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Okreslono wplyw ilosci wody obecnej w preparacie enzymatycznym (Novozym
435) na wybrane wlasciwosci przeestryfikowanych mieszanin loju wolowego
i oleju rzepakowego. W wyniku przeestryfikowania stwierdzono wzrost zawar-
tosci wolnych kwasow tHuszczowych i niepetnych acylogliceroli. Zawartosé tych
[frakcji wzrastala wraz ze zwiekszaniem ilosci wody w preparacie enzymatycz-
nym. Zawartos¢ fazy stalej w produktach reakcji obnizata sie w miare wzrostu
zawartosci wody w preparacie enzymatycznym.

Hasta kluczowe: przeestryfikowanie enzymatyczne, lipazy, t6j wotowy, olej rzepa-
kowy.
Key words: enzymatic interesterification, lipases, beef tallow, rapeseed oil.

Jednym ze sposoboéw modyfikacji wiasnosci lipidow jest proces przeestryfiko-
wania. Na szczegdlng uwage zastuguje przeestryfikowanie thuszczow przy uzyciu
enzymow lipolitycznych jako biokatalizatoré6w. Znaczaca rol¢ w procesie prze-
estryfikowania enzymatycznego odgrywa woda obecna w poczatkowym uktadzie
reakcyjnym, a zwlaszcza w enzymie. Pewna jej ilos¢ jest niezbedna dla wlasciwej
aktywnos$ci enzymu, poniewaz lipazy katalizujace ten proces dziataja na granicy
faz woda/olej. Nadmierna ilo$¢ wody w uktadzie reakcyjnym moze spowodowad
dominacje¢ reakcji hydrolizy nad estryfikacja, co w przypadku przeestryfikowania
thuszczow jest niekorzystne (1, 2).

Celem pracy byto zbadanie wptywu ilosci wody obecnej w preparacie enzyma-
tycznym na wybrane wlasciwosci przeestryfikowanych mieszanin toju wotowego
i oleju rzepakowego.

MATERIAL I METODY

Przedmiotem badan byly mieszaniny toju wotowego (T) z olejem rzepakowym
(RSO) o sktadzie 3:1, 1:1, 1:3 (m/m). Mieszaniny przeestryfikowywano enzyma-
tycznie w obecnosci preparatu Novozym 435 (Novozymes — Dania) zawierajace-
go immobilizowana lipaz¢ z Candida antarctica niespecyficzna wzgledem wiazan
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estrowych w triacyloglicerolach. Zawartos¢ wody w preparacie Novozym 435 wy-
nosita 2, 6 1 10% w stosunku do masy preparatu, co odpowiadato okreslonemu stop-
niowi uwodnienia uktadu reakcyjnego: 0,15; 0,44 i 0,74%. Reakcje przeestryfiko-
wania prowadzono przez 4 godziny w temperaturze 80°C. Dozowanie katalizatora
ustalono na poziomie 8% w stosunku do substratu thuszczowego.

W mieszaninach przed i po przeestryfikowaniu oznaczano liczb¢ kwasowa meto-
da miareczkowaq (3) oraz zawartos$¢ frakcji polarnej metoda chromatografii kolum-
nowej (4). We frakcjach triacylogliceroli wyizolowanych z mieszanin fizycznych
i produktow ich przeestryfikowania oznaczano temperature mickniecia metoda ka-
pilary otwartej (5) oraz zawarto$¢ fazy stalej metoda pulsacyjnego jadrowego rezo-
nansu magnetycznego (6). Oznaczono rowniez sktad kwasow thuszczowych metoda
chromatografii gazowej (GLC) (7) oraz ich rozmieszczenie w pozycjach sn-2 i sn-
1,3 triacylogliceroli metoda Brockerhoffa (8).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W procesie enzymatycznego przeestryfikowania zachodza réwnoczesnie dwie
reakcje: hydroliza i estryfikacja. Proces hydrolizy powoduje, ze w uzyskanych pro-
duktach obok wolnych kwaséw thuszczowych (WKT) i triacylogliceroli (TAG) po-
jawiaja si¢ diacyloglicerole (DAG) i monoacyloglicerole (MAG). Analizujac zmia-
ny udziatéw procentowych tych frakcji w produktach przeestryfikowania (tab. I)
w zalezno$ci od ilosci wody obecnej w enzymie katalizujacym proces stwierdzono,
ze w miar¢ wzrostu zawarto$ci wody w preparacie Novozym 435 nastepuje zwigk-
szenie udzialu WKT, DAG i MAG, a obnizenie wydajnosci TAG — najwigksze w
przeestryfikowanej mieszaninie T:RSO (3:1). Swiadczy to o przesuwaniu si¢ réwno-
wagi reakcji hydroliza — estryfikacja w kierunku hydrolizy thuszczu. Podobne zalez-
nos$ci zaobserwowali autorzy innych prac dotyczacych systemow o roznej zawarto-
sci wody (9-11). Forssell wykazat (9), ze reakcja hydrolizy zachodzi nawet przy tak
minimalnej ilosci wody, jaka znajduje si¢ w enzymie liofilizowanym (~0,05% wody
w mieszaninie). Stwierdzono takze, ze nawet stosunkowo mate zmiany zawartosci
wody w uktadzie znaczaco wptywaly na stopien hydrolizy thuszczu.

Tabela |. Zawartosci wolnych kwaséw ttuszczowych (WKT), frakcji niepetnych acylogliceroli (DAG+MAG), triacy-
logliceroli (TAG) oraz temperatura migknigcia (SMP) mieszanin przed (NP) i po przeestryfikowaniu

Table I. Free fatty acids (WKT), mono-and diacylglycerol (DAG+MAG), triacylglycerol (TAG) contents and slip
melting point (SMP) for initial mixtures (NP) and interesterification products

T:RSO (3:1) T:RSO (1:1) T:RSO (1:3)
Oznaczenia Zawarto$¢ wody w preparacie enzymatycznym (%)
NP 2 6 10 NP 2 6 10 NP 2 6 10
WKT (%) 06| 23| 53| 73| 04| 23| 52| 87| 02| 22| 52| 61
I(:c))/?)G+MAG 24| 62| 93|22 | 18| 76|133|118| 09| 57| 73| 11,4
TAG (%) 97,0 | 91,5 | 854 | 67,5 | 97,8 | 90,1 | 81,5 | 795 | 989 | 92,1 | 87,5 | 82,5

SMP (°C) 385|384 (376|372 |344 | 284|326 |300|329|19,0| 21,0 16,6
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Po oznaczeniu temperatury migknigcia (SMP) matryc triacylogliceroli wyizolo-
wanych z produktéw reakcji i porownaniu z danymi dla mieszanin wyjsciowych
(tab. I) zaobserwowano, ze dla sktadéw zawierajacych mato toju (25%) obnizenie
SMP jest bardzo wyrazne (maksymalnie 016,3°C), natomiast dla mieszanin za-
wierajacych duzo loju, SMP pozostaje praktycznie bez zmian. Podobny kierunek
zmian stwierdzono w innych pracach (9,13,14), gdzie wraz ze wzrostem udzia-
tu tlhuszczu twardego w mieszaninie uzyskiwano coraz mniejsze obnizenie SMP
w stosunku do mieszaniny wyjsciowej. Nie ustalono $cistych zaleznosci miedzy
zawartoscia wody w katalizatorze a temperaturg migknigcia otrzymanych pro-
duktow.

50 Ryc. 1. Zawartos$¢ fazy stalej
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Innym wskaznikiem konsystencji thuszczu jest zawarto$¢ fazy statej (sfc) w funk-
cji temperatury. Wptyw ilosci wody obecnej w enzymie reakcji na sfc przeestry-
fikowanych tluszczéw zaprezentowano na przykladzie mieszanin o najwigkszym
i najmniejszym udziale toju (ryc. 1). Stwierdzono, ze sfc w produktach reakc;i,
W poroéwnaniu z mieszaninami wyj$ciowymi obniza si¢ w miar¢ wzrostu zawartosci
wody w uktadzie. Moze to §wiadczy¢ o maksymalnej, w ramach prowadzonego do-
swiadczenia, aktywnosci lipazy zawierajacej 10% wody. Obserwacje te sa zgodne
z danymi literaturowymi dotyczacymi mieszanin innych ttuszczéw twardych, np.
stearyny palmowej z thuszczem mlecznym (12).

Stosowana w doswiadczeniach lipaza, wg instrukcji producenta, charakteryzuje
si¢ zaro6wno specyficznoscia pozycyjna, jak i jej brakiem w zaleznosci od rodzaju
katalizowanej reakcji. Waznym aspektem badan byto sprawdzenie regioselektywno-
$ci preparatu enzymatycznego Novozym 435 w warunkach przeprowadzonych do-
Swiadczen. W tabeli II pokazano rozktad wazniejszych kwasdw thuszczowych TAG
wybranej mieszaniny T:RSO (3:1) przeestryfikowanej w obecnosci Novozym 435
zawierajacym 2% wody.

W wyniku przeestryfikowania nastapito przegrupowanie acyli kwasowych da-
jace zblizona do statystycznej dystrybucj¢ kwasow thuszczowych we wszystkich
pozycjach TAG. Podobny kierunek zmian stwierdzono dla pozostatych mieszanin
(13, 14).
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Tabela Il. Sktad wazniejszych kwasow ttuszczowych TAG mieszaniny T:RSO (3:1 m/m) oraz udziat procentowy
kwasow tluszczowych w pozycji sn-2 przed i po przeestryfikowaniu

Table Il. Fatty acids composition for TAG of T:RSO (3:1 w/w) mixture and percentage of a given fatty acid in sn-2
position before and after interesterification

Przed przeestryfikowaniem Po przeestryfikowaniu
) Skiad kwasow . Udziat danego
Rodzaj kwasu Sklad kwasow | D928 daNego | g4 4 Lwasow kwasu
tluszczowych kwasu
tluszczowego TAG (% tluszczowych ’ tluszczowych | ttuszczowego
w (%) " W pozycji sn-2 - .
W pozycji sn-2 o W pozycji sn-2 | w pozycji sn-2
) (%)
14:0 2,9 55 63,2 2,9 40,3
16:0 23,0 15,8 22,9 22,7 33,3
16:1 (9-cis) 3,5 3,6 32,7 2,3 34,8
18:0 11,6 6,4 18,4 17,4 32,8
18:1 (9-cis) 40,5 42,9 35,2 40,6 33,5
18:2 (all-cis) 6,1 8,8 48,3 57 36,5
18:3 (all-cis) 25 4,0 51,3 25 37,9
WNIOSKI

1. Proces przeestryfikowania spowodowal wzrost zawartosci frakcji niepetnych
acylogliceroli (DAG+MAG) i wolnych kwaséw tluszczowych (WKT) we wszyst-
kich badanych thuszczach. Zawartos¢ tych frakcji wzrastata wraz ze zwigkszajacym
si¢ stopniem uwodnienia biokatalizatora.

2. Wartos$ci temperatur migknigcia produktéw przeestryfikowania zalezaty prze-
de wszystkim od sktadu mieszanin wyjsciowych.

3. Zawarto$¢ fazy stalej w produktach reakcji, w poréwnaniu z mieszaninami
wyjsciowymi obnizata si¢ w miar¢ wzrostu zawartosci wody w uktadzie reakcyj-
nym.

4. Produkty przeestryfikowania charakteryzowaty sie bliskim statystycznemu
rozmieszczeniem kwasow thuszczowych w czasteczkach TAG.
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THE INFLUENCE OF THE WATER CONTENT IN CATALYST ON THE PROPERTIES
OF ENZYMATICALLY INTERESTERIFIED BEEF TALLOW AND RAPESEED OIL BLENDS

Summary

The influence of the water content in catalyst (Novozym 435) on some selected properties of the
interesterified blends of beef tallow and rapeseed oil was defined. It was stated that after interesterifica-
tion the concentration of free fatty acids and partial acylglycerols content increased. The increase of
this fractions was proportional to the water content in enzymatic catalyst used for interterification. The
reductions of solid fat content for TAG from interesterified blend were proportional to the water content
in Novozym 435.
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