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Abstrakt

Fytosteroly su biologicky aktivne zlu€eniny s vysokou pridanou hodnotou, ktorych trhova cena
niekolkonasobne prevySuje cenu biopaliv. Post-fermentaény kukuri¢ny olej, ktory vznika ako vedlajsi
produkt pri spracovani bioetanolu, a pouziva sa ako surovina na vyrobu bionafty, prirodzene obsahuje
fytosteroly vo volnej alebo viazanej forme (sterolestery, sterolglykozidy). Volné fytosteroly a
sterolglykozidy mézu nepriaznivo ovplyvnit stabilitu a kvalitu vysledného biopaliva. Na druhej strane sa
rastlinnym sterolom v sucasnosti venuje ¢oraz vacsia pozornost z dévodu ich pozitivnych uginkov na
zdravie Cloveka, najma v suvislosti s metabolizmom tukov, znizenim hladiny cholesterolu v krvi a
prevenciou Ci lieCbou kardiovaskularnych ochoreni. Praca sa zameriava na vyvoj technologického
postupu, ktory umozni izolaciu fytosterolov ekologicky Setrnym spdsobom a zarovernl zabezpedi
zachovanie alebo zlepSenie poZadovanych kvalitativnych parametrov bionafty. Experimentalne bolo
preukazané, ze fytosteroly sa poCas vyroby bionafty distribuuju predovsetkym do vedlajSich frakcii a
kfa€ovym faktorom pre ich U&innd separaciu je ich koncentracia v surovine, kukuri€¢nom oleji.
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Uvod

Rastlinné steroly, zname ako fytosteroly (PhS z angl. phytosterols), su biologicky aktivne zlu¢eniny
pritomné v rastlinach, ktoré prinadaju vyznamné zdravotné benefity, najma v suvislosti so znizovanim
hladiny cholesterolu v krvi [1]. Vyskytuju sa v réznych formach, ako volné steroly alebo viazané formy,
vratane sterylglykozidov, esterifikovanych sterolov a acylovanych sterylglykozidov. Bezné rastlinné
zdroje zahfhaju zeleninu, ovocie, strukoviny a rastlinné oleje. Medzi najrozSirenejSie patria 3-sitosterol,
stigmasterol a kampesterol, pricom B-sitosterol je povazovany za slubné nutraceutikum aj v suvislosti s
manazmentom cukrovky [2].

Vdaka svojim vlastnostiam nachadzaju PhS wvyuzitie v rdéznych priemyselnych odvetviach. V
potravinarstve sa pridavaju do vyrobkov, ako su tukové natierky, jogurty ¢ mlieCne produkty, pricom
denny prijem 2-3 g mdze vyznamne znizit absorpciu cholesterolu v traviacom trakte a jeho koncentraciu
v sére. Pouzivanie esterifikovanych PhS v potravinach je regulované nariadenim Eurdopskeho
parlamentu a Rady (ES) ¢€. 258/97 [3]. V kozmetickom priemysle pdsobia ako ucinné emolienty, ktoré
podporuju hydrataciu pokozky a posilfiuju jej ochrannu funkciu. Su sucastou produktov viacerych
kozmetickych znaciek, napriklad The Ordinary, Bioderma &i Avéne.

Izolacia PhS s vysokym vytazkom a Cistotou zo surovych olejov alebo vedlajSich produktov rafinacie
je predmetom intenzivneho vyskumu, kedze ide o latky s vyznamnou pridanou hodnotou. Okrem
tradicnych zdrojov sa Coraz vacSia pozornost sustreduje na vedfajSie prudy z vyroby biopaliv, ktoré
predstavuju potencialne cennu surovinu a zaroven podporuju principy obehového hospodarstva.

Kukuriény olej ako zdroj fytosterolov
PhS su prirodzenou suCastou olejov ziskavanych zo semien rdéznych rastlin, ako su slnecnica,

kukurica, sdja, oliva &i repka, ako aj talovy olej — vedlajSi produkt spracovania celulézy z ihli¢natych
drevin. Koncentracia a zloZenie PhS sa liSia podla druhu rastliny, z ktorej pochadzaju. Kukuriény olej



(KO) patri medzi oleje s druhou najvy$Sou koncentraciou PhS, obsahuje 0,08-0,12 % celkovych
tokoferolov (z toho 70-80 % tvoria y-tokoferoly) a 1,3-2,3 % nezmydefnitelnych latok, pri€om priblizne 60
% z nich tvoria steroly — beta-sitosterol, campesterol a stigmasterol [1].

Spolo¢nost ENVIRAL, a. s., pracuje s viacerymi komoditami, ktoré by mohli byt potencialne vyuzité
na separaciu fytosterolov, najma sa jedna o post-fermentaény KO. Analyzou bolo zistené, ze post-
fermentacny KO, produkovany ako vedlajSi produkt vyroby bioetanolu v spolo€nosti obsahuje priblizne
vrozsahu od 0,4-2 % PhS vo volnej a esterifikovanej forme. KO, v su€asnosti sa pouziva aj ako
surovina na vyrobu bionafty. Tento olej prirodzene obsahuje PhS, ktoré méZu nepriaznivo ovplyvnit
stabilitu a kvalitu vysledného biopaliva. Z technologického hladiska su tieto zli€eniny neziaducimi
zlozkami, kedze mbzu znizovat stabilitu paliva a pri dlhodobom skladovani viest’ k precipitacii tuhych
latok. Je zname, Ze sterylglykozidy maju v bionafte obmedzenu rozpustnost a pri zniZzeni teploty
krystalizuju, ¢o mbze spbsobovat problémy pri prevadzke motorovych vozidiel, ako upchavanie
palivovych filtrov [4]. Izolacia tychto zlGienin preto nielenze umozriiuje efektivne zhodnotit vedlajsie
produkty vyroby bioetanolu , ale zaroven zlepSuje kvalitu a stabilitu bionafty .

Fytosteroly v bionafte

Vlastnosti bionafty ovplyviuju vedlajSie produkty transesterifikacnej reakcie, medzi ktoré patria voda,
volné a viazané glyceridy, volné mastné kyseliny, zvySky katalyzatora, alkohol a nezmydelnitefné latky,
ako su rastlinné steroly, tokoferoly a uhlovodiky. Spomedzi bezZnych sterolov sa ukazalo, Ze
sterylglykozidy su hlavnou zlozkou zrazenin bionafty, ¢im zvySuju riziko upchatia palivovych filtrov a
obmedzuju jej prakticku pouzitelnost. PoCas procesu transesterifikacie sa acylované sterylglykozidy
mozu alkalickymi katalyzatormi premienat na volné sterolové glykozidy, ¢o zvy€ajne vedie k ich vys3ej
koncentracii v bionafte nez v pdvodnom oleji [4].

Izolacia PhS z KO pouzivaného na vyrobu bionafty alebo priamo z bionafty predstavuje vyznamny
potencial na ziskanie zluenin s vy8Sou pridanou hodnotou. Ziskanie a Cistenie PhS je technicky
naroéné vzhladom na ich nizku koncentraciu v olejnatych semenach. Vyznamné mnozstva sa vSak
nachadzaju v deodorizaénych frakciach, ktoré vznikaju ako vedlajSie produkty pri rafinacii rastlinnych
olejov. Komer¢ne sa PhS izoluju predovdetkym z vedlajSich produktov rafinacie rastlinnych olejov, ako
su deodoriza¢né destilaty, alebo z bionafty produkovanej z rastlinnych olejov.

Priama separacia fytosterolov z kukuriéného oleja

Priame ziskavanie PhS z KO bolo testované pomocou dvoch technolégii: priamej extrakcie PhS
organickymi rozpustadlami a filtracie schladeného oleja s naslednou extrakciou PhS z filtraéného kolaca.
Priama extrakcia PhS z KO organickymi rozpustadlami bola testovana s cielom izolovat' tieto zlu€eniny
priamo z oleja. PouZzité boli rozpustadla ako metanol, etylénglykol, acetonitril, dimetylformamid, glycerol,
dimetylsulfoxid a kyselina octova. KO sa zmie8al s definovanym rozpustadlom, zahrial na 40 °C a
nasledne ochladil, prifom sa sledovala tvorba fazového rozhrania a pripadna krystalizacia PhS. Fazové
rozhranie sa pozorovalo iba pri niektorych zmesiach, kryStalizacia nastala len pri extrakte s
etylénglykolom. Analyza extraktov pomocou tenkovrstvovej chromatografie vSak nepreukazala
pritomnost PhS.

Rovnako neuspesna bola filtracia schladeného oleja a nasledna extrakcia PhS z filtracného kolaca.
Predpokladalo sa, Ze ochladenim oleja dbjde ku kryStalizacii fytosterolov spolu s dalSimi
nezmydelnitelnymi zloZkami, ako su vosky. Po filtracii vSak vznikol produkt svetlo hnedej farby, ktory po
analyze pomocou tenkovrstvovej chromatografie a nuklearnej magnetickej rezonancie neobsahoval
Ziadne PhS, ¢im sa hypotéza o moznej separacii fytosterolov priamo z KO nepotvrdila. Dévodom
nemoznosti priamej separacie je pritomnost rdéznych foriem fytosterolov. Sterolestery, ktoré su
prirodzene pritomné v oleji, zvySuju rozpustnost volnych sterolov, ¢im brania ich krystalizacii. Tento
predpoklad bol overeny pridanim sterolesterov do zmesi volnych sterolov a stanolov, kde sa ukazalo, Ze
vytaznost krysStalizovanych PhS sa vyznamne zniZuje a s rastucim obsahom sterolesterov klesa aj
Cistota ziskaného produktu. Tieto zistenia poukazuju na to, Ze priame separacné metddy zo surovych



rastlinnych olejov maju zasadné obmedzenia, a preto je efektivnejSie vychadzat z vedlajSich produktov
rafinacie, ako su deodorizatné frakcie, kde je koncentracia PhS vySSia a ich izolacia prakticky
realizovatelna.

Separacia fytosterolov z bionafty

Komer¢na technologia separacie FS zo sdéjového alebo repkového oleja je v niektorych
spolo¢nostiach vedena z bionafty, resp. z destilaéného zvysku po finalnej destilacii bionafty. Vyhodou
tohto spbsobu separacie FS je vySSi vytazok separacie. Pri rafinacii rastlinného oleja sa proces
deodorizacie pouziva na odstranenie prchavych zapachajucich zlucenin, voskov, vofnych mastnych
kyselin, pigmentov a oxida¢nych produktov. Spolu s tymito neZiaducimi latkami sa odstrafiuju aj PhS a
tokoferoly, €im vznikaju cenné dezodoracné kaly, ktoré su jednou z hlavnych surovin PhS [3].

V ramci experimentov boli testované rézne spbésoby vyroby bionafty a naslednej separacie PhS z
filtraného kolaca.

Pri skimani moznosti separacie PhS z destilatu KO bol realizovany experiment, v ktorom bola
vzhlfadom na zvySeny obsah vofnych mastnych kyselin zvolena metdda kyslej esterifikacie s kyselinou
sirovou. Destilat KO bol ziskany kratkocestnou destilaciou (SPD, z angl. short path distillation). Hlavny
rozdiel oproti klasickej dezodorizacii spo€iva vo velmi kratkom kontakte destilovanej latky s teplom, len
niekolko sekund oproti niekolkym minutam v dezodorizacnej koldéne. Pouzitim SPD sa znizuje riziko
destrukcie PhS a umoznuje vyuzitie vys3ich teplot, napriklad 260 °C, €im sa zvySuje ucinnost separacie.
Proces vyroby bionafty prebiehal v sklenenom mieSanom reaktore s objemom 1 L pri teplote 80 °C,
rychlosti mieSania 800 ot./min, tlaku 0,9 bar a dobe reakcie 4 hodiny. Po separacii kyselinovej a
esterovej fazy bol z esterovej fazy premytim odstraneny prebytoény metanol, pricom doSlo k vypadnutiu
Casti sterolov. Po druhom premyti a odstraneni vody bola vzorka ochladena na 5 °C a centrifugovana,
¢im sa ziskala sterolova frakcia. Krystaly sterolov, ktoré boli predtym dékladne precistené, boli
podrobené analyze pomocou plynovej chromatografie spojenej s hmotnostnou spektrometriou (GC-MS).
Identifikacia sa robila porovnanim MS spektier s databazou hmotnostnych spektier NIST. V dodanej
vzorke boli identifikované tri hlavné PhS: campesterol, stigmasterol a y-sitosterol. Campesterol
a stigmasterol boli pomerovo v priblizne rovnakych mnozstvach. y-sitosterol bol zastupeny v najvy$Som
mnozstve a to az 5-6,5 krat vacSom oproti zvySnym dvom sterolom (Tab. 1). Esterova faza po kyslej
esterifikacii sa nasledne podrobila transesterifikacii s metanolatom sodnym s cieflom zvysit obsah
metylesterov mastnych kyselin (FAME). 1zolacia PhS z degumovaného destilatu kukuri€ného oleja bola
uspesna, avSak obsah FAME vo vzorke dosahoval iba 88,7 % hm., o nespina legislativne poZiadavky
pre bionaftu podfa normy STN EN 14214:2019 z hladiska obsahu FAME (min. 96,5 % m/m). Tento
vysledok naznaCuje, Ze reakéna nasada nebola dostatoéne vysuSena a mnozstvo katalyzatora pouzitého
na transesterifikaciu nebolo postacujuce.

Tabufka 1: Kvalitativha analyza sterolov

Retenény ¢as
Zlu€enina (min) Plocha % plochy
Campesterol 10.548 23689595 15.75
Stigmasterol 10.641 17130285 11.39
y -Sitosterol 10.819 109543418 72.85

Za ucCelom overenia opakovatelnosti separacie PhS boli uskutoénené dalSie experimenty. V
prvom postupe sa na vyrobu bionafty pouzil destilovany KO, zatial o druhy postup vyuzival destilat KO
(Obr. 1). Na pripravu vychodiskovych surovin bol pouzity surovy KO bez predchadzajuceho
degummingu, aby sa minimalizovala strata PhS pocas rafinacie, priCom nasledne bol podrobeny SPD
destilacii.



3

late
(free fatty acids)

Residue
(distilled corn oil]

Obrazok 1: Porovnanie surového KO, destilovaného KO a destilatu po vykonani SPD

Na vyrobu bionafty bol v prvom experimente pouzity destilovany KO podrobeny zasaditej
dvojstupriovej transesterifikacii. Po ukon&eni procesu suSenia bola vysledna bionafta ochladena a
uchovavana pri teplote 4 °C pocas troch dni, aby sa overilo, €i déjde k separacii PhS. Po tomto obdobi
bola vo vzorke pozorovana sedimentacia a tvorba krystalov (Obr. 2).

Obrazok 2: FAME po ochladeni (Sipkami je vyznacena sedimentacia — tvorba krystalov)

V druhom experimente bol destilat KO pouZity na pripravu bionafty prostrednictvom kyslej
esterifikacie s koncentrovanou kyselinou sirovou v pritomnosti metanolu, a naslednou transesterifikaciou
s hydroxidom draselnym za pritomnosti metanolu. I1zolacia PhS z tejto vzorky nebola uspe$na. Vzorky
bionafty (Bionafta 1 a 2) ziskané z oboch experimentov (Obr. 3) boli nasledne analyzované s cielom
porovnat zakladné parametre bionafty s poziadavkami normy STN EN 14214 (Tab. 2).

=

Obrazok 3: Finalne produkované vzorky bionafty
Tabulka 2: Zakladné parametre bionafty a legislativne poZiadavky (STN EN 14214)
Bionafta 1: Bionafta 2: STN EN 14214
z destilatu KO z destilovaného
KO




Obsah FAME (hm. %) 96,6 56,5 >96,5
Obsah vody 0,038 0,190 <0,05
[hm. %]

Cislo kyslosti 0,62 0,68 <0,5
[mg KOH/g]

P [mg/kg] 0,94 0,91 <4
Ca [mg/kg] 0,04 0,47 <5
Mg [mg/kg] 0,01 0,01

Na [mg/kg] 0,53 23,81 <5
K [mg/kg] 7,84 7,64

S [mg/kg] 13,92 6 <10
Obsah monoG 0,595 <0,7
[hm. %] -

Obsah diG 0,083 - <0,2
[hm. %]

Obsah triG - - <0,2
[hm. %]

Obsah vol'nyG - - <0,02
[hm. %]

Obsah celkG - - <0,25
[hm. %]

Obsah metanolu [hm. %)] 0,0017 0,046 <0,2
Hustota [g/cm3] 0,8842 0,9043 0,860-0,900
CFPP [°C] +1 2 )
CP [°C] 0 7 -
PP [°C] +2 -10 -
Ox. stabilita [h] 5,2 5,2 >8

Bionafta 1 spifiala legislativne poziadavky na obsah FAME vo vyslednej bionafte, ako aj va&sinu
dalSich parametrov, vynimkou v3ak bolo Cislo kyslosti a obsah siry a draslika. Naopak, vo vzorke
Bionafta 2 bol obsah FAME niz$i ako pozaduju legislativne normy, zarover bol zisteny zvySeny obsah
vody, ¢o naznacuje potrebu dékladnejSieho odparenia vzorky. Takto pripravena bionafta nie je vhodna
na priame pouZzitie do motorovej nafty. Okrem toho v danej vzorke bol zisteny aj zvySeny obsah draslika
a sodika. Ani jedna zo vzoriek bionafty nespinala pozZiadavky na &islo kyslosti v dosledku pritomnosti
nezreagovanych volnych mastnych kyselin, a zaroven ziadna nepreukazala legislativhe pozadovanu
oxidacnu stabilitu, ¢o by si vyZiadalo dodato¢né naklady na aplikaciu antioxidaCnych aditiv.

Na stanovenie obsahu PhS bola analyzovana vzorka zo sedimentu prvého experimentu, ako aj
vzorky vstupnych surovin a medziproduktov (zmydelneny podiel, glycerin) a bionafty z dvoch
experimentov. Pred samotnou analyzou boli vzorky derivatizované silylaénym ¢inidlom a obsah PhS
(Tab. 3) bol kvantifikovany vysokoteplotnou plynovou chromatografiou s detekciou plameriovo-
ionizaCnym detektorom (HT GC-FID).

Vysledky analyz v experimente 1 preukazali, ze sediment, respektive vytvorené krystaly,
neobsahovali PhS, ale pravdepodobne nezreagované volné mastné kyseliny. Dal$ie analyzy sedimentu
ukazali, ze obsah FAME, vyjadreny ako sucet volnych mastnych kyselin a metylesterov mastnych
kyselin, predstavoval priblizne 88 %, €o potvrdzuje, Ze krystaly pozostavali prevazne z nezreagovanych
volnych mastnych kyselin. Separacia PhS preto, podobne ako v experimente 2, nebola uspesna.
Podobny vysledok bol zaznamenany aj pri priprave bionafty z kavového oleja dvojstupriovou
transesterifikaciou [5]. Po ukon&eni reakcie bola vzorka bionafty ochladenda, nasledne prefiltrovana za
studena a ziskany filtracny kola€ bol podrobeny kvalitativnej analyze. Predpokladalo sa, Ze by mohol
obsahovat PhS alebo vosky, ktoré sa po ochladeni bionafty zvyknu vyluCovat vo forme kryStalov



(pozorovatelny zakal bionafty). Analyzy vSak preukazali, Zze kryStalicka frakciu tvorili prevazne
nezreagované volné mastné kyseliny, pricom PhS boli detegované len v stopovych mnozstvach.

Tabulka 3: Kvantifikacia PhS vo vzorkach bionafty a medziproduktoch

Relativny obsah
Experiment Nazov vzorky PhS
(% plochy)
Destilovany KO 0,4
Zmydelneny podiel 2,7
Experiment 1 Glycerinova faza 0,5
Sedimenty (biela usadenina) nedetegované
z FAME
Bionafta 2 0,7
Destilat KO 0,4
Experiment 2 Kyselinova faza nedetegované
Bionafta 1 1

Zaroven vysledky uvedené v Tab. 3 ukazuju v experimente 1 bol najvy$Si obsah PhS stanoveny
v zmydelnom podiele (2,7 %), zatial o vo finalnej bionafte 2 dosahoval iba 0,7 %. V glycerinovej faze
bol obsah fytosterolov 0,5 % a v destilovanom KO 0,4 %, €o predstavuje nizke hodnoty v porovnani s
literarnymi udajmi o vedlajSich produktoch rafinacie olejov, ktoré sa vyuzZivaju na priemyselnu izolaciu
sterolov. V experimente 2 sa PhS v kyselinovej faze nedetegovali, zatial ¢o vo finalnej bionafte 1 bola ich
koncentracia priblizne 1,0 % a v destilate KO 0,4 %. Tieto vysledky naznacuju, Ze PhS sa pocas vyroby
bionafty distribuuju predovSetkym do vedlajSich frakcii, priCom ich obsah vo finalnych produktoch
zostava nizky. Zaroven sa potvrdzuje, ze nizky obsah fytosterolov vo vychodiskovej surovine
predstavuje problém pre ich efektivnu separaciu a koncentrovanie.
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Obrazok 4: Chromatograficky zaznam z HT-GC-FID analyzy vzorky zmydelneny podiel (FAME —
metylestery mastnych kyselin, DAG — diacylglyceroly, TAG — triacylglyceroly/tuky)

Zaver

Produkcia a izolacia PhS z obnovitelnych zdrojov predstavuje perspektivnu oblast vyskumu aj
priemyselnej praxe, kedZe ide o biologicky aktivne zlu€eniny s vyznamnymi lie€ivymi u€inkami. V sulade
s trendom udrzatelnosti sa Coraz vacsia pozornost venuje ich ziskavaniu nielen zo semien rastlin, ale aj
z vedlajSich produktov spracovania olejov a vyroby bionafty. Priama separacia PhS zo samotného
kukuricného oleja sa v experimentoch nepotvrdila. lzolacia PhS z bionafty pripravenou kyslou
esterifikaciou bola CiastoCne UspeSna, avSak opakované pokusy nepreukazali reprodukovatelnu
separaciu, ¢o naznacuje potrebu optimalizacie technologického postupu. PhS sa pocas vyroby bionafty
distribuuju predovsetkym do vedlajSich frakcii, pri€om nizky obsah PhS vo vychodiskovej surovine



obmedzuje ich efektivnu separaciu a koncentrovanie. Na druhej strane, nizky obsah PhS v kukuriénom
oleji predstavuje vyhodu pre vyrobu bionafty vysSej kvality.
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