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PRZEESTRYFIKOWANIE JAKO METODA MODYFIKACJI
WLASCIWOSCI LIPIDOW

Streszczenie

Mieszaning oleju rzepakowego i toju wotowego (1:1) przeestryfikowano w obecnos$ci biokatalizato-
row — Lipozyme IM i Novozym 435 oraz katalizatora chemicznego — metanolanu sodu. Poréwnywano
wladciwosci fizykochemiczne otrzymanych produktow. Przeestryfikowanie spowodowato wzrost zawar-
tosci skladnikéw polarnych i liczby kwasowej oraz obnizenie temperatury migknigcia i zawartosci fazy
stalej. Najwigkszq zawartoscia frakcji polarnej charakteryzowat si¢ produkt przeestryfikowania chemicz-
nego. Wartosci liczb kwasowych wszystkich produktow reakeji byly podobne. Najnizsza temperaturg
migknigcia miat produkt przeestryfikowania chemicznego i produkt reakcji katalizowanej preparatem
Novozym 435. Najlepsze wiasciwosci fizykochemiczne miat produkt przeestryfikowania w obecnosci
Novozym 435.

Wstep

Przeestryfikowanie, obok uwodornienia i frakcjonowania, jest jedna z metod mo-
dyfikacji struktury i whasciwosci thuszczéw. Reakcja ta zachodzi w obecnoéci katali-
zatorow chemicznych lub biologicznych. W wyniku przeestryfikowania zmienia si¢
struktura triacylogliceroli, nie wystgpuja natomiast zmiany w budowie kwasoéw thusz-
czowych, jak to ma miejsce w procesie uwodornienia. Przeestryfikowanie réznych
naturalnych i modyfikowanych tluszczéw moze by¢ sposobem otrzymania thuszczow,
bez izomerdw trans, wykorzystywanych do komponowania osnéw margarynowych lub
uzytkowanych jako thiszcze smazalnicze [9, 10]. Proces ten stwarza mozliwos$ci uzy-
skania tluszczéw o programowanych wlasciwo$ciach fizykochemicznych, tzn. o poza-
danej temperaturze topnienia i zawartosci fazy stalej [5].
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Celem pracy byto zbadanie wptywu reakcji chemicznego i enzymatycznego prze-
estryfikowania na witasciwosci fizykochemiczne mieszaniny toju wotowego i oleju
rzepakowego.

Materiat i metody badan

Materiat do badan stanowity niskoerukowy olej rzepakowy (Zaktady Ttuszczowe
»Kruszwica” S.A.) oraz t6j wotowy (Masarnia ,,Ratynski i synowie” s.c.) zmieszane
w stosunku wagowym 1:1.

W procesie przeestryfikowania stosowano trzy rodzaje katalizatorow:

. immobilizowana lipaza z Mucor miehei o nazwie handlowej Lipozyme IM (Novo
Nordisk, Dania), specyficzna w stosunku do wigzah estrowych w pozycji sn-1,3
triacylogliceroti; zawarto$¢ wody w enzymie wynosita 3%,

e immobilizowana lipaza z Candida antarctica o nazwie handlowej Novozym435
(Novo Nordisk, Dania), niespecyficzna wzgledem wigzan estrowych w triacylogli-
cerolach; zawarto$¢ wody w enzymie wynosita 2 %,

¢ metanolan sodu (Merck, Niemcy).

Przeestryfikowanie chemiczne

Substraty reakcji osuszano pod zmniejszonym cisnieniem i dodawano sproszko-
wany metanolan sodu w iloSci 1%, w przeliczeniu na mase mieszaniny tluszczowej.
Czas trwania reakcji wynosit 1,5 godziny, a temperatura procesu 90°C. Reakcje prze-
rywano przez dodanie goracej wody zakwaszonej kwasem ortofosforowym w celu
roztozenia katalizatora. Przeestryfikowang mieszanine ttuszczowg poddano ekstrakcji
eterem dietylowym. Otrzymany produkt suszono bezwodnym siarczanem magnezu,
a nastepnie oddestylowano rozpuszczalnik.

Przeestryfikowanie enzymatyczne

Substraty reakcji osuszano pod zmniejszonym ci$nieniem i dodawano enzym
w ilosci % w stosunku do mieszaniny tluszczowej. Reakcja katalizowana preparatem
Lipozyme IM trwata s godzin, a temperatura procesu wynosita 60°C. Czas reakcji ka-
talizowanej preparatem Novozym 435 wynosit 4 godziny, a temperatura procesu 80°C.
Proces przerywano przez odsaczenie enzymu od przeestryfikowanego ttuszczu. Po
zbadaniu wptywu temperatury, czasu reakcji i stopnia uwodnienia katalizatora przed-
stawione wyzej warunki wykonywania reakcji uznano za optymalne.

Izolacja czystych triacylogliceroti metodg chromatografii kolumnowej

Oddzielenie triacylogliceroti od niepetnych acylogliceroli i wolnych kwasow
thuszczowych wykonywano za pomocg chromatografii kolumnowej zgodnie z AOAC
1990 (metoda nr 982.27). Kolumne chromatograficzng wypetniano zelem krzemion-
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kowym (silica gel 60, 70-230 mesh, Merck) i nanoszono produkty przeestryfikowania.
Triacyloglicerole eluowano z kolumny za pomocg mieszaniny eteru naftowego
i dietylowego (87:13), natomiast niepetne acyloglicerole i wolne kwasy tluszczowe za
pomoca eteru dietylowego.

W mieszaninie fizycznej oraz w produktach jej przeestryfikowania oznaczano:
liczbe kwasowa, zawarto$¢ skladnikéw polarnych, temperature miekniecia oraz za-
wartos¢ fazy statej w funkcji temperatury.

Oznaczanie liczby kwasowej
Liczbe kwasowg oznaczano metodg miareczkowg wg PN-60/A-86921.
Oznaczanie zawartosci sktadnikow polarnych

Zawarto$¢ sktadnikéw polarnych oznaczano metodg chromatografii kolumnowej
wg AOAC 1990 (metoda nr 982.27). Na kolumne chromatograficzng wypetniong ze-
lem krzemionkowym (silica gel 60, 70-230 mesh) nanoszono produkty przeestryfiko-
wania. Skiadniki polarne wymywano z kolumny za pomocg eteru dietylowego.

Oznaczanie temperatury miekniecia

Temperature miekniecia oznaczano we frakcji triacyloglicerolowej metoda kapila-
ry otwartej wg PN-60/A-86919.

Oznaczanie zawartoscifazy statej

Zawarto$¢ fazy statej w funkcji temperatury we frakcji triacyloglicerolowej bada-
no metodg pulsacyjnego magnetycznego rezonansu jagdrowego stosujgc aparat NMS
100 Minispec firmy Brucker. Oznaczenie to wykonano w laboratorium Zaktadéw
Przemystu Ttuszczowego w Warszawie.

Wyniki i dyskusja

W procesie przeestryfikowania zachodzg dwie przeciwstawne reakcje: hydroliza
i estryfikacja [5, 9],

Analizujgc wartosci liczb kwasowych otrzymanych produktow przeestryfikowa-
nia (tab. 1) stwierdzono, ze produkt otrzymany przy uzyciu katalizatora niespecyficz-
nego pozycyjnie - Novozym 435 ma najmniejszg liczbe kwasowg wynoszgcg 5,5 mg
KOH/g. Wyzszymi wartosciami liczb kwasowych charakteryzujg sie: produkt prze-
estryfikowania chemicznego - 6,5 mg KOH/g i produkt otrzymany przy uzyciu katali-
zatora specyficznego pozycyjnie - Lipozyme IM, wynoszaca 6,4 mg KOH/g.

Proces hydrolizy powoduje, ze w uzyskanych produktach obok triacylogliceroli
znajdujg sie rdwniez pewne ilosci sktadnikow polarnych, czyli wolnych kwaséw ttusz-
czowych, diacylogliceroli i monoacylogliceroli [11], Porownujac udzialy procentowe
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frakcji polarnej w produktach przeestryfikowania (tab. 2 ) stwierdzono, ze najwigkszg
zawartoscig sktadnikow polarnych, wynoszacg 14,7% charakteryzuje sie produkt prze-
estryfikowania chemicznego. Prawdopodobnie jest to spowodowane zastosowaniem
duzej iloSci metanolanu sodu. Poziom dozowania tego katalizatora stosowany przez
wielu autoréw miesci sie w przedziale 0,2-1% [3, 7, 14, 15]. W pierwszym etapie re-
akcji formuje sie aktywna posta¢ katalizatora (diacyloglicerynian sodu) oraz powstajg
estry metylowe kwasow ttuszczowych [13]. Poprzez przerwanie reakcji wodg naste-
puje rozktad katalizatora i tworzg sie digéyloglicerole oraz wodorotlenek sodu.

Tabela :

Poréwnanie wartosci liczby kwasowej w mieszaninie wyjsciowej i produktach przeestryfikowania.
The comparision of acid value in the initial mixture and interesterification products.

Rodzaj mieszaniny Liczba kwasowa (Acid value)
(The kind of mixture) mg KOH/g
. 0,9
(Tallow) '
Olej
(0il) 0.1

Mieszanina fizyczna

(Initial mixture) 05
Produkt przeestryfikowania enzymatycznego (Lipozyme) 6.4
(The product of enzymatic interesterification) ’
Produkt przeestryfikowania enzymatycznego (Novozym) 55
(The product of enzymatic interesterification) '
Produkt przeestryfikowania chemicznego 65

The product of chemical interesterification)

Najmniej sktadnikdéw polarnych zawiera produkt reakcji katalizowanej prepara-
tem Novozym 435 (2,0%). Nieco wieksza zawartoscig frakcji nietriacyloglicerolowej
charakteryzuje sie produkt przeestryfikowania w obecnosci enzymu specyficznego
(4,1%). W przypadku przeestryfikowania enzymatycznego zawarto$¢ sktadnikdéw po-
larnych jest SciSle zwigzana z zawarto$cig wody w poczatkowym uktadzie reakcyjnym
[1, 2, 11, 12]. Wyzsza zawarto$¢ frakcji polarnej w produkcie reakcji katalizowanej
preparatem Lipozyme IM moze by¢ spowodowana wiekszym stopniem uwodnienia
katalizatora. Zwigzane jest to z wiekszg hydrolizg wigzar estrowych [s, s ].

Jednym z parametrow okreslajacych przydatnos¢ uzytkowa ttuszczow jest ich
konsystencja. Najbardziej rozpowszechnionym wskaznikiem konsystencji jest tempe-
ratura miekniecia tluszczu [4], We frakcjach triacyloglicerolowych wyizolowanych
z mieszanin poreakcyjnych zaobserwowano obnizenie temperatury miekniecia w po-
réwnaniu z mieszaning wyjsciowg (tab. 3). Najwieksze obnizenie temperatury miek-
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niecia widoczne jest dla produktu przeestryfikowania chemicznego (spadek o 10°C).
Podobnie wyglada produkt przeestryfikowania enzymatycznego w obecnosci biokata-
lizatora niespecyficznego. Najmniejsze obnizenie temperatury migknigcia (spadek
0 5°C) obserwujemy w przypadku frakcji triacyloglicerolowej wyizolowanej z pro-
duktu przeestryfikowania preparatem enzymu pozycyjnie specyficznego.

Tabela 2

Zawarto$¢ frakcji polarnej w mieszaninie wyjsciowej i produktach przeestryfikowania.
Percentage of polar fraction in the initial mixture and interesterification products.

Frakcja polarna

Rodzaj mieszaniny (Polar fraction)

(The kind of mixture)

%
£) 2,5
(Tallow)
Olej 0.6
(Oil)
Mieszanina fizyczna 15
(Initial mixture) '
Produkt przeestryfikowania enzymatycznego (Lipozyme) a1
(The product of enzymatic interesterification) '
Produkt przeestryfikowania enzymatycznego (Novozym) 20
(The product of enzymatic interesterification)
Produkt przeestryfikowania chemicznego 147

(The product of chemical interesterification)

Tabela 3

Temperatura miekniecia mieszaniny wyjsciowej i triacylogliceroti wyizolowanych z produktéw reakcji.
Melting point of initial mixture and triacylglycerols isolated from reaction products.

Temp, migkniecia

Rodzaj mieszaniny (Melting point)

(The kind of mixture)

°C
Loj
(TEJi”OW) 31,3
Mieszanina fizyczna
(Initial mixture))/ 29,9
Produkt przeestryfikowania enzymatycznego (Lipozyme) 250
(The product of enzymatic interesterification)
Produkt przeestryfikowania enzymatycznego (Novozym) 20,1
(The product of enzymatic interesterification)
Produkt przeestryfikowania chemicznego 193

(The product of chemical interesterification)
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Przeestryfikowanie wptywa réwniez na zawarto$¢ fazy statej we frakcji niepolar-
nej wyizolowanej z mieszaniny poreakcyjnej. Analizujgc te zmiany w zakresie tempe-
ratur od 5 do 50°C (rys. 1) stwierdzono obnizenie zawartosci fazy statej we wszystkich
produktach przeestryfikowania w poréwnaniu z mieszaning wyjsciowg. W zakresie
temperatur 5 - 20°C najwieksze obnizenie zawartosci fazy statej, okoto 10%, obserwu-
jemy, w produkcie przeestryfikowania w obecnos$ci preparatu Novozym 435. W prze-
dziale temperatur od 20 do 50°C profile zawarto$ci fazy statej wszystkich produktéw
reakcji przeestryfikowania majg podobny przebieg. Spadek zawartosci fazy statej
prawdopodobnie jest spowodowany zmniejszeniem stosunku wyzej topliwych triacy-
logliceroli do pozostatych w przeestryfikowanych mieszaninach.

Rys. 1. Zawarto$¢ fazy statej w mieszaninie wyjsciowej i frakcji triacyloglicerolowej wyizolowanej z
produktéw reakcji.
Fig. 1. Solid fat content in the initial mixture and triacylglycerols isolated from reaction products.
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Podsumowanie

Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze zastosowanie réznych katalizator6w procesu
przeestryfikowania pozwala uzyska¢ rézne produkty koncowe. Przeestryfikowanie
spowodowato wzrost zawartosci sktadnikow polarnych i liczby kwasowej. Najwiekszg
zawartoscig frakcji polarnej charakteryzowat sie produkt przeestryfikowania chemicz-
nego. W produktach reakcji zachodzacej w obecnosci biokatalizatorow udziat procen-
towy frakcji polarnej jest znacznie mniejszy. Zawarto$¢ wolnych kwaséw ttuszczo-
wych we wszystkich otrzymanych produktach byta poréwnywalna. We frakcji triacy-
loglicerolowej produktow przeestryfikowania zaobserwowano obnizenie temperatury
miekniecia oraz zawartosci fazy statej. Najwieksze obnizenie temperatury migkniecia
w stosunku do mieszaniny wyjsciowej wykazywat ttuszcz przeestryfikowany chemicz-
nie oraz produkt reakcji katalizowanej enzymem niespecyficznym. Mozna stwierdzi¢,
ze najlepszymi wiasciwosciami fizykochemicznymi charakteryzowat sie tluszcz uzy-
skany w wyniku reakcji zachodzacej w obecnosci katalizatora niespecyficznego.
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INTERESTERIFICATION AS A METHOD OF MODIFICATION
OF PROPERTIES OF LIPID

Summary

A mixture of low erucic acid rapeseed oil and beeftallow (1:1) has been used for interesterification in
the presence of two biocatalysts - Lipozyme IM, Novozym 435 and chemical catalyst - sodium methox-
ide. The physico-chemical properties of interesterified fats have been compared. The increase of polar
compounds content and acid value and the decrease of melting point and solid fat content have been ob-
served. The product of chemical interesterification is characterized by the highest polar fraction content.
The acid values of all the products are similar to one another. The triacylglycerol fraction isolated from

the fat after chemical and Novozym 435 catalyzed interesterification are both characterized by the lowest
melting point. A



