 7,0 i 8,0). Za pripremu 500 mL 0,1 mol/L 

fosfatnog pufera određene pH vrijednosti, u laboratorijskoj čaši na magnetnoj ŵiješalici, 

otopljena je odgovarajuća količiŶa natrijevog dihidrogen fosfata i dinatrijevog fosfata u 480 

mL destilirane vode (Tablica 1). pH otopine podešeŶ je dodatkom 1 mol/L fosforne kiseline ili 

1 mol/L natrijevog hidroksida. Otopina iz čaše prenesena je u odmjernu tikvicu od 500 mL i 

nadopunjena destiliranom vodom do oznake. Pripremljena otopina skladišteŶa je u Shott‐ovoj 

boci u hladnjaku na +4 °C. 
 

Tablica 1 Priprema otopine natrijeva fosfatnog pufera 

 
 

pH 
 

NaH2PO4 x 2H2O [g] 
 

Na2HPO4 [g] 

 

6,0 
 

3,84 
 

0,55 

 

7,0 
 

1,73 
 

2,47 

 

8,0 
 

0,27 
 

3,80 

 
 

 

Priprema 56,98 mmol/L natrijeva fosfatnog pufera. Za pripremu 56,98 mmol/L fosfatnog 

pufera iz 0,1 mol/L fosfatnog pufera odmjereno je 56,98 mL i preneseno u odmjernu tikvicu 

od 100 mL. Odmjerna tikvica nadopunjena je destiliranom vodom do oznake. Pripremljena 

otopina skladišteŶa je u Shott‐ovoj boci u hladnjaku na +4 °C. 
 

Priprema 1 mol/L Tris baze. Za pripremu 100 mL 1 mol/L Tris baze, u laboratorijskoj čaši na 

magnetnoj ŵiješalici, otopljeno je 12,114 g Tris baze u 80 mL destilirane vode. Otopina iz čaše 

prenesena je u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopunjena destiliranom vodom do oznake. 

Pripremljena otopina skladišteŶa je u laboratorijskoj boci u hladnjaku na +4 °C. 
 

Priprema 56,98 mmol/L Tris‐HCl pufera (pH 8,0 i 9,0). Za pripremu 200 mL 56,98 mmol/L Tris‐ 

HCl pufera, u laboratorijsku čašu na magnetnoj ŵiješalici, dodano je 11,4 mL 1 mol/L Tris baze 
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i 170 mL destilirane vode. Postepenim dodavanjem malih volumena 1 mol/L klorovodične 

kiseline pH otopine podešeŶ je na 8,0, odnosno 9,0. Otopina iz čaše prenesena je u odmjernu 

tikvicu od 200 mL i nadopunjena destiliranom vodom do oznake. Pripremljena otopina 

skladišteŶa je u laboratorijskoj boci u hladnjaku na +4 °C. 
 

Priprema 56,98 mmol/L gliciŶ‐NaOH pufera (pH 9,0 i 10,0). Za pripremu 56,98 mmol/L glicin‐ 

NaOH pufera iz 0,1 mol/L glicin‐NaOH pufera odmjereno je 56,98 mL i preneseno u odmjernu 

tikvicu od 100 mL. Odmjerna tikvica nadopunjena je destiliranom vodom do oznake te 

skladišteŶa u laboratorijskoj boci u hladnjaku na +4 °C. Za pripremu 100 mL 0,1 mol/L glicin‐ 

NaOH pufera, u laboratorijskoj čaši na magnetnoj ŵiješaliĐi otopljeno je 0,3754 g 0,2 mol/L 

glicina u 25 mL destilirane vode. Dodatkom 0,1 mol/L natrijvog hidroksida pH otopine je 

podešeŶ na 9,0, odnosno 10,0. Otopina iz čaše prenesena je u odmjernu tikvicu od 100 mL i 

nadopunjena destiliranom vodom  do  oznake. Pripremljena otopina skladišteŶa je u 

laboratorijskoj boci u hladnjaku na +4 °C. 
 

Priprema univerzalnog pufera po Britton – Robinsonu. Univerzalni pufer po Britton – 

Robinsonu tvore dvije komponente, otopina A i otopina B. Za pripremu 1000 mL otopine A 

dodano je 2,3 mL 0,04 mol/L fosforne kiseline, 2,29 mL ledene octene kiseline i 2,4736 g borne 

kiseline u 1000 mL destilirane vode u laboratorijsku čašu na magnetskoj ŵiješaliĐi. Za pripremu 

1000 mL otopine B otopljeno je 8 g 0,2 mol/L natrijevog hidroksida u 1000 mL destilirane vode 

u laboratorijskoj čaši na magnetskoj ŵiješalici. Zatim su otopina A i otopina B pomiješaŶe u 

odgovarajućiŵ omjerima za postizanje potrebne pH vrijednosti, kako je prikazano u Tablici 2. 

 

Tablica 2 Priprema 100 mL univerzalnog pufera po Britton – Robinsonu 

 
 

pH 
 

Otopina A [mL] 
 

Otopina B [mL] 

 

6,0 
 

70,5 
 

29,5 

 

7,0 
 

65,6 
 

34,4 

 

8,0 
 

62,4 
 

37,6 

 

9,0 
 

59,5 
 

40,5 

 

10,0 
 

56,2 
 

43,8 

 

11,0 
 

54,6 
 

45,4 
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Priprema reakcijske smjese za spektrofotometrijski test aktivnosti lipaza. Za pripremu 40 mL 

otopine supstrata u laboratorijsku čašu, omotanu aluminijskom folijom, na magnetnoj 

ŵiješalici dodano je 36 mL otopine željeŶog pufera (56,98 mmol/L). Potom je otopljeno 0,0411 

g emulgatora 0,1% w/v arapske gume na načiŶ da je mikropipetom dodan 1 mL pufera iz čaše 

u eppendorficu sa odvaganom arapskom gumom i proŵiješaŶo na viďrirajućoj ŵiješaliĐi te 

prenesen nazad u čašu. Postupak je ponavljan dok sva arapska guma u eppendorfici nije 

otopljena. U pripremljeni pufer s emulgatorom kap po kap je dodano 4 mL 10,2564 mmol/L 

otopine p‐nitrofenil palmitata (p‐NPP) u 2‐propanolu. Tako pripremljena otopina odmah je 

korišteŶa za određivanje aktivnosti lipaza. Otopina p‐NPP u 2‐propanolu (c = 10,2564 mmol/L) 

pripremljena je ŵiješaŶjem 0,0155 g p‐NPP sa 4 mL 2‐propanola na viďrirajućoj ŵiješaliĐi. 
 

Priprema Marmur otopine. Za pripremu Marmur otopine pomiješani su kloroform i izoamilni 

alkohol u volumnom omjeru 24:1 te je tako pripremljena otopina čuvana u laboratorijskoj boci 

na sobnoj temperaturi. 

 

Priprema emulzije supstrata za titrimetrijski test aktivnosti lipaza. Emulzija supstrata je 

pripremljena emulgiranjem 30 mL maslinovog ulja sa 70 mL emulgirajućeg reagensa tijekom 3 

min primjenom homogenizatora (Ika T10 standard). Emulgirajući reagens (1 L) tvore 17,9 g 

natrijevog klorida, 0,4 g kalijevog dihidrogen fosfata, 540 mL glicerola, 10 g arapske gume i 

destilirana voda. 

 

 

3.2.5. Aparatura 
 

Za izradu ovog diplomskog rada korištena je slijedeća aparatura: analitička vaga (Crystal 200 

CE), pH metar (Hanna Instruments), magnetna ŵiješalica (Ika Werke), vibrirajuća ŵiješalica 

(Tehtnica), homogenizator (Ika  T10  standard) centrifuga, (Hermle Z  326 K), UV‐VIS 

spektrofotometar (Shimadzu, UV‐1280), vodena kupelj (Julabo SW23), plinski kromatograf GC‐ 

2010 s FID detektorom, kolona: SH‐Rtx‐Wax (L = 30 m, I.D. = 0,25 mm, d = 0,25 μm), plin nosioc: 

dušik, (Shimadzu). 
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3.3. METODE 
 

 

3.3.1. Određivanje aktivnosti lipaza 
 

Aktivnost Amano lipaza porijeklom iz bakterija Burkholderia cepacia i Pseudomonas 

fluorescens određena je na dva načiŶa: spektrofotoŵetrijskiŵ testom uz p‐nitrofenil palmitat 

kao supstrat te titrimetrijskim testom uz maslinovo ulje kao supstrat. 

 

Spektrofotometrijski test određivanja aktivnosti lipaza provođen je prema metodi Palaciosa 

i suradnika (2014.) uz minimalne modifikacije, prema protokolu prikazanom Tablici 3. Ova se 

metoda određivanja aktivnosti lipaze temelji na određivanju intenziteta žutog obojenja 

reakcijske smjese pri 410 nm proporcionalnog koncentraciji p‐nitrofenola koji se oslobodi 

tijekom enzimske hidrolize p‐NPP. 

 

Tablica 3 Protokol spektrofotometrijskog testa za određivanje aktivnosti lipaze 

 
 

Reagensi 
 

Glavna proba 
 

Kontrola raspada supstrata 

 

Reakcijska smjesa 
 

3,9 mL 
 

3,9 mL 

 

Predinkubacija 5 min 

 

Destilirana voda 
 

‐ 
 

100 µL 

 

Lipaza 
 

100 µL 
 

‐ 
 

MiješaŶje na viďrirajućoj ŵiješalici 15 sekundi, inkubacija 5 min pri ϰϬ°C 

 

Marmur otopina 
 

1,5 mL 
 

1,5 mL 

 

MiješaŶje na viďrirajućoj ŵiješalici 30 s, centrifugiranje 10 min pri 15 000 g 

 

Izdvajanje gornjeg sloja i mjerenje njegove apsorbancije pri 410 nm 
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Spektrofotometrijski test aktivnosti lipaza provođeŶ je u pet paralela, a sastojao se od nekoliko 

koraka. Nakon petominutne inkubacije u vodenoj kupelji pri ϰϬ°C, reakcijskoj smjesi je dodano 

100 L otopine lipaze, da bi potom smjesa bila kratko izŵiješaŶa na viďrirajućoj ŵješaliĐi i 

inkubirana 5 minuta pri ϰϬ°C u svrhu provedbe enzimske reakcije. Po isteku inkubacije 

enzimska reakcija je prekinuta dodatkom Marmurove otopine, ŵiješaŶa 30 sekundi na 

viďrirajućoj ŵiješalici i potom centrifugirana tijekom 10 minuta pri 15 000 g, u svrhu odvajanja 

slojeva (Slika 6). Potom je pomoću mikropipete izuzeto oko 1,5 ‐ 2 mL gornjeg sloja i 

otpipetirano u PMMA kivete (Slika 7), te je intenzitet obojenja mjeren pri 410 nm uz 

ďaždareŶje spektrofotometra destiliranom vodom kao slijepom probom. Paralelno sa 

provedbom testa aktivnosti, provođen je i test kontrole raspada supstrata pri čemu je 

postupak bio ideŶtičaŶ, izuzev činjenice da je termostatiranoj reakcijskoj smjesi umjesto 

otopine enzima dodano 100 L destilirane vode. Intenzitet apsorbancije glavnih proba 

umanjen za intenzitet apsorbancije kontrole raspada supstrata preračunat je u koncentraciju 

p‐nitrofenola pomoću molarnog apsorpcijskog koeficijenta () p‐nitrofenola izračuŶatog iz 

ďaždarŶog dijagrama koji je pripremljen sa poznatim koncentracijama p‐nitrofenola u puferu 

korišteŶom za pripremu reakcijske smjese. 

 

 

Slika 6 Izgled reakcijske smjese nakon prekida reakcije i centrifugiranja 
 
 
 

 
Slika 7 Pripremljeni uzorci za određivanje apsorbancije pri 410 nm 

 
Aktivnost lipaza izražeŶa je u internacionalnim jedinicama po mililitru enzima (U/mL) pri čemu 

jedna U predstavlja onu količiŶu lipaze koja razgradi 1 µŵol p‐nitrofenil palmitata za 1 minutu 

pri reakcijskim uvjetima provedbe testa. 
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Aktivnost lipaza izračunata je prema prikazanoj jedŶadžďi (1): 
 
 

V.A. = 
(AGP,410 nm- AKRS,410nm) · Df · Vuk 

t · VE ·d · ԑ 

U 
[ ] (1) 
mL 

 

gdje je : 
 

V. A. – volumna aktivnost lipaze (U/mL) 
 

AGP, 410 nm – apsorbancija glavne probe izmjerene na valnoj duljini od 410 nm 
 

AKRS, 410 nm – apsorbancija kontrole raspada supstrata izmjerene na valnoj duljini od 410 nm 
 

Df – faktor razrjeđenja 
 

Vuk – ukupni volumen reakcijske smjese (mL) 
 

t – vrijeme trajanja testa (min) 
 

VE – volumen enzima dodanog u test (mL) 
 

d – duljina puta kroz kivetu (cm) – 1 cm 
 

ԑ – molarni apsorpcijski koeficijent p‐nitrofenola 

 
Titrimetrijski test određivaŶja aktivnosti lipaza provođen je prema metodi Mustrante i 

suradnika (1993.) uz minimalne modifikacije, a prema protokolu prikazanom u Tablici 4. Ova 

se metoda određivanja aktivnosti lipaza temelji na titraciji slobodnih masnih kiselina u 

reakcijskoj smjesi pomoću natrijeva hidroksida u prisutnosti fenolftaleina kao indikatora, pri 

čeŵu je količiŶa slobodnih masnih kiselina u reakcijskoj smjesi rezultat enzimske hidrolize 

maslinova ulja. 

 

Tablica 4 Protokol titrimetrijskog testa za određivanje aktivnosti lipaze 

 
 

Reagens 
 

Slijepa proba 
 

Glavna proba 

 

Emulzija supstrata 
 

5 mL 
 

5 mL 

 

200 mM natrijev fosfatni 

pufer pH 7,0 

 
4 mL 

 
4 mL 

 

Predinkubacija 5 min u vodenoj kupelji s tresilicom pri ϰϬ°C 

 

Destilirana voda 
 

1 mL 
 

‐ 
 

Otopina lipaze (1 mg/mL) 
 

‐ 
 

1 mL 

 

Inkubacija 10 min u vodenoj kupelji s tresilicom pri ϰϬ°C 

 

Smjesa acetoŶ‐etaŶol (1:1) 
 

10 mL 
 

10 mL 
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Titrimetrijski test aktivnosti lipaza provođen je u tri paralele. Nakon dodatka 1 mL enzima 

masene koncentracije 1 mg/mL predinkubiranoj smjesi emulzije i pufera, reakcijska smjesa je 

inkubirana pri ϰϬ°C uz trešeŶje u vodenoj kupelji, da bi nakon 10 minuta inkubacije enzimska 

reakcija bila inhibirana dodatkom 10 mL smjese aceton‐etanol. Potom je ovoj smjesi dodano 

5 kapi otopine fenolftaleina, te su oslobođene masne kiseline titrirane otopinom natrijevog 

hidroksida koncentracije 0,025 mol/L, do pojave ružičaste boje postojane 30 sekundi (Slika 8). 

 

Slika 8 Uzorak prije (B3) i poslije (B1) titracije otopinom NaOH 

 
Aktivnost lipaza izražeŶa je u internacionalnim jedinicama po mL enzima (U/mL), pri čemu 1 U 

predstavlja onu količiŶu enzima koji katalizira oslobađanje 1 µŵol masnih kiselina iz maslinova 

ulja tijekom jedne minute. 

 

Aktivnost lipaze određena je prema prikazanoj jedŶadžďi (2): 
 
 

V.A. = 
(VGP- VSP)· CNaOH ·ͳͲͲͲ 

tink 

 U 
[ ] (2) 
mL 

 

gdje je: 
 

V.A. – volumna aktivnost lipaze (U/mL) 
 

VGP – volumen glavne probe (mL) 
 

VSP – volumen slijepe probe (mL) 
 

CNaOH – koncentracija natrijevog hidroksida (mol/dm3) 

1000 – faktor za konverziju mjerne jedinice 

tink – vrijeme inkubacije (min) 



3. Eksperimentalni dio 

21 

 

 

 

3.3.2. BiotehŶološka karakterizacija lipaza 
 

BiotehŶološka karakterizacija lipaza uključila je određivanje dva ključna parametra: 

optimalnog pH i optimalne temperature za aktivnost lipaza i to primjenom oba testa za 

određivanje aktivnosti, spektrofotometrijskog i titrimetrijskog. 

 

OdređivaŶje optimalnog pH za aktivnost lipaza provedeno je u rasponu pH vrijednosti od 6 

do 10, ili u rasponu od 6 do 11. U prvom slučaju (raspon pH 6‐10) korištena su tri različita 

puferska sustava: natrijev fosfatni pufer (pH 6, 7 i 8), tris‐HCl pufer (pH 8 i 9), te glicin‐natrijev 

hidroksidni pufer (pH 9, i 10), a u drugom slučaju (raspon pH 6‐11) korišten je univerzalni 

Britton‐Robinsonov pufer (pH 6, 7, 8, 9, 10, 11). Aktivnost lipaza određena je sukladno 

protokolima za spektrofotometrijski (Tablica 3) i titrimetrijski test (Tablica 4), ali uz korišteŶje 

gore navedenih pufera. U  slučaju  spektrofotoŵetrijskog testa, ovi  su  puferi korišteŶi za 

pripremu reakcijske smjese, kao i za pripreŵu ďaždarŶog dijagrama za određivanje molarnog 

apsorpcijskog koeficijenta p‐nitrofenola, a u slučaju titrimetrijskog testa, umjesto dodatka 4 

mL 200 mmol/L fosfatnog pufera pH 7,0 u reakcijsku smjesu je dodano 4 mL odgovarajućeg 

pufera. 

 

OdređivaŶje optimalne temperature za aktivnost lipaza provođeno je pri eksperimentalno 

određeŶom pH optimumu u rasponu temperatura od 30 do ϲϬ°C. Aktivnost lipaza određena 

je sukladno protokolima za spektrofotometrijski (Tablica 3) i titrimetrijski test (Tablica 4), pri 

temperaturama 30, 40, 50, 55 i 60°C, pri čemu su se koristili puferi pri kojima je ustanovljen 

pH optimum. 

 

 

3.3.3. Sinteza biodizela 
 

Sinteze biodizela provedene su transesterifikacijom svježeg jestivog ulja i metanola Amano 

lipazama podrijetlom iz Burkholderia cepacia i Pseudomonas fluorescens u kotlastom 

bioreaktoru pri reakcijskim uvjetima određenim ďiotehŶološkom karakterizacijom navedenih 

lipaza (Tablica 5). Reakcije transesterifikacije su provedene svakom lipazom zasebno. 



3. Eksperimentalni dio 

22 

 

 

 

Tablica 5 Sastav reakcijskih smjesa i reakcijski uvjeti za sinteze biodizela 

 
 

Lipaza 
 

Sastav reakcijske 

smjese 

 

Pufer 
 

t 

[°C] 

 

Oznaka 

uzorka 

biodizela 

 

 
 

Burkholderia 

cepacia 

 

 
 
 
 

163,63 g jestivog 

suncokretovog ulja 

+ 20,35 g metanola 

+ 16,36 g lipaze u 

puferu 

 

Univerzalni pufer po 

Britton‐RoďiŶsoŶu pH 10,0 

 
50 

 
1 

 

Natrij‐natrij fosfatni pufer 

pH 7,0 

 
50 

 
2 

 

 

Pseudomonas 

fluorescens 

 

Univerzalni pufer po 

Britton‐RoďiŶsoŶu pH 10,0 

 
55 

 
3 

 

Natrij‐natrij fosfatni pufer 

pH 8,0 

 
55 

 
4 

 

Od aparature korišten je kotlasti bioreaktor volumena 250 mL (Slika 5), vodena kupelj koja je 

održavala stalnu temperaturu reakcijske smjese i magnetna ŵiješalica kako bi se osigurala 

homogenost reakcijske smjese (Slika 9). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Slika 9 Sinteza biodizela u kotlastom bioreaktoru 

 
Reakcija je započela dodavanjem otopine enzima u puferu nakon što se reakcijska smjesa, 

sastavljena od ulja i metanola, homogenizirala i postigla jednoliku željeŶu temperaturu. 

Reakcijsku smjesu tvorilo je 163,63 g svježeg jestivog suncokretovog ulja, 20,35 g metanola 

(omjer ulja i metanola = 1:3,4) te 16,36 g puferske otopine enzima neophodne za postizanje 

aktivnosti od 500 U/g reakcijske smjese. 



3. Eksperimentalni dio 

23 

 

 

 

Nakon završetka sinteze, odnosno nakon 24 h, reakcijska smjesa kvantitativno je prenesena u 

lijevak za odjeljivanje kako bi se razdvojile faze tijekom 24 h. Gornju fazu tvorili su metilni 

esteri masnih kiselina (biodizel), dok su donju fazu predstavljale ostale komponente, odnosno 

glicerol, metanol, lipaza u puferu i voda (Slika 10). Nastalom biodizelu određen je udio metilnih 

estera masnih kiselina (FAME) plinskom kromatografijom nakon sinteze i nakon razdvajanja 

faza tijekom 24 h u lijevku za odjeljivanje. 

 

 
 

Slika 10 Razdvojene faze reakcijske smjese nakon 24 h odjeljivanja u lijevku za odjeljivanje 
 

 
 

3.3.4. Određivanje udjela metilnih estera masnih kiselina u biodizelu 
 

Udio metilnih estera u biodizelu određen je na Shimadzu GC‐2010 plinskom kromatografu 

opremljenom plameno‐ionizacijskim detektorom (FID) i SH‐Rtx‐Wax kapilarnom kolonom 

(L = 30 m, I.D. = 0,25 mm, d = 0,25 µŵͿ. Dušik je korišteŶ kao plin nosioc s konstantnim 

linearnim protokom brzine od 1,33 mL/min, dok je kao otapalo korišten n‐heptan. PočetŶa 

temperatura kolone od 120 °C održavaŶa je tijekom 5 min, a zatim se postupno povećavala za 

5 °C/ŵiŶ do konačne temperature od 22Ϭ °C koja je održavaŶa tijekom 15 min. Temperatura 

plameno‐ionizacijskog detektora iznosila je 300 °C. 
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Da bi se odredio udio metilnih estera masnih kiselina u biodizelu, u eppeddorficu je odmjereno 

1980 µL heptana i 20 µL biodizela kako bi se postiglo razrjeđenje od 100x, odnosno kako bi 

dobivene vrijednosti bile u rasponu ďaždarŶog dijagrama. Sadržaj eppendorfice proŵiješan je 

na vibrirajućoj ŵiješaliĐi i profiltriran u drugu eppendorficu preko filtera za špriĐu (nesterilni 

Hydrophobic PTFE Syringe filteri, pora: 0,45 µŵ, promjer: 25 mm). Zatim je sadržaj 

eppendorfice raspodijeljen u tri vijalice koje su analizirane na plinskom kromatografu. 

 

Identifikacija izdvojenih metilnih estera masnih kiselina (FAME) u uzorcima biodizela 

postignuta je na temelju usporedbe vremena zadržavaŶja s vremenom zadržavaŶja 

certificiranog referentnog standarda (Supelco F.A.M.E. Mix, C4‐C24, St. Louis, SAD) 

analiziranog pod istim uvjetima. Rezultati su izražeŶi kao postotak identificirane masne 

kiseline u odnosu na ukupno određene masne kiseline (%). 



 

 

4. REZULTATI I RASPRAVA 
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4.1. BIOTEHNOLOŠKA KARAKTERIZACIJA LIPAZA 
 

BiotehŶološka karakterizacija Amano lipaza porijeklom iz bakterija Burkholderia cepacia i 

Pseudomonas fluorescens uključila je određivanje dva ključna parametra: optimalnog pH i 

optimalne temperature za aktivnost lipaza i to primjenom oba testa za određivanje aktivnosti, 

spektrofotometrijskog i titrimetrijskog. Spektrofotometrijski test aktivnosti provođen je uz 

p‐nitrofenilpalmitat kao supstrat, a titrimetrijski uz maslinovo ulje kao supstrat. Pri tome je 

ključno naglasiti da su za određivanje optimalnog pH za aktivnost lipaza korištena dva pristupa. 

U prvom slučaju su za određivanje optimalnog pH korišteŶi različiti puferski sustavi kako bi se 

postigao željeŶi raspon pH (6‐10) i to natrijev fosfatni pufer za pH 6, 7 i 8, tris‐HCl pufer za pH 

8 i 9, te glicin‐natrijev hidroksidni pufer za pH 9, i 10, a u drugom slučaju korišten je univerzalni 

Britton‐Robinsonov pufer pri kojem je zapravo puferom istog sastava komponenata postignut 

raspon pH od 6 do 11. Zatim je pri eksperimentalno određenim uvjetima optimalnog pH 

provedeno ispitivanje utjecaja temperature na aktivnost lipaza i to pri temperaturama 30, 40, 

50, 55 i 60°C, te je određena optimalna temperatura aktivnosti ispitivanih lipaza. Potom su 

eksperimentalno određeŶi pH optimum i optimalna temperatura za aktivnost lipaza 

primijenjeni u procesu biokatalitičke sinteze biodizela lipazama iz bakterija Burkholderia 

cepacia i Pseudomonas fluorescens. Sve ovo trebalo je zapravo poslužiti kako bi se mogli 

predložiti adekvatni testovi i uvjeti za ispitivanje aktivnosti lipaza, a koji su povezani sa 

ďiokatalitičkom sintezom biodizela. 



4. Rezultati i rasprava 

27 

 

 

A
k

ti
v

n
o

st
 

 

4.1.1. Usporedba aktivnosti lipaza određenih spektrofotometrijskim i 

titrimetrijskim testom 
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Burkholderia cepacia Pseudomonas fluorescens 
 

Spektrofotometrijski test Titrimetrijski test 

 
 

Slika 11 Usporedba aktivnosti lipaza određenih spektrofotometrijskim i titrimetrijskim 

testom pri standardnim reakcijskim uvjetima 

 

Iz Slike 11 je vidljivo da spektrofotometrijski test pokazuje veće vrijednosti aktivnosti lipaza iz 

Burkholderia cepacia i Pseudomonas fluorescens u odnosu na titrimetrijski test, pri 

standardnim reakcijskim uvjetima. Za obje lipaze spektrofotometrijski test proveden je uz tris‐ 

HCl pufer pH vrijednosti 8,0 pri temperaturi od 40 °C, dok je titrimetrijski test proveden na 

istoj temperaturi, ali uz primjenu natrij fosfatnog pufera pH vrijednosti 7,0. 

Spektrofotometrijskim testovima uz primjenu lipaza iz Burkholderia cepacia i Pseudomonas 

fluorescens postižu se i do 50 puta veće vrijednosti aktivnosti u odnosu na rezultate dobivene 

titrimetrijskim testovima. Varijabilnost rezultata paralela titrimetrijskom metodom je manja 

od 1 %, dok je kod spektrofotometrijskog testa iznosila i 20 %. Iz rezultata je primjetno da 

lipaza iz Pseudomonas fluorescens ima oko 30 % nižu aktivnost u odnosu na lipazu iz 

Burkholderia cepacia. 

 

Na osnovi podataka, za lipazu iz Burkholderia cepacia ne može se odrediti koji je test 

pouzdaniji, budući da sintezom biodizela u reakcijskim uvjetima određenim pomoću oba testa 

nastaju podjednake količine metilnih estera (Tablica 7). U slučaju lipaze iz Pseudomonas 

fluorescens, na osnovu podataka, može se zaključiti da je prihvatljiviji titrimetrijski test 

(Tablica 7). Zbog lakšeg iščitavanja rezultata podatci optimalnog pH i temperaturnog 

optimuma prikazani su za svaki test zasebno. 
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4.1.2. pH optimum lipaza 
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Slika 12 Ovisnost volumne aktivnosti lipaze iz Burkholderia cepacia o pH pri upotrebi sustava 

različitih pufera i univerzalnog pufera po Britton‐Robinsonu pri pH rasponu od 6,0 do 11,0 uz 

primjenu spektrofotometrijskog testa 
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Slika 13 Ovisnost volumne aktivnosti lipaze iz Burkholderia cepacia o pH pri upotrebi sustava 

različitih pufera i univerzalnog pufera po Britton‐Robinsonu‐u pri pH rasponu od 6,0 do 11,0 

uz primjenu titrimetrijskog testa 
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Iz rezultata je vidljivo da pH utječe na aktivnost lipaze iz Burkholderia cepacia, ali da je 

aktivnost ovisna i o primjenjenom puferu. Slika 12 prikazuje da se u rasponu pH od 6,0 do 8,0 

pri upotrebi natrij fosfatnog pufera (PB) i univerzalnog pufera po Britton‐Robinsonu ne mogu 

zamijetiti značajŶije razlike aktivnosti lipaze. Međutiŵ, kako se povećava pH vrijednost vidljivo 

je da lipaza pokazuje znatno veću aktivnost u univerzalnom puferu po Britton‐Robinsonu u 

odnosu na tris‐HCl pufer te na glicin‐NaOH pufer pri pH 9,0. Upotrebom sustava različitih 

pufera, aktivnost lipaze je znatno manja u odnosu na aktivnost postignutu upotrebom 

univerzalnog pufera po Britton‐Robinsonu pri pH 10,0, dok točka pri pH 11,0 nije određena 

budući da raspon glicin‐NaOH pufera nije u tom navedenom rasponu. Iz dobivenih rezutata 

ŵože se zaključiti da lipaza iz Burkholderia cepacia pokazuje optimalni pH pri 10,0 uz primjenu 

univerzalnog pufera po Britton‐Robinsonu, stoga je navedeni pufer pouzdaniji za određivaŶje 

spektrofotometrijskim testom. Međutiŵ, optimalna pH vrijednost aktivnosti lipaze dobivena 

ovim testom ne odogovara vrijednostima koju su proizvođači Ŷaveli kao optimalnu (pH 7,0). 

 

Iz Slike 13 je vidljivo da oba puferska sustava u titrimetrijskom testu pokazuju slične vrijednosti 

aktivnosti lipaze iz Burkholderia cepacia u pH rasponu od 6,0 do 9,0. Međutim, primjenom 

univerzalnog pufera po Britton‐Robinsonu pri pH vrijednosti 10,0 i 11,0 došlo je do 

neutvrđeŶog rasta aktivnosti. Prema tome, kao optimalni određen je pH 7,0 postignut natrij 

fosfatnim puferom čime je ostvarena pH vrijednost koju su proizvođači Ŷaveli kao optimalnu. 
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Slika 14 Ovisnost volumne aktivnosti lipaze iz Pseudomonas fluorescens o pH pri upotrebi 

sustava različitih pufera i univerzalnog pufera po Britton‐Robinsonu pri pH rasponu od 6,0 do 

11,0 uz primjenu spektrofotometrijskog testa 
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Slika 15 Ovisnost volumne aktivnosti lipaze iz Pseudomonas fluorescens o pH pri upotrebi 

sustava različitih pufera i univerzalnog pufera po Britton‐Robinsonu pri pH rasponu od 6,0 do 

11,0 uz primjenu titrimetrijskog testa 
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Slika 14 prikazuje promjene aktivnosti lipaze iz Pseudomonas fluorescens primjenom 

univerzalnog pufera po Britton‐Robinsonu i sustava različitih pufera tijekom 

spektrofotometrijskog testa. U rasponu pH od 6,0 do 7,0 pri upotrebi natrij fosfatnog pufera i 

univerzalnog pufera po Britton‐Robinsonu ne mogu se zamijeniti značajnije razlike aktivnosti 

lipaze, no kako se povećava pH vrijednost povećavaju se razlike između navedenih pufera. Iz 

dobivenih rezutata ŵože se zaključiti da lipaza iz Pseudomonas fluorescens pokazuje optimalni 

pH pri 10,0 uz primjenu univerzalnog pufera po Britton‐Robinsonu, stoga je navedeni pufer 

pouzdaniji za određivanje spektrofotometrijskim testom. Međutim, optimalna pH vrijednost 

aktivnosti lipaze dobivena ovim testom ne odogovara vrijednostima koju su proizvođači naveli 

kao optimalnu (pH 8,0). 

 

Slika 15 prikazuje promjene aktivnosti lipaze iz Pseudomonas fluorescens primjenom 

univerzalnog pufera po Britton‐Robinsonu i sustava različitih pufera tijekom titrimetrijskog 

testa. U rasponu pH od 6,0 do 7,0 pri upotrebi natrij fosfatnog pufera i univerzalnog pufera po 

Britton‐Robinsonu razlike su minimalne, no pri pH 8,0 uslijedile su veće razlike u vrijednostima 

aktivnosti lipaze. Iako je najveća aktivnost postignuta pri pH 10,0 primjenom univerzalnog 

pufera po Britton‐Robinsonu, zbog oscilacija rezultata prilikom ponavljanja testa, kao 

optimalna određena je pH vrijednost 8,0 postignuta natrij fosfatnim puferom čime je za lipazu 

iz Pseudomonas fluorescens postignuta pH vrijednost navedena kao optimalna od strane 

proizvođača. 
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4.1.3. Optimalna temperatura za aktivnost lipaza 
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Slika 16 Ovisnost volumne aktivnosti lipaze iz Burkholderia cepacia o temperaturi u rasponu 

od 30 do 6Ϭ °C pri upotreďi pufera po Britton‐Robinsonu optimalne pH vrijednosti 10,0 uz 

primjenu spektrofotometrijskog testa 
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Slika 17 Ovisnost volumne aktivnosti lipaze iz Burkholderia cepacia o temperaturi u rasponu 

od 30 do 60 °C pri upotreďi Ŷatrij fosfatnog pufera optimalne pH vrijednosti 7,0 uz primjenu 

titrimetrijskog testa 
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Rezultati pokazuju da aktivnost lipaze iz Burkholderia cepacia osim o promjeni pH vrijednosti 

ovisi i o promjeni temperature. Slika 16 prikazuje optimalnu temperaturu aktivnosti lipaze, 

određenu spektrofotometrijskim testom, uz primjenu univerzalnog pufera po Britton‐ 

Robinsonu optimalne pH vrijednosti 10,0. Porastom temperature dolazi i do porasta aktivnosti 

lipaze pri čemu se najveća aktivnost postiže pri 50 °C. Stoga je navedena temperatura 

određena kao optimum. 

 

Slika 17 prikazuje optimalnu temperaturu aktivnosti lipaze, određenu titrimetrijskim testom, 

uz primjenu natrij fosfatnog pufera pH vrijednosti 7,0. I u ovom slučaju najveća aktivnost lipaze 

postiže se pri temperaturi od 50 °C koja je prema tome određena kao optimalna. U oba testa, 

uz primjenu različitih pufera različite pH vrijednosti postignuta je optimalna temperatura 

aktivnosti lipaze iz Burkholderia cepacia koju su proizvođači naveli kao optimalnu za navedenu 

lipazu. 
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Slika 18 Ovisnost volumne aktivnosti lipaze iz Pseudomonas fluorescens o temperaturi u 

rasponu od 40 do 6Ϭ °C pri upotrebi pufera po Britton‐Robinsonu optimalne pH vrijednosti 

10,0 uz primjenu spektrofotomterijskog testa 
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Slika 19 Ovisnost volumne aktivnosti lipaze iz Pseudomonas fluorescens o temperaturi u 

rasponu od 30 do 6Ϭ °C pri upotreďi Ŷatrij fosfatnog pufera optimalne pH vrijednosti 8,0 uz 

primjenu titrimetrijskog testa 

 
 

 
Rezultati pokazuju da aktivnost lipaze iz Pseudomonas fluorescens osim o promjeni pH 

vrijednosti ovisi i o promjeni temperature. Slika 18 prikazuje optimalnu temperaturu 

aktivnosti lipaze određeŶu spektrofotometrijskim testom, uz primjenu univerzalnog pufera po 

Britton‐Robinsonu optimalne pH vrijednosti 10,0. U ovom slučaju pri temperaturi od 55 °C 

postignuta je najveća aktivnost lipaze, stoga je navedena temperatura određena kao 

optimum. 

 

Slika 19 prikazuje optimalnu temperaturu aktivnosti lipaze, određenu titrimetrijskim testom 

uz primjenu natrij fosfatnog pufera pH vrijednosti 8,0. I u ovom slučaju najveća aktivnost lipaze 

postiže se pri temperaturi od 55 °C koja je prema tome određena kao optimalna. U oba testa 

postignuta je optimalna temperatura aktivnosti lipaze iz Pseudomonas fluorescens koju su 

proizvođači naveli kao optimalnu za navedenu lipazu. 
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Tablica 6 Optimalni uvjeti postignuti ďiotehŶološkom karakterizacijom lipaza 

 
 

Lipaza 

 
Test 

 

Optimalni 

pH 

 

Optimalna 

temperatura [°C] 

 

Burkholderia 

cepacia 

 

Spektrofotometrijski 
 

10,0 
 

50 

 

Titrimetrijski 
 

7,0 
 

50 

 

Pseudomonas 

fluorescens 

 

Spektrofotometrijski 
 

10,0 
 

55 

 

Titrimetrijski 
 

8,0 
 

55 

 

 

4.2. UDIO METILNIH ESTERA MASNIH KISELINA U BIODIZELU 
 

Tablica 7 prikazuje srednje vrijednosti udjela i sastav metilnih estera masnih kiselina u svakom 

od uzoraka biodizela sintetiziranog transesterifikacijom iz svježeg jestivog ulja i metanola u 

kotlastom bioreaktoru, tijekom 24 h, kataliziranom lipazama iz Burkholderia cepacia i 

Pseudomonas fluorescens, sa svakom lipazom odvojeno, u reakcijskim uvjetima (optimalni pH 

i temperatura) koji su određeni ďiotehŶološkoŵ karakterizacijom navedenih lipaza. Nakon 

sinteze biodizela, iz gornje faze reakcijske smjese koju tvore metilni esteri masnih kiselina, 

uzeti su uzorci za određivanje udjela i sastava FAME na plinskom kromatografu. 

 

 
 

Tablica 7 Srednje vrijednosti udjela metilnih estera masnih kiselina u sintetiziranom biodizelu 

 
 

Udio metilnih estera masnih kiselina 

(%) 

 

Broj uzorka biodizela* 

 

1 
 

2 
 

3 
 

4 

 

C14:0 
 

0,07 
 

0,07 
 

‐ 
 

‐ 
 

C16:0 
 

6,45 
 

6,42 
 

5,11 
 

8,55 

 

C16:1 
 

0,12 
 

0,11 
 

‐ 
 

‐ 
 

C18:0 
 

2,96 
 

2,96 
 

‐ 
 

‐ 
 

C18:1 
 

28,40 
 

28,20 
 

11,37 
 

12,06 

 

C18:2 
 

58,17 
 

58,13 
 

30,17 
 

41,21 

 

C18:3 
 

0,21 
 

0,21 
 

‐ 
 

‐ 
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C20:0 
 

0,16 
 

0,05 
 

‐ 
 

‐ 
 

C20:1 
 

0,06 
 

0,14 
 

‐ 
 

‐ 
 

C22:1 
 

0,68 
 

0,68 
 

‐ 
 

‐ 
 

C22:2 
 

0,29 
 

0,31 
 

8,12 
 

10,06 

 

Ukupni  nastali  metilni  esteri  masnih 

kiselina 

 
97,6 

 
97,3 

 
54,8 

 
71,9 

*Broj uzorka biodizela: 1 B. cepacia, univerzalni pufer po Britton‐Robinsonu pH 10,0, 50 °C 
2 B. cepacia, natrij fosfatni pufer pH 7,0, 50 °C 

3 P. fluorescens, univerzalni pufer po Britton‐Robinsonu pH 10,0, 55 °C 
4 P. fluorescens, natrij fosfatni pufer pH 8,0, 55 °C 

 
 

 
Udio metilnih estera pripadajućih masnih kiselina u produktu (biodizelu) kreće se u rasponu 

od 54,8 do 97,6%. Najveći udio metilnih estera u iznosu od 97,6%, određen je u uzorku 

biodizela broj 1, dobivenom reakcijom kataliziranom lipazom iz Burkholderia cepacia, pri 

temperaturi od 50 °C, uz primjenu univerzalnog pufer po Britton‐Robinsonu pH vrijednosti 

10,0 za pripremu lipaze. 

 

Udio metilnih estera masnih kiselina biodizela, prema normi HRN:EN 14214, treba biti jednak 

ili veći od 96,5%. Uzorci biodizela 1 i 2 (biokatalizator lipaza iz Burkholderia cepacia) 

zadovoljavaju normu s vrijednostima udjela metilnih estera masnih kiselina od 97,6 i 97,3%. 

Nasuprot tome, uzorci biodizela 3 i 4 (biokatalizator lipaza iz Pseudomonas fluorescens) ne 

zadovoljavaju normu s vrijednostima udjela metilnih estera masnih kiselina od 54,8 i 71,9% 

(Tablica 7). 

 

Pretpostavlja se da je reakcija katalizirana lipazom iz Burkholderia cepacia dala bolje rezultate 

jer je ta lipaza nespecifičŶa, dok je lipaza iz Pseudomonas fluorescens 1,3‐speĐifičŶa. Naime, 

molekula glicerola, kao osnovni gradivni element triacilglicerola, sadrži dvije primarne (pozicije 

sn‐1 i sn‐3) i jednu sekundarnu hidroksilnu skupinu (pozicija sn‐2). NespeĐifične lipaze ne 

pokazuju specifičnost u pogledu pozicije na molekuli glicerola stoga hidroliziraju primarne i 

sekundarnu estersku vezu u molekuli triacilglicerola gotovo istom brzinom. Prema tome, 

lipaza iz B. cepacia potpuno cijepa triacilglicerole do slobodnih masnih kiselina i glicerola, 

odnosno sve tri masne kiseline dostupne su za metiliranje. S druge strane, lipaza iz P. 

fluorescens hidrolizira primarne esterske veze u molekuli triacilglicerola, ali nije sposobna 
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svojim aktivnim mjestom doći do esterske veze masne kiseline pozicionirane na drugom 

mjestu molekule glicerola, odnosno samo dvije masne kiseline su dostupne za metiliranje. 

Stoga, umjesto tri metilna estera masnih kiselina od jedne molekule triacilglicerola nastaju 

dvije molekule metil estera masnih kiselina i jedna molekula monoacilglicerola s masnom 

kiselinom pozicioniranom na drugom mjestu molekule glicerola. 



 

 

5. ZAKLJUČCI 



5. Zaključci  

 

 

Na osnovi rezultata istraživaŶja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeći zaključĐi: 
 

 

1. Dokazano je da na aktivnost Amano lipaza iz Burkholderia cepacia i Pseudomonas 

fluorescens utječu korišteŶi supstrati (p‐nitrofenil palmitat i maslinovo ulje), vrsta i pH 

vrijednost pufera te temperatura na kojoj su se provodili testovi  određivanja 

ďiotehŶoloških svojstva lipaza. 

 

2. Spektrofotometrijskim testovima uz primjenu lipaza iz Burkholderia cepacia i 

Pseudomonas fluorescens postižu se i do 50 puta veće vrijednosti aktivnosti u odnosu na 

rezultate dobivene titrimetrijskim testovima. 

 

3. Primjenom spektrofotometrijskog testa lipaza iz Burkholderia cepacia pokazuje najveću 

aktivnosti primjenom pufera po Britton‐Robinsonu pH vrijednosti 10,0 pri temperaturi od 

50 °C. Titrimetrijskim testom navedena lipaza pokazuje najveću aktivnost primjenom natrij 

fosfatnog pufer pH vrijednosti 7,0 pri temperaturi od 5Ϭ °C. 

 

4. Primjenom spektrofotometrijskog testa lipaza iz Pseudomonas fluorescens pokazuje 

najveću aktivnosti primjenom pufera po Britton‐Robinsonu pH vrijednosti 10,0 pri 

temperaturi od 55 °C. Titrimetrijskim testom navedena lipaza pokazuje najveću aktivnost 

primjenom  natrij‐natrij  fosfatnog  pufer   pH   vrijednosti   8,0   pri   temperaturi   od 

55 °C. 

 

5. Najveći ukupni udio metilnih estera  masnih  kiselina od  97,6%  postignut je sintezom 

biodizela uz biokatalizator lipazu iz Burkholderia cepacia  pripremljenu  u  puferu  po 

Britton‐ Robinsonu pH vrijednosti 10,0 pri temperaturi od 5Ϭ °C, nakon 24 h. 

 

6. Zbog svoje nespecifičnosti lipaza iz Burkholderia cepacia pokazuje veću efikasnost u 

proizvodnji biodizela u odnosu na 1,ϯ‐speĐifičnu lipazu iz Pseudomonas fluorescens. 
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