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WPLYW FRAKCJI NIETRIACYLOGLICEROLOWEJ NA
STABILNOSC OKSYDATYWNA TLUSZCZU
PRZEESTRYFIKOWANEGO CHEMICZNIE I ENZYMATYCZNIE

Streszczenie

Mieszaning oleju rzepakowego i stearyny palmowej (4:6) przeestryfikowywano w obecnosci biokata-
lizatora — Lipozyme IM oraz katalizatora chemicznego — metanolanu sodu i poréwnywano ich stabilnosé
oksydatywna. Czyste triacyloglicerole (TAG) wyizolowane z produktu enzymatycznego przeestryfikowa-
nia charakteryzowaly sig stabilno$cia oksydatywna podobng do TAG z mieszaniny wyjéciowej, natomiast
stabilno$¢ TAG z produktu chemicznego przeestryfikowania byla dwukrotnie gorsza. Dodatek frakcji
triacyloglicerolowej bogatej w niepelne acyloglicerole do czystych TAG powodowal pogorszenie stabil-
nosci oksydatywnej produktu, tym wigksze, im wyzsze bylo stezenie dodanej frakcji, natomiast dodatek
handlowego emulgatora 3328 powodowal znaczna poprawg tej stabilnosci.

Wstep

Jedna z metod modyfikacji thuszczéw jest proces przeestryfikowania, ktéry moze
zachodzi¢ w obecnoéci katalizatoréw chemicznych lub biologicznych [9, 21, 23].
Obecnie coraz szersze zainteresowanie wzbudza przeestryfikowanie ttuszczéw z zasto-
sowaniem katalizatorOw biologicznych jakimi sg enzymy lipolityczne [13, 20] i wyko-
rzystanie ich specyficznosci [2].

W procesie enzymatycznego przeestryfikowania zachodza dwie przeciwstawne
reakcje: hydroliza i estryfikacja co powoduje, ze w takim produkcie obecne sa obok
triacylogliceroli (TAG) rowniez pewne ilo§ci wolnych kwaséw thuszczowych (WKT)
oraz mono- i diacylogliceroli (MAG, DAG) [24]. Ilo§¢ monoacylogliceroli jest na og6t
niewielka i1 jak wykazaly nasze wcze$niejsze badania [11] stanowi ~1%, natomiast
zawarto$¢ diacylogliceroli jest wigksza i waha si¢ w granicach 7-15% w zalezno$ci od
ilosci wody obecnej w poczatkowym ukladzie reakcyjnym [10, 17, 24]. Jezeli produkt
przeestryfikowania ma by¢ stosowany jako sktadnik osnowy margarynowej nalezy
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usuna¢ z niego WKT, natomiast niepelne acyloglicerole (MAG i DAG) moga spetniaé
pozytywna rol¢. Monoacyloglicerole maja dzialanie emulgujace, a diacyloglicerole
moga by¢ stabilizatorami formy krystalicznej B, pozadanej w osnowach margaryno-
wych [3, 11].

Stabilnos¢ oksydatywna produktu tluszczowego zalezy przede wszystkim od
sktadu kwasoéw thuszczowych oraz od struktury triacylogliceroli, a zwlaszcza od roz-
mieszczenia w nich kwaséw polienowych, szczegdlnie podatnych na utlenienie [12,
27]. Duze znaczenie ma réwniez ilo$¢ i jako$¢ frakcji nietriacyloglicerolowej. Obecne
w niej tokoferole i karoteny wykazuja dzialanie przeciwutleniajace [14, 25, 26], nato-
miast WKT i niepelne acyloglicerole (MAG i DAG) moga obniza¢ stabilno$¢ oksyda-
tywna produktu [15, 16].

Celem pracy bylo zbadanie wplywu frakcji nietriacyloglicerolowej, wzbogaconej
w procesie przeestryfikowania w niepelne acyloglicerole, na stabilnos¢ oksydatywna
uzyskanych produktéw.

Material i metody

Surowce

Do badan uzyto mieszaning niskoerukowego oleju rzepakowego i stearyny pal-
mowej w stosunku wagowym 4:6, ktéra poddano chemicznemu i enzymatycznemu
przeestryfikowaniu.

Katalizatory

W procesie przeestryfikowania stosowano dwa rodzaje katalizatoréw:

e biokatalizator, ktorym byla immobilizowana lipaza z hizomucor miehei, o nazwie
handlowej Lipozyme IM (Novo, Dania), specyficzna w stosunku do wigzan estro-
wych w pozycji sn-1,3 triacylogliceroli; zawarto$¢ wody w enzymie wynosita 3%,

e katalizator chemiczny, ktérym byl spreparowany przez nas metanolan sodu
w ksylenie [8].

Przeestryfikowanie chemiczne

Rafinowany i osuszony olej umieszczono w reaktorze szklanym i podgrzewano
do 85°C, w atmosferze gazu obojgtnego. Nastgpnie przy stalym mieszaniu wprowadza-
no metanolan sodu w ksylenie w ilo$ci 0,3% w przeliczeniu na sod. Proces prowadzo-
no w atmosferze azotu. Czas reakcji wynosit 0,5 h. Reakcjg przerywano przez dodatek
4% roztworu kwasu cytrynowego. Ilo$¢ tego kwasu wynosita 5% w stosunku do mie-
szaniny wyjSciowej. Powstale produkty przemywano woda do zaniku odczynu alka-
licznego [22].
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Przeestryfikowanie enzymatyczne

Reakcje zapoczatkowywano przez wprowadzenie enzymu do uktadu reakcyjnego.
Iloé¢ dodanego enzymu wynosita 8% w stosunku do mieszaniny tluszczowej [11].
Reakcje prowadzono w atmosferze azotu, przy ciaglym mieszaniu mieszadlem ma-
gnetycznym. Temperatura reakcji wynosita 65°C, a czas reakcji — 2 h. Proces przery-
wano przez odsaczenie enzymu od przeestryfikowanego tluszczu.

Wydzielenie wolnych kwasow Huszczowych z produktow przeestryfikowania

Produkt przeestryfikowania rozpuszczano w heksanie w stosunku wagowym 1:1,
w temp. 65°C. Wolne kwasy thiszczowe zobojgtniano 0,1N NaOH w 50% alkoholu
etylowym. Nastepnie oddzielano warstwg heksanowa i przemywano ja do odczynu
obojetnego 50% alkoholem etylowym. Heksan oddestylowywano, a otrzymany pro-
dukt suszono bezwodnym siarczanem sodu.

Izolacja czystych triacylogliceroli metod q chromatografii kolumnowej

Oddzielenie triacylogliceroli od frakcji nietriacyloglicerolowej wykonywano
metoda chromatografii kolumnowej wg normy DGF [6]. Kolumng¢ chromatograficzna
wypetniano zelem krzemionkowym (silica gel 60, 70-230 mesh, Merck) i nanoszono
produkty przeestryfikowania. Triacyloglicerole eluowano z kolumny przy pomocy
mieszaniny eteru naftowego i etylowego (87:13), natomiast niepelne acyloglicerole i
WKT przy pomocy cteru etylowego. Jako metodg kontrolng stosowano chromatografig
cienkowarstwows [4].

Ofrreslenie skiadu frakcji nietriacyloglicerolowej

Zawarto$¢ poszczeg6lnych skladnikow we frakcji nietriacyloglicerolowej badano
przy pomocy wysokosprawnej chromatografii wykluczania HPSEC zgodnie z procedu-
ra Pawlowicza i Drozdowskiego [19]. W tym celu frakcje ta rozpuszczano w tetrahy-
drofuranie w stosunku 1:1 (w/v) i nanoszono na kolumng chromatograficzna PL gel f-
my Polimer Laboratories o wielkosci poréw 500 A i $rednicy ziaren 5 pm. Dhugo$é
kolumny wynosita 30 cm, §rednica wewngtrzna 7,5 mm. Szybko$¢ przeptywu tetrahy-
drofuranu wynosita 60 cm’/h. Stosowano aparat Varian 8500 z detektorem refrakto-
metrycznym RIDK-1-2.

Okreslenie sktadu kwasow Huszczowych w triacyloglicerolach

Skiad kwasoéw thuszczowych wyizolowanych triacylogliceroli okreslano metoda

chromatografii gazowej, po uprzednim przeestryfikowaniu préb metanolem, zgodnie
z PrPN-ISO 5509.
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Okreslenie struktury triacylogliceroli

Strukturg triacylogliceroli oznaczano przy pomocy metody Brockerhoffa z mody-
fikacjami Drozdowskiego [7]. W metodzie tej wykorzystuje si¢ zdolno$¢ enzymu, lipa-
zy trzustkowej, do selektywnej hydrolizy wigzafi estrowych w pozycji sn-1,3 TAG,
przy zalozeniu, ze pozycje te sa réwnocenne. Produkty lipolizy rozdzielano metoda
preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej 1 badano sklad kwasow thiszczowych
wyizolowanych sn-2 monoacylogliceroli. Nastgpnie, w oparciu o uzyskane wyniki oraz
znajomo$¢ sktadu kwaséw thuiszczowych triacylogliceroli wyjéciowych, wyliczano
matematycznie sklad tych kwaséw w pozycji sn-1,3 triacylogliceroli.

Ofkreslenie stabilnosci oksydatywnej thuszczu

Stabilno$¢ oksydatywna tluszczow badano przy pomocy Skaningowej Kaloryme-
trii Réznicowej — DSC w aparacie Mettler TA 3000 [5, 18]. Temperatura utleniania
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Rys. 1. Krzywe kinetyczne utleniania mieszaniny wyjsciowej [1], produktu chemicznego [2] i enzyma-
tycznego [3] przeestryfikowania pozbawionych WKT oraz czystych triacylogliceroli wyizolo-
wanych z mieszaniny wyjéciowej [4], z produktu chemicznego [5] i z produktu enzymatycznego
[6]. Okresy indukcji zaznaczono kursywa.

Fig. 1. Kinetic curves of oxidation of the initial mixture [1], product of chemical [2] and enzymatic [3]
esterification without FFA, and of purified TAGs from initial mixture [4], from chemical prod-
uct [5], and from enzymatic product [6]. The induction periods are indicated in italic.
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wynosita 120°C, a przepltyw tlenu 100 cm’/min. Pomiary wykonywano dwukrotnie.
W metodzie tej rejestruje si¢ przemiany termiczne zachodzace w utlenianym oleju.
W momencie rozpoczecia tancuchowej reakcji utleniania obserwuje si¢ gwattowny
wzrost ilo$ci wydzielonego ciepla. Stabilnos¢ oleju mozna okreéli¢ na podstawie diu-
gosci okresu indukcyjnego. Dhugo$¢ okresu indukcji wyznaczano graficznie w punkcie
przecigeia wznoszacej czesci krzywej z wspdlrzedna czasu. Przykiad wyznaczania tego
czasu pokazano narys. 1.

Dyskusja wynikéw

W produktach przeestryfikowania obok triacylogliceroli (TAG) pojawiaja si¢
pewne ilosci wolnych kwaséw thuszczowych (WKT), diacylogliceroli (DAG) i mono-
acylogliceroli (MAG), stanowiacych frakcj¢ nietriacyloglicerolowa. Uzyskane wyniki
(tab. 1) wykazaly, ze najwigcej tej frakcji zawieral produkt chemicznego przeestryfi-
kowania (14,5%). Zawartos¢ WKT wynosila 0,6%, natomiast pozostalq ilo$¢ stanowily
gtéwnie diacyloglicerole (11,7%) oraz matle ilosci MAG, TAG utl. i dimeréw. Wysoka
zawarto$¢ diacylogliceroli w badanym produkcie spowodowana byla prawdopodobnie
uzyciem w tej reakcji dos¢ duzej iloéci katalizatora — metanolanu sodu —~ wynoszacej
0,3% w przeliczeniu na séd. Wg Rozendaala [24], w pierwszym etapie reakcji prze-
estryfikowania w obecnoéci metanolanu sodu tworzy si¢ aktywny katalizator — po-
chodna sodowa diacyloglicerolu. Po procesie przeestryfikowania katalizator ten zostaje
roztozony woda, na diacyloglicerole i NaOH i stad duze ilosci DAG w otrzymanym
produkcie. Mniejszg zawarto§cia frakcji nietriacyloglicerolowej — 12,8% charaktery-
zowal sig¢ produkt przeesiryfikowania enzymatycznego. WKT stanowily tutaj 3,3%,
natomiast ilo$¢ diacylogliceroli wynosita 7,1%. W przypadku przeestryfikowania en-
zymatycznego ilo§¢ frakcji nietriacyloglicerolowej jest Scisle zwiazana z zawarto$cia
wody w poczatkowym uktadzie reakcyjnym [10, 24]. Im mniej wody jest w ukladzie,
tym mniej frakcji nietriacyloglicerolowej zawiera produkt [24]. Pewna jednak mini-
malna ilo$¢ wody jest tutaj konieczna poniewaz reakcja zachodzi na granicy faz. W
naszych obecnych badaniach zawarto$§¢ wody byla niewielka i wynosita 3% w stosun-
ku do ilosci uzytego enzymu.

Analizujac tab. 1 zauwazono takze, Ze w mieszaninie wyj$ciowej i w produktach
przeestryfikowania, obok MAG i DAG, obecne byly roéwniez niewiclkie ilo$ci TAG
utl. i dimeréw (tacznie ~1,5%). Poréwnujac ilosci tych sktadnikéw przed i po procesie
przeestryfikowania wida¢, ze sa one podobne, co $wiadczy o tym, Ze zwiazki te nie
powstaty w trakcie procesu przeestryfikowania, a pochodzity z surowcow.

Badania stabilno$ci oksydatywnej mieszaniny wyjsciowej, produktow enzyma-
tycznego i chemicznego przeestryfikowania pozbawionych WKT oraz czystych tria-
cylogliceroli, wyizolowanych z tych produktéw przy pomocy chromatografii kolum-
nowej, prowadzono metoda Skaningowej Kalorymetrii Réznicowej. Rys. 1 pokazuje
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Tabela l

Udzial procentowy triacylogliceroli (TAG) i frakcji nietriacyloglicerolowej w mieszaninie wyjsciowej
i produktach chemicznego i enzymatycznego przeestryfikowania.

Contents of triacyloglycerol (TAG) and non-TAG fractions in the starting mixture and in the products of
chemical and enzymatic interesterification.

Udziat frakcji / Fractions [%]
Rodzaj prob Frakcja / o . .
) PIOBY ra C.Ja Frakcja nietriacyloglicerolowa / Non-TAG fraction
Sample Fraction
TAG WKT | DAG+MAG | TAGutl. | dimery | ogélem

Mi - o

leszanina wyjsciowa 94 | 05 3,4+02 12 03 56
Starting mixture
Produkt przeestryfikowania
chemicznego
Product of chemical 85,5 0,6 11,740,5 1,3 0,4 14,5
esterification
Produkt przeestryfikowania
enzymatycznego . 872 33 7,140.8 1,2 0,4 12,8
Product of enzymatic
esterification

krzywe zmian iloSci ciepta wydzielonego w czasie reakcji utleniania badanych prob
i wyznaczone okresy indukcji. Okresy te zaznaczono na krzywych utleniania kursywa.
Dla ustalonych warunkéw eksperymentéw okres indukeji jest charakterystyczny dla
badanego oleju i moze by¢ wykorzystany do oznaczen o charakterze testu przy$pieszo-
nego zgodnie z zasada: dtuzsze czasy indukcji — wigksza odpornos¢ oleju na utlenianie
[5]. Analizujac rys. 1 stwierdzono, ze okresy indukgcji triacylogliceroli wyizolowanych
z mieszaniny wyj$ciowej 1 z TAG produktu enzymatycznego przeestryfikowania byty
podobne 1 wynosity odpowiedniol19 i 124 min (krzywe 4 i 6), co §wiadczy o podobne;j
stabilno$ci oksydatywnej obu tych préb. Natomiast okres indukcji dla czystych triacy-
logliceroli wyizolowanych z produktu chemicznego przeestryfikowania byl znacznie
kroétszy 1 wynosit 66 min., co §wiadczy o gorszej stabilno$¢i oksydatywnej tych tria-
cylogliceroli (krzywa 5). Nalezy sadzi¢, ze spowodowane to bylo cze§ciowym przenie-
sieniem, w procesie chemicznego przeestryfikowania, polienowych kwaséw thuszczo-
wych (18:2, 18:3) z pozycji wewnetrznej sn-2 triacyloglicerolu do pozycji zewngtrz-
nych sn-1,3 na skutek statystycznego rozkladu kwaséw tluszczowych w czasteczce
(rys. 2 i 3), co umozliwilo latwiejszy dostep tlenu do tych kwaséw i zgodnie z przewi-
dywaniami teoretycznymi latwiejsze ich utlenienie [12, 27]. Natomiast w procesie
enzymatycznego przeestryfikowania, ze wzgledu na specyficzno$¢ pozycyjna uzytego
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enzymu, przeestryfikowanie nastgpowalo tylko w pozycji sn-1,3 a pozycja sn-2 cza-
steczki pozostawala prawie niezmieniona, stad sklad kwasow thuszczowych w pozy-
cjach zewnetrznych i wewnetrznej nie ulegl istotnym zmianom w poréwnaniu z mie-
szaning wyj$ciowa (rys. 2 i 3). Potwierdzaja to rowniez nasze wcze$niejsze badania
[12].
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Rys. 2. Tlo$¢ wybranych kwaséw tluszczowych w pozycji wewngtrznej sn-2 w triacyloglicerolach
(TAG) z mieszniny wyjsciowej oraz w TAG z produktu chemicznego i enzymatycznego
przeestryfikowania.

Fig.2. The percentage fraction of selected fatty acids in the internal sn-2 position of triacylglycerols

(TAG) of initial mixture and TAGs of the products of chemical and enzymatic interesterifica-
tion.

W mieszaninie wyj$ciowej i w obu produktach przeestryfikowania obok triacyloglice-
roli obecne byly komponenty nietriacyloglicerolowe takie m.in. jak tokoferole
i niepelne acyloglicerole, ktore moga w rézny sposob wptywaé na stabilno$¢ oksyda-
tywna badanych préb [14-16, 25, 26]. Najwigksza stabilnoscia oksydatywna charakte-
ryzowala si¢ mieszanina wyjsciowa, ktorej okres indukcji wynosil 148 min. (rys. 1,
krzywa 1). Przyczyna tego byta prawdopodobnie obecnosé w niej tokoferoli i tokotrie-
noli. W naturalnym oleju zwiazki te wystgpuja w formie niezestryfikowanej z wolna
grupa OH i maja dziatanie przeciwutleniajace [14, 26]. W naszym badaniach nie ozna-
czaliSmy zawartosci tych zwiazkéw ani w mieszaninie wyj$ciowej, ani tez w produk-
tach przeestryfikowania. Jednakze, jak podaje literatura [26], ogdlna ilo§¢ tokoferoli
i tokotrienoli w rafinowanym oleju palmowym wynosi ~100 mg/100g, natomiast
w rafinowanym oleju rzepakowym ~50 mg/100 g [26]. Przeestryfikowanie oleju moze
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prowadzi¢ do calkowitego lub czesciowego zestryfikowania tych grup kwasami thusz-
czowymi, co powoduje utratg ich wlasciwosci przeciwutleniajacych i zmiang stabilno-
sci oksydatywnej tluszczu [1]. Analizujac dalej rys. 1 stwierdzono réwniez, ze pro-
dukty chemicznego i enzymatycznego przeestryfikowania pozbawione WKT, a zawie-
rajace frakcjg nietriacyloglicerolowa bogata w niepelne acyloglicerole (krzywe 2 i 3),
charakteryzowaty sig krotszym okresem indukcji czyli gorsza stabilnoscia oksydatyw-
na niz odpowiadajace im triacyloglicerole (krzywe 5 i 6). Obnizenie w tych produktach
ilosci frakcji triacyloglicerolowej o polowe, poprzez rozcieficzenie ich czystymi tria-
cyloglicerolami, powodowato poprawe stabilnosci oksydatywnej tych produktéw (tab.
2). Natomiast dodatek do triacylogliceroli handlowego emulgatora 3328, zawierajace-
go obok MAG 1 DAG réwniez ich estry z kwasem cytrynowym i lecytyneg, powodowat
prawie dwukrotne wydhizenie okresu indukcji, a wiec znaczna poprawe stabilno$ci
oksydatywnej tego thuszczu (tab. 2).
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Rys. 3. TIlo$¢ wybranych kwaséw tluszczowych w pozycjach zewngtrznych sn-1,3 w triacyloglicerolach

(TAG) z mieszniny wyjSciowej oraz w TAG z produktu chemicznego i enzymatycznego
przeestryfikowania.

Fig.3. The percentage fraction of selected fatty acids in the external sn-1,3 position of triacylglycerols

(TAG) of initial mixture and TAGs of the products of chemical and enzymatic interesterifica-
tion.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze zarowno produkty przeestryfikowania jak
i czyste triacyloglicerole wyizolowane z tych produktéw ulegaty szybszemu utlenianiu
niz mieszanina wyjsciowa. Czyste TAG wyizolowane z produktu enzymatycznego
przeestryfikowania charakteryzowatly si¢ stabilno$cia oksydatywna podobna do TAG
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z mieszaniny wyj§ciowej, natomiast stabilno§¢ TAG z produktu chemicznego prze-
estryfikowania byla dwukrotnie gorsza. Obecno$¢ frakcji triacyloglicerolowej bogatej
w niepelne acyloglicerole powodowata pogorszenie stabilnosci oksydatywnej produk-
tu, tym wigksze, im wyzsze bylto stgzenie tej frakcji, natomiast dodatek handlowego
emulgatora 3328 powodowal znaczn¢ poprawg tej stabilnosci.

Tabela 2

Stabilno$¢ oksydatywna, wyrazona okresem indukcji, dla produktéw chemicznego i enzymatycznego
przeestryfikowania zawierajacych rozne ilosci frakeji nietriacyloglicerolowej (nTAG) pozbawionej wol-
nych kwaséw thuszczowych (WKT).

The oxidation stability, in terms of induction period, for the products of chemical and enzymatic inter-
esterification with different content of non-TAG fraction without FFA.

Lp. RODZAJ PROBY [sample] OKRES INDUKCIL min
oxidation period, min.
1 | TAG z produktu chemicznego 66
2 | Produkt chem. bez WKT (14% frakcji nTAG) 53
3 Produkt chem. bez WKT+ TAG (1:1) / (7% frakcji nTAG) 60
4 [ TAG z produktu chem. +0,5% emulgatora 3328 108
5 | TAG z produktu enzymatycznego 124
6 | Produkt enzym. bez WKT (9.8% frakcji nTAG) 96
7 Produkt enzym. bez WKT+ TAG (1:1) / (4,9% frakcji nTAG) 110
8 | TAG z produktu enzym. +0,5% emulgatora 3328 230
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INFLUENCE OF NONTRIACYLGLYCEROL FRACTION ON THE OXIDATIVE STABILITY
OF CHEMICALLY AND ENZYMATICALLY INTERESTERIFIED FATS

Summary

A mixture of low erucic acid rapeseed oil and palm stearin (4:6) has been used for interesterification
in the presence of biocatalyst — Lipozyme IM and chemical catalyst — sodium methoxide. Their oxidative
stability have been investigated by means of DSC. It has been shown that the pure triacylglycerols iso-
lated from the products of enzymatic interesterification have oxidative stability comparable to the TAGs
prepared from initial mixture. The stability of TAGs obtained from the products of chemical interesterifi-
cation decreased almost twice.

Addition of non-TAGs fraction enriched in partial glycerides (DAG and MAG) to pure TAGs leds to a
decrease of oxidative stability with the added fraction concentration increase. The stability is improved by
addition of commercial emulgator 3328.



