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Uvod

Vyzkum glycerolyzy rostlinnych oleji katalyzované
volnymi i zakotvenymi lipasami prokazal jeji vyhody
zejména pro pripravu tepelné nestabilnich monoacylglyce-
rolit (MAG) vyuzivanych jako emulgéatory v potravi-
narském  primyslu a kosmetice. Ve srovnani s dosud
prumyslové pievazné provozovanym chemickym proce-
sem, vyzadujicim vysoké teploty (az 250 °C) a alkalické
hydroxidy jako katalyzatory, glycerolyza katalyzovana
enzymy probihd za mirnych podminek (teploty do 60 °C),
coz ma priznivy vliv na pozadovanou vysokou cistotu
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produktu. K ptipravé MAG a diacylglycerold (DAG) byla
pouzita fada rostlinnych olejti, pfedevS§im slunecnicovy
olej'™, vmensi mife olivovy’ |, fepkovyg’g, sojovy'®!
a tuiakovy olej'>", palmolein'* & triolein'®. V ptipadé
sojového oleje vSak studiu faktord ovliviijicich prubéh
jeho glycerolyzy byla vénovana jen omezend pozornost.
Dosud byla provedena jen bezrozpoustédlové v michaném
vsadkovém reaktoru a poskytla za optimalnich podminek
a v pfitomnosti autory vybraného nejiéinnéjsiho katalyza-
toru (10 hm.% lipasy PS na olej (S) ) pti 40-55 °C pro-
dukt obsahujici 45—48 % DAG a jen 28-30 % MAG.

Vyuziti sojového oleje jako dominantni suroviny pro
vyrobu alkydl jeho chemickou glycerolyzou v ¢eském
lakaiském primyslu, spolu s uvedenym nedostatkem po-
ttebnych poznatki byla podnétem k nize popsanému stu-
diu. Jeho cilem bylo porovnat G¢innost vsadkového a kon-
tinualniho procesu za pouziti komerc¢niho katalyzatoru
Novozym 435. Jeho vhodnost byla ovéfena piedchozim
skreeningem provedenym v této laboratofi.

V této souvislosti byla sledovana i moznost transeste-
rifikace sojového oleje trimethylolpropanem jako zastup-
cem dalSich vicefunk¢énich alkoholl pouzivanych pii vyro-
bé alkydovych pryskyfic.

Studované reakce jsou shrnuty ve Schématu 1.
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Experimentalni ¢ast
Chemikalie
Sojovy olej (Aldrich, C16:0 10,2%, C18:0 3,5%,

C18:1 21,5%, C18:2 56,2%, C18:3 8,8% ; 0,065 mg H,0/g),
glycerol ( Penta, p.a., >99% ; 0,39 mg H,O/g), t-butanol
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Schéma 1. Transestesterifikace triglyceridi glycerinem a trimethylolpropanem
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(Roanal, 99,5%; 3,1 mg H,0/g), hexan (Aldrich, for
HPLC, >98,5%), trimethylolpropan (Aldrich, GC, >98,5%;
0,0078 mg H,0/g). Novozym 435 (Aldrich, imobilizovana
lipasa z Candida antarctica B, objemova hustota 430 kg m™,
primér poréznich sférickych c¢astic  300-900 pm,
specificky povrch 80-150 m* ¢!, primér port 140-170-107"°
m (cit.'®).

Analyza produktl

Analyza acylglycerolit HPLC

K analyze produkti glycerolyzy sojového oleje byla
pouzita metoda HPLC navrzena Tiirkanem a Kalayem'’.
Mgéfeni byla provadéna pristrojem firmy Watrex, skladaji-
cim se ze tii ¢erpadel SDS 150, UV detektoru a Evaporati-
ve Light Scattering detektoru PL-ELS 2100. Latky byly
separovany kolonou Luna CI18, 5pum, 250x4,6 mm,
s pouzitim piedkolony C18, 4x3,0 mm.

Byl zvolen nasledujici postup: ptiblizné 100 mg vzor-
ku bylo navazeno do 4ml mikrozkumavky a pfidan 1 ml
acetonu, nastiik byl 5—10 pmol. Mobilni fazi byl acetonitril
(AcN) a aceton (AC), jeji pritok byl 1 ml min™": 1-8 min
izokraticka eluce AcN:Ac (70:30), 813 min linearni gra-
dientova eluce z AcN:Ac (70:30) na AcN:Ac (10:90) a 13
az 30 min izokraticka eluce AcN:Ac (10:90). Pred dal$im
nastiikem byla kolona 10 min ekvilibrovana AcN:Ac
(70:30). ELS detektor byl nastaven takto: teplota evapo-
race 60 °C, teplota nebulizace 90 °C, prutok dusiku
1.6 SLM. K vyhodnoceni chromatogramti byl pouzit soft-
ware Chrom Quest 4.2.

Timto postupem byly separovany tii skupiny latek,
jejichz retencni Cas rostl s jejich klesajici polaritou, tj.
v poradi volné mastné kyseliny (VMK) spolu s MAG (3 az
7 min), DAG (13—18 min) a triacylglyceroly (TAG) (20 az
25 min). Ke kalibraci byly pouZity nasledujici standardy:
kyselina linolova (Fluka), monolinolein (racemat), 1,3-di-
linolein a trilinolein (vSe Larodan, Malmo). Vzhledem
k relativné malé plose piku VMK ve srovnani s pi-
ky MAG, DAG a TAG byla koncentrace VMK stanovena
acidobazickou titraci vzorku rozpusténého ve smési aceton
-ethanol (1:1) 0,05 M-NaOH na fenolftalein.

Stejny postup byl pouzit i pfi analyze produktil tran-
sesterifikace sojového oleje trimethylolpropanem.

NMR analyza transesterifikacnich produktii

Vzorek transesterifikaéni smési po odstranéni ¢-
butanolu byl rozpustén v CHCl; a jeho 200 umol bylo
podrobeno preparativni GPC (PLgel, pritok 5 ml min™'
CHCI;). Separace sloZzek byla monitorovdna pfi 210 nm.
Byly ziskany tii frakce, které po odpafeni CHCI; byly
rozpustény v CDCl;. 'H NMR spektra vykazovala signaly
triacylglycerolii v prvni frakci, diacylglycerolii (pfipadné
diacyl-TMP) ve druhé a monoacylglycerold (pfipadné
monoacyl-TMP) spolu s VMK ve tfeti frakci. Signaly pro-
tontt glycerolu a TMP byly integrovany a urcen relativni
obsah obou slozek v jednotlivych frakcich. Typicka
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Obr. 1. "H-NMR spektra produktii transesterifikace sojového
oleje TMP. A monoacylglyceroly a monoacyl-TMP, B diacylgly-
ceroly a diacyl-TMP, C triacylglyceroly. * Nebyl identifikovan

"H NMR spektra jednotlivych frakci transesterifikace sojo-
vého oleje TMP jsou na obr. 1.

Glycerolyza ve vsadkovém reaktoru

Vsadkova glycerolyza byla provedena ve 100ml re-
aktoru. Reak¢ni smés (20-36 ml) byla michdna magnetic-
ky (750 ot/min, teflonové magnetické michadlo délky
1,5cma @ 1 cm). Teplota byla regulovana a kontrolovana
Pt teplomérem piimo v baiice pomoci IKA TC3.

Slozeni reakéni smési a reakéni podminky jsou uve-
deny v tabulce I. Pro HPLC analyzu byly odebrané vzorky
(cca 0,1 g) ziedény 1 ml acetonu p.a. V ptipadech, kdy
vzorky byly urCeny k analyze stability produkti pfi jejich
skladovani, byly po odebrani zahtaty na 100 °C, aby se
zamezilo pfipadnému vlivu ¢astic Novozym 435 uvolné-
nych otérem pfi michani reakéni smési.

Produkt byl zbaven z-butanolu nejprve oddestilovanim
pii 100 °C a jeho zbytky pak za snizeného tlaku (100 °C /
4 mm Hg). Porovnani s produktem pied odstranénim roz-
poustédla bylo potvrzeno, Ze tento postup nezpisobuje
vyrazné zmény v jeho slozeni (srovnej udaje v obr. 4).
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Tabulka I
Glycerolyza sojového oleje v michaném vsadkovém reaktoru - vliv reakénich podminek
Pokus ¢. Novozym Mol. pomér t Cas MAG DAG TAG VMK
435 [%] G/S tB/S [°C] [h] [%] [%] [%] [%]
1 2,0 2 40 45 5 82 13 0 5
2 3,5 2 20 45 5 5 39 50 6
3 4,5 2 4 52 1 76 8 8
4 4,5 2 4 52 2 82 3 7
5 4,5 2 4 52 4 82 10 1 7
6 9,0 2 10 45 1 68 23 1 8
7 9,0 2 10 45 2 73 19 1 7
8 9,0 3 20 52 2 87 7 0 6
9 9,0 3 20 52 4 89 4 0 7
Kontinualni glycerolyza Tabulka II

Schéma pouzitého reaktoru je na obr. 2. Magneticky
michané reakéni smés o slozeni uvedeném v tab. II byla
ze zasobniku davkovana peristaltickou pumpou do reakto-
ru opatfeného vyhtivanym plastém.

Jimany produkt byl zbaven rozpoustédla destilaci
popsanou vyse a podroben HPLC a NMR analyze. Souhrn
provedenych kontinualnich glycerolyz je uveden v tab. II
a podminek pouzitych pfi transesterifikaci sojového oleje
trimethylolpropanem (TMP) v tab. II1.

K porovnani vysledkl ziskanych za rliznych navazek
katalyzatoru a rychlosti davkovani byl jako jednotny para-
metr vyuzit tzv. reakéni ¢as T (min) = W/ (v, .p), kde W je
sucha vaha Novozym 435 (g), p je jeho hustota (g cm™)
a v, je davkovani reakeni smési (cm®*min™) (cit.*).

48°C

Obr. 2. Kontinuadlni reaktor s pevnym loZem Kkatalyzatoru.
Pramér kolony d = 3 cm, vyska loze v = 15, katalyzator Novozym
435 (15 g)
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Vliv reakéni doby na relativni sloZeni produktu kontinual-
ni glycerolyzy sojového oleje v z-butanolu pti 48 °C (mol.
pomeér glycerolu ku oleji, G/S =2 a ¢-butanolu k oleji, t-B/
S=4)

7 MAG DAG TAG
[min'] [%] [%] [%]

10 33,7 26,7 39,6

25 34,5 40,0 25,5

40 38,4 41,0 20,6

90 40,0 423 17,7
120° 30,3 46,3 23,4
120° 85,3 14,7 0
280° 28,1 46,2 23,7

"t = W/(v, . p); W— Novozym 435 v g, v, priutok

v ml min™" a p je objemova hustota Novozym 435 = 0,45
gml™".® G/S=2at-B/S=2.° G/S=4at-B/S=20

Vysledky a diskuse
Glycerolyza ve vsadkovém reaktoru

Glycerolyza sojového oleje ve vsadkovém reaktoru
byla vyuzita k posouzeni vlivu jednotlivych reakcnich
parametri na pribéh procesu. Pfedbéznymi pokusy bylo
zjisténo, ze bez pouziti rozpoustédla je reakce velmi poma-
14 a poskytuje jen nizké vytézky produktii. To je v souladu
s bezrozpoustédlovou glycerolyzou tohoto substratu kata-
lyzovanou fadou komerénich zakotvenych lipas'®, kdy
ivpfipadé relativné vysoké navazky Novozym 435
(10 hm.% na olej) bylo pfi mol. poméru glycerol/olej (G/S)
8:1 dosazeno'' pii 50 °C  rovnovéazného slozeni produktu
azpo 24 h.
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Tabulka III
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Slozeni produktu kontinualni transesterifikace sojového oleje trimethylolpropanem (reakéni podminky v obr. 6)

Mono-estery® [%] Di-estery” [%] TAG [%] VMK
mono-TMP 1-MAG 2-MAG di-TPM 1,2-DAG 1,3-DAG (7]
71 24 5 23 27 50 10 4

Celkovy vytszek * 44%, ® 42%

Jak je ziejmé z vysledkd uvedenych v tab. I, vyrazné
urychleni studované glycerolyzy lze docilit pouzitim z-
butanolu jako rozpoustédla. Jeho vybér vychazel
znedavno publikovaného vlivu fyzikdlnich vlastnosti
13 rozpoustédel na obsah monoglyceridi v produktech
vsadkové glycerolyzy slune¢nicového oleje’. Ve srovnani
s vySe zminénou bezrozpoustédlovou glycerolyzou zptiso-
buje toto rozpoustédlo i vyrazny posun ve slozeni produk-
ti glycerolyzy ve prospéch monoglyceridil (srovnej napf.
pokus 4 v tab. I 82 % MAG, 10 % DAG, 1 % TAG a7 %
VMK s 23 % MAG, 50 % DAG, 20 % TAG a 8 % VMK
pro G/S =8, 10 % Novozym 435, 50 °C a 24 h v cit.'").

Jak ukazuje porovnani pokust 3-5, prakticky Gplné
konverze TAG je dosazeno pii dané navazce imobilizova-
ného enzymu a relativn€ nizkém molérnim ptebytku roz-
poustédla (t-B/S = 4) jiz za 2 h. Vysoky obsah MG podpo-
ruje podle ocekavani i zvySeni molarniho poméru glycero-
lu k oleji (pokus 7 a 8). SniZeni reakéni teploty pii soucas-
ném zvySeni poméru t-B ku S (pokusy 6 a 7) vede naopak
ke zvySeni obsahu DAG, aniz by byla snizena konverze
TAG.
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Témer konstantni obsah VMK (6-8 %) ukazuje, ze
zména vySe zminénych reakEnich parametrii nevede
k vyraznym zménam v poméru mezi hydrolytickou a tran-
sesterifikacni aktivitou pouzité imobilizované lipasy.

Vyznamnym pro pfipadnou aplikaci vsadkové glyce-
rolyzy je snizeni ndkladl na katalyzator jeho opakovanym
pouzitim. Tato moznost vSak v ptipadé sojového oleje
nebyla dosud sledovana. Proto byl proveden pokus, jehoz
vysledky jsou zndzornény v obr. 3.

Bylo zjisténo, Ze recyklace katalyzatoru je omezena
jeho relativn€ nizkou stabilitou vii¢i mechanickému otéru,
k némuz dochazi pii nezbytném intenzivnim michani re-
akéni smési. To mélo za nasledek postupnou desintegraci
polymerniho nosi¢e enzymu (jde o lipasu z C. antarctica
na makroporeznim polyakrylatu), kterd prakticky znemoz-
nila upIné oddéleni vysledné reakéni smési od katalyzatoru
sedimentaci. Proto byla v dalSi nésledné recyklaci vzdy
pouzita vrstva enzymu obsahujici také jisty podil MAG
a DAG.

Na druhé strané se nedokonalé odstranéni katalyzato-
ru z produktu glycerolyzy projevilo zménou jeho slozeni

4, recykl skladovéni

20 : ‘-\ A u .
r — l.- - \‘.l R--A R
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0 2 4 0 4 0 4 2tydny 1 mésic
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Obr. 3. Zmény ve sloZeni produktu vsadkové glycerolyzy sojového oleje v t-butanolu pri opétovném pouziti Novozym 435. G/S = 3,

t-B/S =10, 52 °C; OMAG, B DAG, ATAG, + VMK
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pti dlouhodobém skladovani (viz ubytek MAG za soucas-
ného zvySeni DAG v obr. 3).

Kontinudlni glycerolyza

Poznatky ziskané posouzenim vlivu reakénich para-
metrt na prub¢h glycerolyzy ve vsadkovém reaktoru byly
vyuzity pii vybéru podminek pro kontinualni proces.
Z n€kolika ovéfenych feSeni /kontinualni michany reak-

tor (napt.'*?°), reaktor s fluidnim loZem, membranovy

reaktor (napt.?'*?) & enzymem plnény kolonovy reaktor
(napi.*'?)/ byl vybran reaktor s pevnym lozem, jehoZ sché-

ma a technické parametry jsou uvedeny na obr. 2. Pomérné
siroky rozsah davkovani reakéni smési (0,35 ml min™")
umoznil nalézt optimalni podminky pro ziskani produktu
o pozadovaném slozeni. Jak bylo uvedeno jiz v experi-
mentalni ¢asti, k posouzeni pribéhu glycerolyzy za rozdil-
nych podminek (vysky néplné kolony, rychlosti davkova-
ni, reak¢ni teploty) byla jako jednotny parametr pouzita
tzv. reakéni doba vyjadiena vyrazem uvedenym v pozn.*
v tab. II. Z ni je zfejmé, Ze za zvolenych reakénich podmi-
nek se sloZeni produktil blizké rovnovaznému dosahuje jiz
za 25-30 min. Na rozdil od vysokého podilu MAG
v ptipadé¢ michaného reaktoru a prakticky uplné konverze
TAG (tab. I, pokusy 3-5) se pfi kontinudlni glycerolyze
a shodném molarnim poméru #-butanolu k oleji (t-B/S = 4)
blizi distribuce produktii hodnotdm nalezenym pfi bezroz-
poustédlové glycerolyze tohoto oleje (srovnej 28-30 %
MAG, 45-48 % DAG a 8 % VMK v cit.'"). Vysoky vyté-
zek MAG (80-85 %) lze docilit nekolikanasobnym zvyse-
nim objemu rozpoustédla (srovnej tidaje v tab. II pro T =
120 min, oznagené 120° a 120°).

Prakticky konstantni slozeni produktli nalezené pfi
dlouhodobé glycerolyze (obr. 4) svédci o stabilni aktivité
katalyzatoru (pokus byl po uvedené dobé pierusen kvili
vysoké spotfebé materialu, ne z divodl poklesu aktivity
enzymu).
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Obr. 4. Pribéh kontinualni glycerolyzy sojového oleje. Novo-
zym 435, mol. pomér G/S =4, t-B/S = 12, doba zdrzeni v reakto-
ru 35 min, 48 °C, OMAG, B DAG, + VMK, M = sloZeni pred
odpafenim t-B, P = sloZeni po odpaieni
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Obr. 5. Vliv skladovani na sloZeni produktu kontinualni glyce-
rolyzy sojového oleje. OMAG, B DAG, A TAG, + VMK. Vy-
chozi slozeni reaktantl: plna ¢ara G/S = 4, t-B/S = 20, ¢arkovana
G/S=2,t-B/S=4,48 °C

Na rozdil od produktu glycerolyzy v michaném reak-
toru, u néhoz neodstranéné zbytky katalyzatoru zplsobo-
valy relativn€ rychlé zmény v jeho slozeni pfi del§im skla-
dovani pfi normalni teploté, v tomto pfipadé byly tyto
zmény vyrazné niz$i v obdobi prvnich 3 mésict a jejich
trend nezavisel na vychozim slozeni skladovaného produk-
tu (obr. 5).

Kontinualni transesterifikace sojového oleje
trimethylolpropanem

Pozitivni vysledky ziskané pfi glycerolyze byly pod-
nétem k ovéteni, zda kontinualni proces lze uplatnit i pfi
transesterifikaci sojového oleje trimethylolpropanem. Stoji
za zminku, Ze pfiprava odpovidajicich TMP esterti za pou-
Ziti enzymU byla popsana jen v piipadé bezrozpoustédlo-
vé transesterifikace methylestert fepkového oleje?.

Slozeni produkti transesterifikace je zfejmé z obr. 6.
Ten zahrnuje i zmény v relativnim zastoupeni mono-
a diesterdl vyvolané zménou rychlosti ddvkovani reak¢ni
smési. Z udaji vyplyva, ze i v tomto piipad¢ se dosahuje
vysokych konverzi TAG ( az 90 %), za tvorby pfiblizné
stejného celkového mnozstvi mono- a diacylderivati (ca
42 vs. 45 %) anizkého obsahu VMK (4 %). Z '"H NMR
analyzy (obr. 1) struktury acylderivatt v jednotlivych frak-
cich uvedené v tab. III vyplyva, ze hlavnimi ve frakci mo-
noacylovanych produktti jsou mono-TMP (71 % vs. 29 %
MAG), zatimco u diacylovanych sloucenin je zastoupeni
DAG a di-TMP opacné (77 % DAG vs. 23 % di-TMP).
Pfiznivy je nizky obsah VMK (ca 4 %).
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Obr. 6. Kontinualni transesterifikace sojového oleje (S) trime-
thylolpropanem (TMP) v t-butanolu katalyzovania Novozym
435. Mol. pomér TMP/S =4, t-B/S = 12, 48 °C. OMAG, N
DAG, A TAG, + VMK, * v,. M = slozeni pied odpafenim t-B,
P = slozeni po odpateni

Zavér

Vysledky této studie prokazuji, ze za optimalnich
podminek poskytuje vsadkova i1 kontinudlni glycerolyza
sojového oleje katalyzovand imobilizovanym enzymem
Candida antarctica (Novozym 435) za pouZiti terc-
butanolu jako rozpoustédla produkt s vysokym obsahem
monoglyceridii (az 85 %). Nevyhodou vsadkového prove-
deni je postupna desintegrace katalyzatoru mechanickym
otérem, jez vyrazn€ snizuje moznost jeho recyklace.
V kontinualnim procesu prokazal Novozym 435 dlouhodobé
stalou katalytickou aktivitu, bez ohledu na slozeni vychozi
reakéni smési a podminky reakce.

Zmény vychozich reakénich podminek umoziuji
v relativné Sirokém rozmezi ovlivnit kone¢né sloZeni pro-
duktu glycerolyzy. Ten ve vsSech pripadech vykazoval
vyhovujici stabilitu pii skladovani pii okolni teploté po
dobu nékolika mésici.

Transesterifikace sojového oleje trimethylolpropanem
poskytla pii vysoké konverzi TAG (90 %) smés monoacyl-
a diacylderivatd, s pfevazujicim zastoupenim TMP deriva-
tu ve frakci monoacylovanych produkti (70,6 % mono-
TMP vs. 29,4 % 1-MAG + 2-MAG).

Tato prdce byla provedena za financni podpory MPO
CR v ramci projektu ENZALKYD (ID:24-3TP1/108).
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J. Hetflejs*, S. Sabata®, J. Sykora®, G. Kuncova®,
and T. VI&ek® (“ Institute of Chemical Process Fundamen-
tals, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague,
»SYNPO Co., Pardubice): Continuous Enzymatic Gly-
cerolysis of Soybean Oil

Enzymatic glycerolysis of soybean oil catalyzed with
the commercial lipase catalyst Novozym 435 has been
carried out at 45-52 °C in a stirred tank and fixed-bed
reactor, using fert-butyl alcohol as a solvent. The effects of
reaction conditions on the glycerolysis were evaluated and
optimum parameters found for the monoacylglycerol
(MAG) production (yield > 85 %). Unlike the batch glyc-
erolysis, in the packed bed reactor, the catalyst retained its
activity in long-term operation, regardless of the reaction
conditions used. The continuous transesterification of the
oil with trimethylolpropane (TMP) afforded a mixture of
monoacyl- and diacylglycerols in 90% yield. The high
yield of monoacyl-TMP (71 %) along with 24 % of 1-
monoacyl- and 5 % of 2-monoacylglycerol gives evidence
of the efficiency of the process.
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