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Przedstawiono literature patentowa oraz wyniki
wiasne prac laboratoryjnych nad wydzielaniem
steroli z oleju i paku talowego. Do ekstrakcji
substancji niezmydlajacych sie stosowano octan
etylu i dwuchloroetan, ich rozdziat prowadzono
w uktadzie weglowodor-metanol.

The patent literature was studied and the
laboratory studies were made to separate the
sterols from tall oil and tall oil pitch. To extract
the  unsaponifiables  dichloroetane  and
ethylacetate were used and for their separation
the mixture of heksan and methanol was used.

Wstep

Zanim przystapimy do opisu wykonanych badan i oméwienia wnioskdw
z nich ptynacych, nalezy poswieci¢ troche czasu na bardziej og6lne spojrzenie na
problematyke, ktérej fragmentem sa nizej opisane badania.

Sprawa pierwsza to poziom zachorowalnosci i umieralnosci na niedokrwienng
chorobe serca (NChS). Celem tego opracowania nie jest szczeg6towa analiza tego
zagadnienia, lecz wobec znanego powszechnie faktu, iz przedwczesne zgony
z powodu tej choroby stanowia okoto potowy og6lnej ilosci zgonéw w Polsce, jest
catkowicie uzasadnione, aby pracowac¢ nad obnizeniem tego wskaznika.

Wyzej wspomniany fakt nie w catosci wyczerpuje negatywy NChS. Trzeba tu
doda¢ wytaczenie ogromnej rzeszy 40-, 50-, 60-latkw z aktywnosci zawodowej
po przebytych zawatach migsnia sercowego.

Poszukiwania sposobow radykalnego zapobiegania NChS trwaja juz szereg
lat. Stwierdzono niewatpliwie, iz najpowazniejsza role odgrywa tu prawidtowa
dieta tluszczowa z mozliwym ograniczeniem spozycia nasyconych kwasow ttusz-
czowych (Polski Konsensus Ttuszczowy 1999), a takze wysokie spozycie kwasow
jedno- i wielonienasyconych, spozycie naturalnych przeciwutleniaczy itd. Nie
wszedzie jednak, i nie w pelnym zakresie, zasady te sa przestrzegane.
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Juz w latach 50-tych stwierdzono, iz czynnikiem obnizajacym poziom
cholesterolu we krwi moga by¢ fitosterole. W pdzniejszych latach zauwazono,
ze podobne, lub nawet intensywniejsze, dziatanie maja ich pochodne nasycone
— stanole, a swa ceche antycholesterolowa zachowuja réwniez estry steroli i stanoli.

Intensywny rozwoj tych badan przypada na lata dziewiecdziesiate, a w znacz-
nej mierze na ich koniec, tzn. w okresie realizacji niniejszej pracy. Ostatnie pare lat
pozwolito przekona¢ sie jak wielkim frontem $wiatowe firmy przystapity do
eksploatacji omawianego odkrycia. Odkrycie to wskazato na fakt, ze sterole
(i stanole) dziataja gtownie przez blokowanie absorpcji cholesterolu LDL z prze-
wodu pokarmowego, tak pochodzacego z syntezy w watrobie, jak i dostarczanego
Z pozywieniem.

Skuteczna dawka steroli w zapobieganiu NChS oceniana jest na 2-3 g na dobe,
chociaz sa sygnaty, ze przy podawaniu ich w odpowiedniej kompozycji dawka ta
moze by¢ znacznie nizsza. Od roku 1995 w Finlandii jest w handlu margaryna
0 odpowiedniej zawartosci steroli (okoto 9%), ktorej dzienne spozycie w ilosci
okoto 25 g obniza poziom cholesterolu LDL o okoto 15%, jednoczesnie praktycz-
nie nie wptywajac na cholesterol HDL.

Swiatowe firmy planuja produkcije fitosteroli (gtéwnie z produktu ubocznego
przemystu papierniczego — oleju talowego lub produktu jego przerobu — paku
podestylacyjnego) na poziomie tysiecy ton rocznie, a inwestycje zwiazane z uru-
chomieniem tej produkcji siegaja kilkudziesieciu miliondw dolaréw.

W tej sytuacji nasz ewentualny udziat w tym (jakze wielkim) przedsiewzieciu
winien by¢ szczegotowo rozwazony i rozsadnie zaplanowany

Jednoczesnie trwaja szeroko zakrojone prace nad znalezieniem nosnikéw
spozywczych steroli tak, azeby ich zazywanie nie kojarzyto sie z pigutka, a nor-
malna, codzienna zywnoscia.

Spogladajac na catoksztatt omawianego zagadnienia trzeba stwierdzi¢, iz ma
ono pierwszorzedne znaczenie dla walki z najgrozniejsza choroba NChS, lecz dla
osiagniecia znaczacego efektu w badaniach i produkcji steroli, musiatyby by¢
zaangazowane bardzo powazne $rodki i sity, aby uzyska¢ oryginalny i ekono-
micznie interesujacy skutek dziatania.

Zagadnienie w swietle literatury i praktyki przemystowej

Sterole, ich budowa i wystepowanie

Sterole sa zwiazkami szeroko rozpowszechnionymi w swiecie roslinnym.
Zaliczane sa one do lipidéw, w szczeg6lnosci do ich frakcji niezmydlajacej sie.
W tabeli 1 pokazano ich zawartos¢ w popularnych olejach roslinnych.
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Tabela 1
Zawartos¢ steroli w olejach roslinnych — The contents of sterols in the vegetable oils*
Nazwa Olej Olej Olej Olej Olej talowy
sterolu rzepakowy sojowy stonecznikowy palmowy (z sosny)
Sterol Rapeseed Soybean Sunflower oil Palm oil Tall oil
oil oil (from pine)
SN, % ** 0,7-1,8 0,5-1,6 0,5-1,5 0,3-0,8 12-18
Sterole, mg/100 g | 540-880 250-418 325-515 60-120 2500-3500

Skiad ster

oli, % catkowitej zawartosci — The contents of sterols, % total contents

Cholesterol
Brassicasterol
Campesterol
Stigmasterol
B-sitosterol

A5 avenasterol
A7 sigmasterol
AT avenasterol
Ergosterol
Isofucosterol

Fucosterol

<4
17-13
28-40

<1
45-61

0

<1
0
19-23
17-19
47-59
2-4
1-3
1-2
<3

<04
0
8-11
7-10
58-64
2-7
9-14
4-6

0,4-1
2-3

1-2
0
9-10
12-16
65-73
4-7
<0,2
<0,2

<0,2

8,4

84,0

* —wg Karleskind (1992)
** — SN — substancje niezmydlajace si¢ — unsaponifiables

Z liczb zawartych w tabeli 1 wida¢, iz ilosciowo najwazniejszym sterolem jest
B-sitosterol, ktory w ogdlnej masie steroli stanowi (w réznych olejach) od blisko
50 do ponad 60%. Na dalszych miejscach znajduja si¢ stigmasterol, campesterol,
a w oleju rzepakowym brassicasterol.

Wymienione wyzej sterole roznia sie od siebie subtelnymi elementami
budowy. Sitosterol posiada jedno wiazanie podwojne w pozycji 5 (drugi pierscien)
i grupe etylowa w pozycji 24. Stigmasterol natomiast posiada drugie wiazanie
podwdijne w tancuchu bocznym w pozycji 22-23. Brassicasterol ma takze wiazanie
podwdjne w pozycji 22-23, jednak w pozycji 24 wykazuje grupe metylowa, a nie
etylowa, w konfiguracji S. Campesterol natomiast nie posiada wiazania podwadj-
nego w fancuchu bocznym, grupe metylowa ma réwniez przy 24 weglu, lecz
w konfiguracji R.
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Wedtug wigkszosci opinii, wyzsza aktywnos¢ antycholesterolemiczna wyka-
ZUja stanole, tzn. sterole uwodornione, nie zawierajace wiazan podwdjnych. 1 tak,
po uwodornieniu sitosterol przechodzi w sitostanol. Réwniez stigmasterol przecho-
dzi (po wysyceniu wiazania podwojnego w pierscieniu drugim i w tancuchu
bocznym) w sitostanol, natomiast campesterol — w campestanol. Niemniej, nalezy
powiedzie¢, iz pojawity sie publikacje sugerujace, ze fitosterole moga mieé
podobna aktywnos¢ antycholesterolowa jak fitostanole.
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Sitostanol jest zle rozpuszczalny w ttuszczach. Aby poprawi¢ tg¢ cechg
zwigzek ten estryfikuje si¢ kwasami ttuszczowymi, np. oleju rzepakowego, dopiero
ta forma jest wykorzystywana w osnowie ttuszczowej margaryny.
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Zrodlo pozyskiwania steroli — olej talowy i pak oleju talowego

Interesujace nas fitosterole (gtéwnie B-sitosterol) naleza do zwiazkéw lipido-
wych szeroko rozpowszechnionych w przyrodzie. Jak to juz wyzej powiedziano,
towarzysza one innym lipidom, a wigc wystepuja (na ogot w niewielkich ilosciach)
praktycznie we wszystkich ttuszczach znajdowanych w roslinach. Ich udziat
w lipidach roslinnych jest z reguty niewielki, najczesciej stanowi utamek procenta,
a wystepuja one w tluszczach naturalnych w czgsci w postaci wolnej, w czgsci
zestryfikowane kwasami ttuszczowymi.

Nieco wyzsza zawartos¢ steroli znalez¢ mozna w niektérych produktach
ubocznych przetworstwa ttuszczéw roslinnych. Takimi produktami sa odpady
z odwaniania ttuszczow roslinnych.

Najobfitszym zrodiem fitosteroli jest obecnie olej talowy i niektdre produkty
jego przerobu, a w szczegolnosci pak powstajacy po destylacji.

Olej talowy, ktorego nazwa pochodzi od finskiego ,.tallolie” co oznacza ,,0lej
sosnowy”, jest produktem ubocznym przy wytwarzaniu celulozy metoda sulfatowa.
Zrebki drewna, gtdwnie sosnowego, sa poddawane na goraco maceracji roztworem
tugu sodowego i siarczanu sodu. W procesie tym zostaja odszczepione liczne
zwiagzki chemiczne uprzednio powiazane z masa celulozowa, m.in. kwasy
ttuszczowe (KT), kwasy zywiczne (KZ), sterole i wiele innych, nie do konca
zidentyfikowanych. Substancje te sa rozpuszczone lub zawieszone w cieczy uzytej
do maceracji, przy czym zwiazki o charakterze KT i KZ sa juz przeprowadzone
w mydta. Plyn ten, zwany ,black liquor”, jest oddzielany i poddawany Kkilku-
stopniowemu zageszczeniu. Najczesciej miedzy drugim a trzecim stopniem
zageszczenia do tego ptynu dodawany jest kwas siarkowy, ktéry rozktada mydta
i przy ogrzewaniu ulatwia wyptyniccie oleistej frakcji na powierzchnig. Oleista
frakcja to wiasnie olej talowy.

Produkcja oleju talowego jest dos¢ wysoka. Duze zaktady papiernicze
pozyskuja rocznie do 15 tys. ton oleju talowego. Mniej wiecej taki uzysk maja
duze papiernie w Polsce (Swiecie, Kwidzyn).

Dla przyktadu poda¢ mozna, iz celulozownie w USA wyprodukowaty w 1997 r.
okoto 930 tys. ton tego oleju, zas ocena zapotrzebowania na rok 2001 moéwi o 952
tys. ton i przewiduje wzrost o okoto 1-2% rocznie. Obecna cena oleju talowego
jest bliska 140-180 $ za tong. Trzeba przy tym powiedzie¢, iz pozyskanie fito-
steroli z oleju talowego w zasadzie nie obniza wartosci pozostatej, gtdwnej masy
tego oleju zawierajacej KT i KZ.

Skifad tego produktu pozyskiwanego w réznych miejscach, w réznym czasie
i przy stosowaniu r6znych wariantow technologicznych jest wysoce zréznicowany.
Na sktad oleju talowego wptywa rodzaj drewna uzytego w przetworstwie (sosna,
gatunki lisciaste), parametry procesu termicznej obrobki masy drzewnej, techno-
logia pozyskiwania ,,black liquor” i jego destylacyjnego zageszczenia.
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Wartosciowym sktadnikiem oleju talowego sa kwasy ttuszczowe, gtéwnie
oleinowy i linolowy oraz kwasy zywiczne majace szerokie zastosowanie jako
takie, badz po poddaniu dalszej obrébce chemicznej. Kwasy ttuszczowe i zywiczne
moga by¢ stosunkowo tatwo wydzielone z oleju talowego na drodze destylacji
prézniowej. W tym procesie, oprdcz destylatu sktadajacego sie gtéwnie z kwasoéw
ttuszczowych i kwasoéw zywicznych, powstaje pak. Pozostatos¢ ta jest juz znacznie
mniej atrakcyjna (na dzien dzisiejszy), co znajduje odbicie takze w cenie. Materiat
ten jednak wydaje sie interesujacy jako surowiec do otrzymywania steroli, gdyz
wystepuja one w nim w wigkszej ilosci niz w oleju talowym. Wszystko co
byto wyzej powiedziane na temat r6znorodnosci sktadu réznych olejow talowych
tyczy w znacznie wigkszym stopniu paku z oleju talowego. Na jakos$¢ tego
produktu naktada sie jeszcze skutek wysokotemperaturowej destylacji pod
zmniejszonym cisnieniem.

Prace nad pozyskiwaniem fitosteroli i przeprowadzeniem ich w estry stanoli
sa w ostatnich dwdch dziesiecioleciach przedmiotem zainteresowania Kilku potez-
nych firm swiatowych.

Firma Forbes Medi Tech (VSE- FMI) w 1998 r. podpisata z firma Novartis
umowe 0 s$wiatowej wytacznosci licencji produkcji i stosowania kompozycji
sterolowej w produktach zywnosciowych. Firma ta opracowata technologie uzys-
kiwania steroli z mydet oleju talowego oraz opracowata leki i dodatki do zywnosci
obnizajace poziom cholesterolu we krwi.

Novartis — Nutrition jest numerem jeden wsrdd sprzedawcow ,,zdrowej zyw-
nosci” w Europie, a numerem dwa w $wiatowej zywnosci medycznej. Zajmuje
takze wysoka pozycje w produkcji zywnosci dzieciecej, m.in. posiada marke Gerber.

W 1997 roku wartos¢ sprzedazy produktéw grupy Novartis wyniosta 21,6 mld
frankéw szwajcarskich z czego 13,0 mld zwiazane byto z lecznictwem. Firma ta
(dyrekcja ma siedzibe w Szwajcarii w Bazylei) inwestuje ponad 3 mld fr. szwaj-
carskich w prace badawczo—-rozwojowe, zatrudnia 78 tys. ludzi w ponad 100 krajach.

Ostatnio firma Raisio, tworczyni margaryny ,,Benecol”, zawarta porozu-
mienie z firma Johnson and Johnson dotyczace licencji na swiatowy marketing
tego typu produktéw. Jednoczesnie prowadzone sa szerokie poszukiwania innych
produktéw, mogacych by¢ nosnikami estrow stanoli. Dla dziatania w Europie
Johnson and Johnson nawiazat wspotprace z belgijska firma Janssen
Pharmaceutical. Raisio i firma papiernicza Harting S.A. w Santiago w Chile
porozumiaty sie co do rozwoju przerobu produktow ubocznych przemystu
papierniczego. Tu Raisio zachowa 51% kapitatu, a nowa firma Detsa pozostate
49%. Dla realizacji zamierzen przewiduje si¢ naktady inwestycyjne na poziomie
30 miIn $, za$ Raisio zadeklarowato dostawe fitosteroli w ilosci 4 tys. ton rocznie.

W sierpniu 1990 r. Raisio i Westraco Corp. powiadomity o intencji wspdlnego
produkowania surowca sterolowego z sosnowych odpad6w produkcji papierniczej.
Porozumienie przewiduje budowe przez Raisio fabryk estréw stanolu w Charleston.
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W 1995 roku Raisio oficjalnie zakomunikowato o odkryciu, iz sterole moga
by¢ przeprowadzone w estry stanoli, ktdre sa skuteczne (co odkryto przed 1970 r.)
w obnizaniu poziomu cholesterolu we krwi. Badania wykazaty, iz skuteczna ich
dawka to 2 g dziennie. Zawarta jest ona mniej wiecej w 25 g margaryny ,,Benecol”.

,,Benecol” zawiera okoto 9% estréw fitosteroli pochodzacych obecnie z finskich
celulozowni. Finski potencjat produkcyjny fitosteroli to 2-3 tys. ton rocznie,
a Swiatowy jest co najmniej 10-krotnie wigkszy.

Powodem stosowania estrow, a nie wolnych steroli lub stanoli, jest to, iz te
krystaliczne zwiazki zmieniaja teksture zywnosci, wady tej nie maja estry.

Sterole i ich estry sa catkowicie bez smaku i zapachu, znosza proces pieczenia
i smazenia bez utraty dziatania przeciwcholesterolowego. Margaryna z estrami
sitostanolu ma stosunkowo duza trwato$é, moze by¢ przechowywana w niskiej
temperaturze do trzech miesiecy.

Omawiana margaryna w pierwszych latach wytwarzania zawierata okoto 70%
substancji ttuszczowej, za$ obecnie sprzedawane sa dwa warianty — 0 zawartosci
ttuszczu okoto 70% i od roku 1998 takze okoto 40%. Sktad kwaséw ttuszczowych
analizowanych przez nas margaryn pokazano w tabeli 2.

Skiad kwaséw ttuszczowych w obu typach margaryn wyprodukowanych
w 1999r. byt zblizony, prébka archiwalna z 1986 roku miata sktad inny.
Margaryny z roku 1999 jako gtdéwne sktadniki wykazaty kwas palmitynowy Cig.o
okoto (10-20%), oleinowy Cig; (okoto 25-28%), linolowy Cig., cc (40-50%),
stearynowy Cigo (4-5%) i linolenowy Cig3 ccc (1-2%). Margaryny zawieraty
sladowe ilosci innych kwasow ttuszczowych, w tym izomerow trans.

Margaryna z wczesniejszej produkcji zawierala znacznie wiccej kwasu
oleinowego — blisko 50%, linolowego okoto 16%, linolenowego okoto 6%.
Wskazuje to na fakt, iz we wczesniejszej produkcji stosowano znacznie wyzszy
dodatek ciektego oleju rzepakowego, a obecnie wigcej ciektego stonecznikowego.

Margaryna ,,Benecol” zostata wprowadzona do handlu w Finlandii w roku
1995, a obecnie jest dostgpna takze w innych krajach (Wielka Brytania, Holandia).

W roku 1998 obroty zwiazane z margaryna ,,Benecol” wyniosty 283 min
marek finskich, zas od stycznia do sierpnia 1999 — 266 mln marek fiaskich.

Utrudnieniem we wprowadzeniu margaryny ,,Benecol” na rynek USA jest
stanowisko FDA. Instytucja ta, azeby wyda¢ zgode na reklamowanie ,,Benecolu”
jako zywnosci antycholesterolemicznej, potrzebuje 4-6 lat na przeprowadzenie
bardzo kosztownych badan, natomiast mozliwe jest dopuszczenie produktu do
powszechnego obrotu na zasadzie uproszczonego programu badan (GRAS -
Generally Recognised as Safe). Po tej procedurze jednak nie jest mozliwe
reklamowanie jej jako zywnosci funkcjonalnej.
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Sktad kwaséw ttuszczowych margaryny ,,Benecol”
Fatty acid composition of the ,,Benecol’”” margarine
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Tabela 2

KT 40% ttuszczu* 70% ttuszczu* 67% ttuszczu**
40% Fat 70% Fat 67% Fat

C8:.0 0,5 0,6 0,4
C 10:.0 0,5 0,5 0,3
C12:0 3,2 3,2 2,5
C14:.0 1,2 1,5 14
C 15:.0 <0,1 <0,1 -
C 16:0 91 18,8 17,6
cl6:1 0,1 0,1 0,2
C17:0 0,1 0,1 0,1
cir1 0,1 <0,1 0,2
C 18:.0 3,8 4,5 2,9
c18:1t 0,2 0,1 -
C18:1¢9 21,7 25,4

49,3
C18:1cl1 1,2 0,8
C 18:1cl14 - <0,1
C 18:2 ct/tc 0,5 0,4 01
C18:2cc 47,5 40,7 16,2
C 18:3iz0 0,2 0,2 0,4
C 18:3 ccc 2,3 1,1 6,1
C 20:0 0,3 0,3 0,6
> C20:1 0,4 0,3 1,1
C 20:2 - 0,1 0,1
C 20:4 0,1 <0,1 -
C22.0 0,5 0,4 0,3
c221 0,1 0,1 0,3
C24.0 0,5 0,1 -
C24:1 <0,1 04 -

* — data produkcji — produced — 11.1999
** — data produkcji — produced — 08.1986

Biorac pod uwage fakt, ze pak oleju talowego jest korzystniejszym surowcem
do wydzielania fitosteroli, przytoczylismy kilka tablic dotyczacych sktadu paku
réznego pochodzenia.
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Tabela 3
Charakterystyka paku podestylacyjnego oleju talowego z zaktaddw radzieckich
The characteristics of tall oil pitch from Soviet factories
Wskaznik Zaktad — Factory
Index Kottawskij Sotombalskij Bratski
CBK CBK LPK
Liczba kwasowa — Acid number 40-45 30-45 40-50
Liczba zmydlenia — Saponification number 90-120 90-120 100-130
Sktad wagowy (%) — Composition, weight %
— substancje niezmydlajace — unsaponifiables 30-37 32-35 25-32
— substancje utlenione — oxidised substances 12-20 13-18 13-20
— kwasy zywiczne — rosin acids 11-18 13-16 20-25
— kwasy ttuszczowe — fatty acids 28-36 28-36 27-34
— temperatura miekniecia (°C) — softening point 303-310 303-310 313-318

Wedtug Clark 1975

Z powyzszej tabeli wida¢, iz liczba kwasowa paku z trzech zaktadoéw bylta
podobna, to samo mozna powiedzie¢ o liczbie zmydlania. Pozostate wskazniki sa
rowniez zblizone. Interesujaca nas szczeg6lnie zawartos¢ substancji niezmydla-

jacych sie¢ zamyka si¢ w granicach 25-37%.

Holmbom (1978) badat pak oleju talowego z czterech finskich i dwaoch
amerykanskich zaktadow papierniczych. Cechy i sklad badanych prébek paku

pokazano w tabelach 4 i 5.

Tabela 4

Charakterystyka paku podestylacyjnego oleju talowego z zaktadéw finskich i amerykanskich
Characteristics of tall oil pitch from Finish and American factories

L Finski Amerykanski
Wskazniki Finish American
Index
A B C D E F
Wydajnos¢, % oleju talowego — Yield, % of tall oil 25 25 25 30 20 20
LK, mg KOH — Acid number 34 49 38 39 30 27
LZm, mg KOH — Saponification number 94 115 111 105 | 106 | 101
Temperatura migkniecia (°C)* — Softening point 46 30 | 25-30 | 36 - -
Kwasy zywiczne, %P — Rosin acids 12,6 | 16,9 15,5 108 | 8,8 10,6
Nierozpuszczalne w eterze naftowym 2,4 7.4 10,0 9,5 8,5 0,4
Non-soluble in petrol ether

a — typowe wartosci oznaczone przy pomocy urzadzen destylacyjnych

b — metoda Linder-Perssona

Wedtug Holbom 1978
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Wydajnos¢ paku w stosunku do oleju talowego lezata w granicach 25-30%
w olejach finskich, a w amerykanskich wynosita okoto 20%. Liczba kwasowa byta
nieco wyzsza w olejach finskich, podobnie jak liczba zmydlania. Wszystkie probki
zawieraty znaczna ilos¢ substancji nierozpuszczalnych w eterze naftowym — do 10%
(oprécz préby A i F). Sktad grupowy tych samych prébek pokazano w tabeli 5.

Tabela 5
Sktad grupowy paku oleju talowego (% wagowy paku)
Group composition of the tall oil pitch (weight % of pitch)
Sktadnik — Component A B C D E F

Wolne kwasy, razem — Free acids, together | 39,3 51,6 48,6 44,6 46,7 34,6
— kwasy ttuszczowe — fatty acids 1,4 1,8 1,3 0,8 1,3 2,4
— kwasy zywiczne — rosin acids 10,6 12,5 9,7 6,1 3,3 6,5
— inne — others 27,3 37,3 37,6 37,7 42,1 25,7
Kwasy zestryfikowane, razem 30,6 23,2 23,3 26,8 27,9 37,8
Estrified acids, together

— kwasy ttuszczowe — fatty acids 8,2 12,9 13,3 15,2 13,8 12,4
— kwasy zywiczne — rosin acids 1,7 0,9 1,2 0,9 1,6 1,9
— inne — others 20,7 9,4 8,8 10,7 12,5 23,5
Niezmydlajace sig, razem 30,1 25,3 28,2 28,6 254 27,6
Unsaponifiables, together

— nisko czasteczkowe — low molecular 14,6 14,6 14,1 17,7 15,8 15,1
— wysoko czasteczkowe — high molecular 15,5 10,6 14,1 10,9 9,6 12,5
Cigzar rbwnowaznikowy wolnych kwasoéw 648 591 716 642 873 719
Equivalent weight of FFA

Z powyzszych liczb wynika, iz ilos¢ wolnych kwasow ttuszczowych wynosita
powyzej 2%, zywicznych do 10-12%, dominowaty ,,inne” do blisko 40%. Sub-
stancje niezmydlajace sie stanowity 25-30%, podobnie jak w pakach radzieckich.
Ten sam autor badat sktad kwaséw ttuszczowych, kwaséw zywicznych i substancji
niezmydlajacych sie. Dane liczbowe przedstawilismy w tabeli 6 (Holbom 1978).

Oleje finskie, z ktorych otrzymane byty paki podestylacyjne, pochodzity
gtéwnie z przerobu drewna sosnowego, jednakze mozliwa byta domieszka 10-30%
drewna brzozowego, natomiast oleje amerykanskie byly otrzymane z sosny. Paki
A i B pozyskane byty w tym samym zaktadzie, ale w odmienny sposob.

Zaznaczy¢ nalezy, ze estry kwaséw zywicznych zmydlaja sie trudno, nawet
w drastycznych warunkach. Stad pewna ich ilo§¢ moze by¢ zawarta w substancjach
niezmydlajacych sie. Sposrdd interesujacych nas steroli w badanych pakach
znaleziono gtdwnie B-sitosterol, ktdremu towarzyszyt sitostanol oraz campesterol,
znajdowane réwniez w oleju talowym uzytym do destylacji.
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Tabela 6

Gtéwne kwasy ttuszczowe, kwasy zywiczne i niskoczasteczkowe sktadniki paku z oleju
talowego (% wagowy paku) — Main fatty acids and rosin acids and low molecular

components from tall oil pitch (weight % of pitch)

Sktadnik *— Component A B C D E F

Wolne kwasy — Free acids

Oleinowy + 05 + 0,6 0,9

Pimarowy + 0,5 +

Izopimarowy + 0,7 0,6 + + +

Palustrynowy + 0,6 + +

Dehydroabietynowy 41 3,5 3,2 1,9 1,2 2,3

Abietynowy 2,6 4.4 2,9 1,9 0,7 1,7
Zestryfikowane kwasy — Estrified acids

Palmitynowy + + + + 0,8 0,8

Oleinowy 2,2 4.8 4,6 3,6 5,6 5,0

Linolowy 0,6 1,8 2,2 2,4 23 1,7

Sprzezony linolowy + 0,8 0,7 0,8 0,6 0,6

Dehydroabietynowy 0,6 + + 0,5 0,6
Niezmydlajace si¢ — Unsaponifiables

Niezidentyfikowane alk. dwuterpenowe | 0,6 0,5

Non-identified diterpenic alkohol

Pimarol + + 0,7 0,7 0,5 0,6

Izopimarol + 1,0 0,9

Docosanol 0,5 0,8 0,8 0,6 - +

Tetracosanol 0,5 0,7 0,7 0,6 11 0,9
Zdehydratowany B-sitosterol 2,3 1,0 + 0,5 2,8 2,1
Dehydrated f-sitosterol
Zdehydratowany sitostanol 1,0 + +
Dehydrated sitostanol
Campesterol + 0,6 0,7 0,7 + +
B-sitosterol 13 4,6 5,6 6,4 3,7 3,6
Sitostanol 0,5 1,3 1,3 1,8 0,9 0,8
Betulinol + 0,6 0,8 0,9

a — powyzej 0,5% — over 0.5%;

+ — zawartos¢ 0,2-0,5% — contents 0.2-0.5%

Badane préby paku oleju talowego zawieraty (w wiekszej czesci) interesujacy
poziom steroli. W przeliczeniu na mase paku stanowity one do 6,4%, towarzyszy?t
im sitostanol w ilosci do 1,8%. W prébkach oznaczonych literami B, C, D
stwierdzono obecnos¢ betulinolu, co swiadczy o obecnosci drewna brzozowego

przy produkcji oleju talowego.
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Erd (1979) badat sktad paku oleju talowego z tych samych zrédet co
Halmbom.

Poniewaz pak oleju talowego ma bardzo ciemna barwe i niemity zapach,
a cechy te komplikuja jego przeréb na bardziej szlachetne produkty, moze istnie¢
potrzeba poddania rafinacji surowego paku oleju talowego.

Autor zastosowal rafinacje 6 probek paku (4 finskie, 2 amerykanskie) roz-
puszczajac najpierw 10 g probki w heksanie i oddzielajac czes¢ nierozpuszczalna
przez odwirowanie. Nastepnie do roztworéw dodano 10 g Aerosilu i 380-Nontu 2N
(1:1), wytrzasano przez 2 godziny, po czym mieszaning odwirowywano i odpg-
dzano heksan, a oczyszczony pak analizowano na GLC.

Opisany zabieg rafinacji zmieniat tylko w niewielkim stopniu sktad paku,
co przedstawia tabela 7. Badane préby paku réwniez wykazuja wysoka zawarto$é
sitosterolu (4,6—7,0%) oraz sitostanolu (1,3-2,0%).

Deordiew (1990) wykonat badanie efektywnosci uzywania niektérych roz-
puszczalnikéw na wydzielenie substancji niezmydlajacych sie z mydet talowych.
W wyniku badan laboratoryjnych uzycia eteru etylowego, butanolu, izobutanolu,
alkoholu izoamylowego, eteru dwuizopropylowego, eteru dwubutylowego, toluenu,
ksylenu, heksanu i octanu stwierdzono uzysk ekstraktu od okoto 17% (heksan) do
okoto 34,3% (eter etylowy). Natomiast (w stosunku do uzytego paku) eter etylowy,
eter dwuizopropylowy, eter dwubutylowy i octan etylu daty uzysk ponad 10%.

W innym doswiadczeniu stwierdzono, iz dobre wyniki mozna osiagna¢ takze
stosujac rozpuszczalniki chlorowcowe, takie jak dwuchloroetan czy chlorobenzen.

Metody pozyskiwania steroli z materialow roslinnych

Najwazniejszym bodaj surowcem do pozyskiwania fitosteroli jest olej talowy
i produkt uboczny, pozostatos¢ po oddestylowaniu tatwiej lotnych czesci oleju
talowego, tj. wolnych kwasow ttuszczowych i kwaséw zywicznych — tzw. pak
z oleju talowego. Znane sa inne zrodia, np. odpady po odwanianiu ttuszczéw,
jednakze ich zas@b jest znacznie mniejszy niz oleju talowego.

Na temat pozyskiwania fitosteroli z oleju i paku talowego istnieje obszerna
literatura patentowa, a takze (mniej liczne) publikacje naukowe. Na szczeg6lna
uwage zastuguje literatura patentowa w aspekcie rozwazan nad ewentualnoscia
przemystowego wytwarzania produktu ttuszczowego o cechach antyhipercholeste-
rolemicznych.
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Tabela 7
Gtéwne kwasy tluszczowe, zywiczne i niskoczasteczkowe substancje niezmydlajace sie
w paku oryginalnym (B,—D;) oraz przetworzonym (B,-D,) (% wag. paku) — Main fatty
acid, rosin acid and low molecular unsaponifiables in crude and refined tall oil pitch

Sktadnik — Component B1 B2 C1 C2 D1 D2
Wolne kwasy — Free acids
Oleinowy 0,5 0,7 + + + +
Pimarowy 0,5 0,6 +
Izopimarowy 0,7 0,6 0,6 0,5 +
Palustrynowy 0,6 0,6 + +
Dehydroabietynowy 3,5 3,7 3,2 2,6 1,9 1,9
Abietynowy 4,4 3,7 29 3,2 1,9 2,3
Zestryfikowane kwasy — Estrified acids
Palmitynowy + + + + + +
Oleinowy 4,8 54 4,6 6,1 3,6 5,0
Linolowy 18 21 2,2 2,4 2,4 2,6
Sprzezony linolowy 0,8 0,9 0,7 1,2 0,8 0,8
Dehydroabietynowy + + + + + +
Niezmydlajace si¢ — Unsaponifiables
Niezidentyfikowane alk. dwuterpenowe 0,5 0,6
Non-identified diterpenic alkohol
Pimarol + 0,6 0,7 0,5 0,7 1,0
Izopimarol +
Docosanol 0,8 0,9 0,8 1,2 0,6 0,8
Tetracosanol 0,7 0,8 0,7 11 0,6 0,8
Zdehydratowany B-sitosterol 1,0 1,3 + 0,7 0,5 0,9
Dehydrated f-sitosterol
Campesterol 0,6 0,7 0,7 0,6 0,7 0,9
B-sitosterol 4,6 53 5,6 57 6,4 7,0
Sitostanol 13 1,5 1,3 1,8 1,8 2,0
Betulinol 0,6 0,5 0,8 0,5 0,9 11
a — powyzej 0,5% — over 0.5%; + — zawartos¢ 0,2-0,5% — contents 0.2-0.5%

Omowimy tu wazniejsze pozycje w uktadzie chronologicznym.

Julian (1972) z firmy The Procter and Gamble uzyskat w 1970 roku patent na
»Proces dla wypreparowania steroli z paku oleju talowego”. Patent zawiera
6 zastrzezen. Metoda postepowania jest nastepujaca: Roslinny surowiec zawie-
rajacy sterole rozpuszcza si¢ w mieszaninie rozpuszczalnikéw zawierajacej alkohol
od okoto jednego do szesciu atoméw wegla oraz ptynny weglowoddr. Dodaje sig
od okoto 0,5 do 10% wagowych alkoholu i rozdziela sie¢ fazy. Poddaje sie
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zmydleniu estry steroli uzyskane z fazy weglowodorowej za pomoca zasady metalu
alkalicznego w temperaturze od okoto 32 az do 260°C, po rozpuszczeniu
w nizszym alkoholu sterole tuguje si¢ organicznym rozpuszczalnikiem, ktéry nie
rozpuszcza mydet, np. skladajacym si¢ z mieszaniny metanolu i nitrometanu,
w temperaturze okoto 21°C. Na koniec sterole sie rekrystalizuje.

Clarc (1975) otrzymat patent na destylacyjna metode oczyszczania steroli.
Patent uzyskano na rzecz General Mills Chemicals. Autorzy zastrzegli destylacyjny
rozdziat steroli zawartych w mieszaninie w okreslonych warunkach cisnienia
i temperatury. Pewne frakcje zostaja w ten sposb wzbogacone w campesterol,
inne w sitosterol. Temperatury, o ktérych mowa leza w granicach 225-270°C, za$
cisnienie bezwzgledne w przedziale 0,05-3,5 mmHg.

Utrzymuje sie zalezno$¢ pomiedzy cisnieniem a temperatura okreslona
wzorem

T=257(x + 0,0355)
gdzie x jest wyrazone w mm Hg.

Sformutowano 13 zastrzezen patentowych.

Lethinen (1975) opisat proces waloryzacji paku podestylacyjnego (14 zastrze-
zen), na drodze zmydlenia i wykwaszenia w temperaturze 200-300°C i nastepnie
wydestylowania uzyskanych wolnych kwaséw. W procesie tym zachodzi
dehydratacja steroli z utworzeniem weglowodoréw.

Johansson (1977) zastrzegt proces wydzielania steroli z substancji niezmyd-
lajacych si¢ uzyskanych po zmydleniu olejow roslinnych. Substancje polarne,
a wsrdd nich sterole, ekstrahowane sa mieszaning rozpuszczalnikdw hydrofilnych.
Przedstawiono 6 obszernych zastrzezen dotyczacych m.in. sktadu mieszaniny
rozpuszczalnikéw (tab. 8). Patent udzielony zostat na rzecz Japan Synthetic
Rubber Co.

Tabela 8
Sktad mieszanek do ekstrakcji steroli z substancji niezmydlajacych sie (SN) w uktadzie
ciecz—ciecz jako % wagowy (od/do) * — Composition of the mixtures for liquid-liquid
sterols extraction fromuinsaponifiables (weight %, from/to)

Mieszanka A — Mixture A Mieszanka B — Mixture B
L. heksan aceton metanol | metanol heksan aceton woda ”(])rt]r?e??
1. 30/100 0/50 0/50 0/49,9 0/50 0/50 0.1/10 0/10
2. 60/95 5/30 0/10 30/70 20/40 10/30 0,5/3 0/10
3. 70/85 10/20 3/10 35/50 25/35 15/25 1/3 5/10
4, 70/85 10/20 3/10 35/50 25/35 15/25 1/3 5/10

* wg Johansson (1977)
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Autorzy proponuja nastepujacy tok postepowania. Substancje niezmydlajace
si¢ rozpuszcza si¢ W mieszance A, roztwor poddaje si¢ ekstrakcji polarna
mieszanka B, do ktdrej przechodza takze sterole. Nastepnie rozdziela si¢ obie fazy,
a frakcje hydrofilng (B) zateza si¢ i poddaje krystalizacji przez ochtodzenie.
Po wykrystalizowaniu odfiltrowuje sie sterole. Mozna odpowiednio wykorzystaé
tugi pokrystalizacyjne do nastepnych ekstrakciji.

Harada i in. (1978) przedstawili proces otrzymywania z paku oleju talowego
kwaséw ttuszczowych, kwaséw zywicznych i steroli o wysokiej czystosci.
Formutuja oni 7 zastrzezen. Metoda polega na zmydleniu oleju talowego, nastepnie
wysuszeniu uzyskanej masy w wyparce cienkowarstwowej ze skrobakami, ogrze-
wajac do temperatury wyzszej niz temperatura topnienia mydet, w celu odpedzenia
wody i substancji niezmydlajacych sie. Zmydlenie rozktada wszystkie potaczenia
estrowe, takze steroli i innych alkoholi. Po tym zabiegu mydta rozktada sig
kwasem i poddaje destylacji uzyskujac wysokiej jakosci kwasy tluszczowe
i zZywiczne, a takze sterole i inne trudno lotne substancje niezmydlajace sie.

Ong (1978) opracowat preparat farmaceutyczny, w ktérym aktywna substan-
Cja jest mieszanina sitosteroli wypreparowana z oleju talowego. Preparat, w postaci
wodnej zawiesiny, przeznaczony jest do podawania doustnego w celu zreduko-
wania hipercholesterolemii. Zawiera on farmakologicznie czynna ilos¢ drobno
zmielonych sitosteroli, farmaceutycznie uzasadniona ilos¢ czynnika chelatujacego,
tak aby zapobiec utlenianiu sitosterolu, nastepnie karboksymetyloceluloze sodowa,
srodek powierzchniowo czynny sktadajacy sie z kilku komponentéw. Przedsta-
wiono 11 zastrzezen.

Koskenniska i in. (1979) przedstawili spos6b wydzielania p-sitosterolu
o0 niewielkiej zawartosci o-sitosterolu i campesterolu z substancji niezmydlajacych
si¢ zawartych w mydtach talowych. Surowiec jest traktowany organicznym lub
nieorganicznym kwasem, co powoduje izomeryzacje a-sitosterolu. Roztwor jest
nastepnie zageszczany, a surowy [-sitosterol wykrystalizowany. Dla uzyskania
czystego produktu wykonuje sig rekrystalizacje. Podano 6 zastrzezen patentowych.
Sposob postepowania jest nastepujacy:

a) rozpuszczenie mieszaniny w wybranym rozpuszczalniku sktadajacym
si¢ z etanolu, acetonu, izopropanolu, toluenu, ksylenu, chloroformu;

b) poddanie roztworu (a) dziataniu mocnego kwasu wybranego z klasy HCI, HBr,
H3;PO,4, metanosulfonowego, p-toluenosulfonowego w celu powstania suro-
wego produktu reakcji;

¢) odzyskanie produktu z procesu (b), tzn. z pierwszego rozpuszczalnika;

d) rozpuszczenie produktu (c) w rozpuszczalniku organicznym wybranym
sposrdd: etanolu, izopropanolu, chloroformu, chlorku metylenu, toluenu,
octanu etylu, acetonu, heptanu, metyloetyloketonu lub ich mieszaniny;

e) przeprowadzenie selektywnej krystalizacji -sitosterolu.
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Koskenniska (1980) przedstawit inna wersje wyzej omdwionego sposobu.
Polega ona na izolacji p-sitosterolu w zasadzie wolnego od a-sitosterolu
z mieszaniny obu izomerO6w przez dziatanie mieszaning rozpuszczalnikéw,
gdzie surowiec jest traktowany mieszaning rozpuszczalnikdw zawierajaca
weglowodor aromatyczny, polarny rozpuszczalnik organiczny majacy zdolnosé
tworzenia wiazan wodorowych oraz wode. Rozpuszczalnik aromatyczny moze
by¢ zamieniony na mieszaning aromatycznego i alifatycznego. Po rozpuszcze-
niu materiatlu wyjsciowego, produkt reakcji jest wytracany, najlepiej przez
wychtodzenie roztworu macierzystego. Uzyskany material jest wolny od a-
sitosterolu.

e  stosunek rozpuszczalnika do surowca sterolowego wynosiod 1: 2 do 1 : 30,
*  stosunek rozpuszczalnika weglowodorowego alifatycznego do aromatycznego

wynosi 10-99%,

*  rozpuszczalnik polarny — 1-90% wody, co najmniej tyle aby wysyci¢
warstwe weglowodorowa,

e rozpuszczalnik polarny to nizszy alkohol lub keton,

e stosunek B-sitosterol: mieszanina rozpuszczalnikow 1:5+1:8

Patent zawiera 8 zastrzezen.

Wynalazek Hamunena (1982) dotyczy pozyskiwania -sitosterolu wolnego od
formy o i polega na krystalizacji sterolu z mieszaniny rozpuszczalnikdw organicz-
nych i wody, korzystnie z dwuchloroetanu-1,2 lub metyloetyloketonu i wody.

Z mieszaniny zawierajacej 20 do 25% a-sitosterolu uzyskuje si¢ produkt
0 5% jego zawartosci, a przy kolejnej krystalizacji ponizej 1%. Przy stosowaniu
metyloetyloketonu otrzymuje sie B-sitosterol wolny od betulinolu.

e stosunek steroli do rozpuszczalnika organicznego wynosi 1: 3 =+ 1: 20, gdzie

zawartos¢ wody jest wyzsza niz 2%.

e stosunek steroli do rozpuszczalnika w mieszaninie wynosi 1 :7 =+ 1 : 10.

Inny patent Hamunena (1983) dotyczy procesu izolacji steroli z mieszanin
otrzymanych z materiatéw roslinnych, gtéwnie z naturalnych substancji zawartych
w mydtach z procesu siarczanowego produkcji celulozy. Substancje niezmydlajace
si¢ sa mieszane z metanolem, metyloetyloketonem, ogrzewane, a nastepnie chto-
dzone. Po oziebieniu, osad jest odfiltrowywany oraz przemywany (np. acetonem
i metanolem). Mieszanina steroli uzyskana wediug podanego wyzej sposobu
z mydet otrzymanych z drewna zawierajacego takze brzoze, przy zastosowaniu do
krystalizacji metanolu, zawiera okoto 5% campesterolu, 65-80% [-sitosterolu,
15-25% a-sitosterolu. Stosujac mieszanine metyloetyloketonu z woda uzyskuje sie
produkt o zawartosci a-sitosterolu ponizej 5%, campesterolu 6-8% i B-sitosterolu
85-90%.
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Zastrzezenia (jest ich 10) precyzuja niektdre sposoby postepowania jak nizej:
Surowcami sa substancje niezmydlajace si¢ z oleju talowego, olejow roslin-
nych lub innych pochodzenia roslinnego. Kolejne operacje to:

a) dodanie do surowca rozpuszczalnika wybranego z grupy skladajacej sie
z metanolu, etanolu, mieszaniny metanolu i etanolu oraz mieszaniny metylo-
etyloketonu i wody zawierajacej wiecej niz 1% wagowy wody. Stosunek
substancji niezmydlajacych si¢ do rozpuszczalnika wynosi od 1: 2 do 1 : 20.

b) mieszanie substancji niezmydlajacych si¢ z rozpuszczalnikiem w tempera-
turze pokojowej, ogrzanie mieszaniny (jesli trzeba), ochtodzenie do temperatury
pokojowej lub nizszej;

¢) odfiltrowanie wytraconego sitosterolu;

d) oddzielenie sktadnikéw nie-sitosterolowych przez odmycie wiasciwym roz-
puszczalnikiem.

Hughes (1985) przedstawia metode pogltebiajaca wykorzystanie wartos-
ciowych komponentéw paku oleju talowego, przez poddanie paku hydrolizie
prowadzonej do hydrolizy i uwolnienia kwasoéw, a takze steroli wczesniej
zwiazanych estrowo, a nastgpnie wtdrna destylacje paku po hydrolizie. Takie
postepowanie daje wyzszy uzysk kwaséw i steroli.

Van Dam (1985) uzyskat patent na chromatograficzna metodg izolowania
steroli z surowcéw je zawierajacych. Patent zawiera 10 zastrzezen. Wedtug
opisanej metody, roztwor surowca poddawany jest pojedynczej separacji chroma-
tograficznej, po ktorej nastepuje prosta krystalizacja. Kolumna chromatograficzna
zawiera adsorbent wybrany z grupy zawierajacej tlenek glinu, krzemian magnezu,
silikazel i ich mieszaniny w ilosci nie wiekszej niz 10-krotnie w stosunku do
surowca sterolowego. Sterole odzyskuje sie przez odmycie z kolumny za pomoca
rozpuszczalnika organicznego lub mieszaniny rozpuszczalnikéw. Nastepnie
prowadzi si¢ krystalizacjg, uzyskujac czystos¢ farmaceutyczna.

Patent Sanderson’a i in. (1985) dotyczy jednego z elementéw sposobu popra-
wy jakosci produktéw talowych, a mianowicie czesciowego usuniecia niepozada-
nych, ciemno zabarwionych zwiazkdw. Metoda ta jest chroniona 18 zastrzezeniami
patentowymi. Proces przebiega w kilku fazach:

Faza A — rafinacja rozpuszczalnikowa

e  rozdziat oleju talowego pomiedzy nie mieszajace si¢ ze soba rozpuszczalniki
zawierajace co najmniej jeden rozpuszczalnik niepolarny,

oddzielenie fazy polarnej od niepolarnej,

dodanie nowej porcji rozpuszczalnika polarnego do fazy niepolarnej,
oddzielenie fazy polarnej od niepolarne;j,

usuniecie fazy niepolarnej.

Faza B — destylacja pozostatosci w fazie niepolarnej.
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Proces ten powoduje rozjasnienie barwy o co najmniej 5 stopni.
Wykonanie odbarwienia utatwia proces pozyskiwania steroli.

Brander i in. (1987) opisali adsorpcyjne wydzielanie steroli. Proces polega na
skontaktowaniu oleju talowego z adsorbentem zawierajacym wegiel aktywny
0 Srednicy porow okoto 20 A lub 30-90 A i powierzchni wiasciwej okoto
300 m?/g, a korzystniej 700-1100 m?/g, np. pyropolimer karbonizowanej zywicy.
Po adsorpcji wegiel oddziela si¢ na prasie. Selektywnie zaadsorbowane sterole sa
ekstrahowane weglowodorem aromatycznym, np. toluenem lub chlorobenzenem.
Patent zawiera 20 zastrzezen.

Patent Tackett’a i in. (1991) dotyczy otrzymywania steroli (gtéwnie stigma-
steroli) z odpadéw z odwaniania ttuszczéw. Sformutowano 26 zastrzezen patento-
wych. Przedstawione sa dwa podstawowe warianty procesu:

1. A — estryfikuje si¢ destylat z odwaniania i otrzymuje destylat zawierajacy
estry kwasow ttuszczowych.

B — zestryfikowany destylat krystalizuje sie z uktadu rozpuszczalnikéw

zawierajacych:

a) alkohol C, do Cs,

b) wode,

c) rozpuszczalnik niepolarny z celu wytracenia wzbogaconych steroli.

Uzyskany osad przemywa si¢ ewentualnie rozpuszczalnikiem weglo-

wodorowym Cs do Cyg.

2. A’ — zmydla sie destylat z odwonienia przed faza A.

W dalszej czesci autorzy zastrzegaja stosowanie roznych rozpuszczalnikéw do
uwolnienia steroli takich jak estry, metanol, heptan, a takze charakteryzuja zadana
jako$¢ destylatéw z odwaniania pod wzgledem zawartosci i sktadu pozyskiwanych
steroli. Obszernie zastrzezone sa takze inne parametry procesu (np. temperatura,
sposoby krystalizacji i in.).

Myojo i in. (1990) przedstawili metode enzymatyczna wytwarzania estrow
kwasow ttuszczowych, ktéra moze mie¢ zastosowanie takze w procesie estryfikacji
steroli. Tu sygnalizujemy, ze proces polega na reakcji:

a) sktadnika wybranego z grupy steroli lub rozgatezionych, alifatycznych alko-
holi pierwszo- lub drugorzedowych, zawierajacych 14 do 32 atoméw wegla

oraz

b)  skfadnika wybranego z grupy kwaséw ttuszczowych lub estrow kwasow
tluszczowych w kontakcie z enzymem wybranym z grupy skiadajacej sie
z lipazy i esterazy cholesterolowej, lub z enzymem w postaci unieruchomio-
nej w uktadzie sktadajacym si¢ z medium wodnego i zawierajacego wode
rozpuszczalnika organicznego.

Reakcja prowadzi do uzyskania estru komponentu a). Patent zawiera 57 zastrzezen.
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Kutney i in. (1996) przedstawiaja metode pozyskiwania i oczyszczania
mieszaniny fitosteroli z masy mydlanej na drodze ekstrakcji mieszanina rozpusz-
czalnikbw — nie zawierajaca alkoholi i zawierajaca wode, keton i weglowodor.
Uzyskany ,.creamy” roztwor jest oczyszczany, dajac fitosterole. Wspomniany
keton to 2-propanon, weglowodér zas zawiera 5-10 atomow wegla, np. heksan, zas
»creamy” roztwor oczyszczany jest przez krystalizacje.

Deordejew i in. (1990) badali przydatnos¢ szeregu rozpuszczalnikow
(weglowodory, alkohole, weglowodory chlorowane, octan etylu) do ekstrakcji
substancji niezmydlajacych sie, w tym steroli, z paku podestylacyjnego oleju
talowego. Rézne rozpuszczalniki dawaty rozny odzysk substancji niezmydlajacych
sie i steroli, sposrod nich najkorzystniejsze wyniki daty octan etylu i dwuchloro-
etan. W ich przypadku uzyskano do 7% steroli (w stosunku do paku), co stanowito
do 80% ich odzysku.

Material i metody

Doswiadczalne badania nad metoda pozyskiwania steroli z frakcji substancji
niezmydlajacych si¢ oleju talowego prowadzone byty na prébkach oleju talowego
pochodzacych z zaktadow celulozowo—papierniczych w Swieciu oraz Kwidzyniu.
Zbadane prébki tych olejow praktycznie nie réznity sie liczbami charakterystycz-
nymi i zawartoscia fitosteroli. Pak podestylacyjny pochodzit z przerobu oleju
talowego ze Swiecia w Rafinerii Nafty w Czechowicach-Dziedzicach.

Chemikalia i rozpuszczalniki uzyte do doswiadczen byly czystosci analitycz-
nej. Wszystkie stosowane rozpuszczalniki (poza chloroformem) byty tatwopalne.
Doswiadczenia prowadzono w skali laboratoryjnej.

Metody analityczne badania oleju talowego i paku zaczerpnigto z normy
branzowej BN-86/7313-02 ,,Produkty uboczne przemystu papierniczego. Surowy
olej talowy”. Byty to oznaczenia liczby kwasowej, liczby zmydlania oraz zawar-
tosci substancji niezmydlajacych sig.

Ocene zawartosci steroli prowadzono dwoma sposobami. Pierwszy z nich to
metoda digitoninowa, pozwalajaca na oceng sumarycznej zawartosci B-steroli,
wykorzystujaca ich wiasnosci tworzenia z digitonina komplekséw nie rozpusz-
czalnych w 80% etanolu (Karleskind 1992). Druga metoda byta chromatografia
gazowa. Obie metody wymagaty niewielkich adaptacji ze wzgledu na specyfike
materiatu poddawanego badaniom (barwa, wiskoza, niejednorodnos¢).

Oznaczenie zawartosci steroli metoda digitoninowa realizowane byto dwoma
sposobami.

Sposob rozszerzony wg Paquot’a (Karleskind 1992) byt nastepujacy: Substancje
niezmydlajace si¢ oleju talowego (paku) wyekstrahowane eterem etylowym
poddawano ponownemu zmydleniu za pomoca 2N KOH w etanolu. Po zmydleniu
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i odparowaniu rozpuszczalnika pozostatos¢ rozpuszczano w wodzie i trzykrotnie
ekstrahowano eterem etylowym. Nastepnie potaczone ekstrakty eterowe ptukano
woda i suszono za pomoca bezwodnego siarczanu sodu. Pozostatos¢, po odpgdze-
niu eteru, rozpuszczano w chloroformie i dodawano 1% roztwor digitoniny w 80%
etanolu. Po 12 godzinach oddzielano osad digitoninowy na saczku ze szkia spieka-
nego, przemywano chloroformem, acetonem i woda, suszono do statej wagi.
Zawartosc steroli obliczano wedtug wzoru:

Sterole (jako sitosterol) = masa digitonidow x 25,6 / nawazka

Oznaczenie powyzsze prowadzono réwniez wedtug metody uproszczonej
UICPA (Karleskind 1992), bez uprzedniej ekstrakcji substancji niezmydlajacych
sie. W metodzie tej prébke oleju talowego (paku) zmydlano 40% wodnym roztwo-
rem KOH w obecnosci etanolu. Po zmydleniu rozpuszczano w wodzie, dodawano
80% etanol oraz roztwdr digitoniny. Dalej postgpowano jak w metodzie roz-
SZerzonej.

Metody te, po dokonaniu oceny statystycznej, okazaty sie dawaé wyniki
poréwnywalne, dlatego tez przy analizie wiekszej ilosci probek postugiwano sie
metoda uproszczona.

Oznaczenie steroli prowadzono takze metoda chromatografii gazowej.
Rozdziat wykonywano na kolumnie 30-metrowej, niepolarnej (5% dwufenyl, 95%
dwumetylopolisiloxan) o srednicy wewngtrznej 0,25 mm.

We wstepnym etapie przygotowania probki wyodrebniano sterole metoda
zmydlania metanolowym roztworem KOH. Przed zmydlaniem do probki
dodawano standard wewnetrzny — roztwor cholestanu w heksanie. Standardem
moze by¢ réwniez acetonowy roztwor betulinolu. Nastepnie przeprowadzano
estryfikacje kwasdw tluszczowych metanolowym roztworem trojfluorku boru oraz
— przy pomocy nasyconego roztworu NaCl — ekstrakcje estrow metylowych KT
i substancji niezmydlajacych sig.

Kolejnym krokiem byto upochodnienie steroli i standardu do pochodnych
krzemowych (BSTFA+1%TMCS). Tak przygotowana probke analizowano chro-
matograficznie.

Metoda GLC jest wygodna w realizacji i daje informacje o skladzie steroli,
jednak w odniesieniu do oleju talowego i paku oleju talowego nasuwa powazne
trudnosci identyfikacji pikéw — wobec ich mnogosci.

Wyniki i ich omdéwienie

Proces realizacji zamierzenia wytworzenia produktu zawierajacego czynnik
hypercholesterolemiczny rozkitada si¢ na 3 podstawowe etapy. Pierwszy z nich to
pozyskiwanie fitosteroli o wiasciwej czystosci (przewazajaca czgs¢ publikacii,
takze patentowych, moéwi o sitosterolu). Drugim etapem jest uwodornienie
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sitosterolu — sa bowiem publikacje stwierdzajace wyzsza aktywnos$¢ produktu
uwodornienia — sitostanolu. Wreszcie trzeci etap to estryfikacja grupy hydroksy-
lowej stanolu kwasami ttuszczowymi. Zabieg ten powoduje znaczne obnizenie
temperatury topnienia stanolu i zmiane jego cech konsystencji, co znacznie utatwia
wprowadzenie go do nosnika spozywczego.

W niniejszym opracowaniu zajmiemy si¢ tylko pierwszym zasadniczym
etapem. Co do niezbednosci, czy tez celowosci drugiego i trzeciego etapu, mozna
mie¢ r6zne poglady.

Surowcem do pozyskiwania fitosteroli o dominujacym udziale sitosterolu
moze by¢ uprzednio wspomniany olej talowy (OT) lub pak podestylacyjny tego
oleju (POT). W tabeli 9 pokazalismy niektére wskazniki probek OT i POT uzytych
w doswiadczeniu.

Tabela 9

Charakterystyka olejow talowych (OT) i paku (POT)
Charakteristics of tall oil (OT) and tall oil pitch (POT)

Lp. | Rodzaj prébki LK* LZm* SN * (%) Sterole ** (%)
No. Sample Acid number | Saponificat number Unsaponifiables Sterols

1. oT 135,8 144,0 14,7 3,7

2. oT 137,5 120,0 13,0 3,6

3. oT 145.3 135,6 15,8 4.2

4. oT 162,5 152,8 15,1 39

5. oT 145,8 136,0 13,5 3,6

6. oT 159,0 152,7 14,6 4,0

7. POT 34,6 102,5 29,6 5,2

8. POT 35,5 100,2 28,2 4.8

9. POT 34,7 97,8 29,5 6,0

* wg normy BN-86/7313-02 ,,Produkty uboczne przemystu papierniczego. Surowy olej talowy”
** oznaczenie metoda digitoninowa

Spos6b wydzielania substancji niezmydlajacych sie i steroli z oleju talowego
i z paku jest podobny. Najpierw surowiec (jezeli trzeba — po oddzieleniu
zanieczyszczen na drodze filtracji lub wirowania) poddaje sie zmydleniu na
goraco. Zawarte w surowcu kwasy zywiczne (KZ) i ttuszczowe (KT) zostaja tatwo
przeprowadzone w mydta, natomiast zawarte w oleju estry, trudniejsze do zmyd-
lenia, ulegaja temu procesowi po jakims czasie.

Na rysunku 1 pokazano ,,mokry” sposob postepowania. Oznacza to, iz produkt
zmydlenia zadaje si¢ woda destylowana do catkowitego rozpuszczenia si¢ mydet.
Po petnym oziebieniu roztwor poddaje sie trzykrotnej ekstrakcji rozpuszczalnikiem
organicznym, korzystnie — octanem etylu.
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PAK (1.0) lub OLEJ TALOWY (1.0)

Zmydlenie NaOH
10% nadmiar, T~100°C, 2h

Mydta + SN

Dodatek wody (5,0 + 7,0)

Roztwor mydet + SN

Dodatek rozpuszczalnika*/ (7,0 + 10,0)
Ekstrakcja c/c |
2 fazy

Faza wodna Faza
Roztwor mydet + SN rozpuszczalnikowa | + SN

Dodatek rozpuszczalnika (3,0)

Ekstrakcja I

\4

Faza wodna Faza rozpuszczalnikowa Il + SN

Dodatek rozpuszczalnika (2,0)

kstrakcja Il

Faza ngna '| Faza rozpuszczalnikowa Il + SN |—>

Roztwor mydet

regeneracja rozpuszczalnika Potaczone ekstrakty
i odzysk KT i KZ z mydet 1,11, 11

3-krotne przemycie woda

1—(5,0)
2—(4,0)
3— (3,0

| Ekstrakt zawodniony |

Osuszenie Na,SO,

| Ekstrakt osuszony |

* octan etylu lub dwuchloroetan l Odpedzenie rozpuszczalnika
** masa w stosunku do masy paku lub oleju
SUBSTANCJE NIEZMYDLAJACE

(0,15 — 0,30)

Rys. 1. Schemat procesu wydzielania substancji niezmydlajacych sie z paku podestylacyjnego oleju
talowego — The process of the unsaponifiables separation from tall oil or tall oil pitch
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Ciemnobrunatny roztwér rozpuszczalnikowy, zawierajacy substancje nie-
zmydlajace sie, wsrdd nich sterole, przemywa si¢ woda destylowana, osusza
i odparowuje rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Faza wodna zawiera
pare procent octanu etylu, ktéry moze by¢ odzyskany przez wygotowanie,
natomiast mydta moga by¢ roztozone kwasem, a uzyskane KT i KZ wykorzystane
w zwykty sposoéb.

Do ekstrakcji uzywalismy w czesci doswiadczen dwuchloroetanu. Przebieg
ekstrakcji (minimalny czas rozdzielania sie faz) byt podobny jak w przypadku
octanu etylu. Wiekszy ciezar wiasciwy rozpuszczalnika utatwiat ekstrakcje.

Pokazany na rysunku 1 schemat pozyskiwania substancji niezmydlajacych si¢
nasuwat niekiedy trudnosci w realizacji ze wzgledu na powstawanie uporczywych
emulsji, co zmuszato do modyfikowania przyjetego sposobu postepowania. Sadzi¢
mozna, iz zwiazane byto to z réznicami w sktadzie badanych prébek surowca.

Wyzej opisana metoda ,,mokra” wymaga uzycia stosunkowo duzej ilosci
wody do rozpuszczenia mydet, a takze przez to duzych objetosci rozpuszczalnika.
W literaturze istnieja sugestie, ktére mozna nazwac¢ metoda ,,p6t-mokra” i ,,sucha”.

Metoda ,,p6t-mokra” bazuje na ekstrakcji pulpy mydlanej — tzn. po zmydle-
niu oleju talowego czy paku, mydta rozciencza sie tylko niewielka iloscia wody
i taka mase poddaje sie ekstrakcji. Proba zastosowania tej metody nie powiodta sie
ze wzgledu na obecnosé trzeciej fazy tworzacej sig na granicy roztworu wodnego
i rozpuszczalnika, w ktora wbudowywat sie rozpuszczalnik.

Trzeci wariant to metoda sucha. W metodzie tej masa po zmydleniu zostaje
wysuszona, nastepnie rozdrobniona i wtedy poddana ekstrakcji. Przebieg ekstrakcji
jest obiecujacy, jednak suszenie i rozdrabnianie masy mydlanej nastrecza znaczne
trudnosci (twardos¢ i kleistos¢ masy).

Uzyskane substancje niezmydlajace sie zawierajace sterole, moga by¢
przerabiane zgodnie ze schematem pokazanym na rysunku 2.

Substancje niezmydlajace si¢ rozpuszcza si¢ w mieszaninie heksan—metanol
1: 1, metanol moze zawiera¢ niewielkie ilosci wody.

Po trzech ekstrakcjach, potaczone ekstrakty metanolowe poddaje si¢ krysta-
lizacji przez pozostawienie ich na kilkanascie godzin w temperaturze okoto 5°C.
Wydzielone krysztaty steroli oddziela sie przez filtracje i przemywa tym samym
rozpuszczalnikiem. Czgs¢ tak uzyskanych probek wymagata rekrystalizacji.

Uzyskane sterole wykazywaly temperature topnienia w granicach 130-135°C.
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SN (1)

@4— Faza metanolowa |

'— Faza metanolowa Il

4— Faza metanolowa lll

v
Potaczone fazy
metanolowe

| krystalizacja

tugi Fitosterole
pokrystaliczne (0,2-0,3)

* metanol uwodniony

dodatek mieszanki
heksan+metanol */ 1:1 (5)

Ekstrakcja |

Faza heksanowa
dodatek metanolu (5)

Ekstrakcja 1l

Faza heksanowa

dodatek metanolu (5)

\Ekstrakcja [}

Faza heksanowa

odpedzenie heksanu

pozostatos¢ po ekstrakcji

Rys. 2. Schemat wydzielania steroli z substancji niezmydlajacych sig i ich krystalizacja — The process
of the sterols separation and crystalization from unsaponifiables of tall oil or tall oil pitch

Whioski

1. Przeprowadzone doswiadczenia pozwalaja wnioskowa¢, iz proces ekstrakcyjny
pozyskiwania fitosteroli z oleju i paku talowego prowadzi do zatozonego celu,
jednak dla oceny jego efektywnosci ekonomicznej potrzebne sa dalsze prace

w skali mikro- i péttechnicznej.

2. Ocena realizacji poszczeg6lnych zabiegdw, mimo pozornego podobienstwa do
proceséw stosowanych w przemysle ttuszczowym (ekstrakcja, uwodornienie,
rafinacja), prowadzi do wniosku, iz zaden z elementéw technologii stosowanej
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w przemysle olejarskim nie moze by¢, nawet w czesci, wykorzystany w proce-
sach pozyskiwania sterolowego czynnika antyhipercholesterolemicznego.

3. Proces pozyskiwania steroli z oleju i paku talowego bazuje na tanim surowcu,
ale rozbudowanej technologii. Nasuwa sie mysl, ze by¢ moze, udatoby sie na
drodze poszukiwania nowych odmian roslin — bogatszych w fitosterole —
uzyska¢ zrédta wysoce wartosciowego materiatu biologicznego.
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