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PRZEESTRYFIKOWANIE MIESZANIN TLUSZCZU MLEKOWEGO
Z OLEJEM SEONECZNIKOWYM W OBECNOSCI PREPARATU
NOVOZYM 435

Streszczenie

Celem pracy bylo okres$lenie zmian, jakie zachodza w mieszaninach tluszczu mlekowego z olejem
stonecznikowym w wyniku przeestryfikowania w obecnosci preparatu Novozym 435. Przedmiotem badan
byly mieszaniny ttuszczu mlekowego i oleju stonecznikowego o sktadzie wagowym odpowiednio 1:3,
1:1, 3:1. Mieszaniny przeestryfikowywano w temp. 80°C przez 2, 4 i 8 h w obecno$ci preparatu
enzymatycznego Novozym 435. Przeestryfikowanie spowodowalo wzrost zawarto$ci wolnych kwasow
ttuszczowych we wszystkich mieszaninach. Temperatura migknigcia i zawartos¢ fazy statej produktéw
przeestryfikowania zalezata przede wszystkim od sktadu mieszanin wyjsciowych. Przeestryfikowanie nie
spowodowato zmian sktadu kwasow tluszczowych w triacyloglicerolach, zmienita si¢ natomiast struktura
triacylogliceroli.

Stowa kluczowe: przeestryfikowanie, ttuszcz mlekowy, olej stonecznikowy, Novozym 435

Wprowadzenie

Thuszcz mlekowy stanowi mieszaning ponad stu tysigcy réznych triacylogliceroli.
Z ponad 400 réznych kwaséw wystepujacych w tluszczu mlekowym diugotancuchowe
nasycone kwasy tluszczowe stanowia okoto 45%, natomiast krétkotancuchowe
stanowia okoto 25% wszystkich kwasow tluszczowych. Dzigki specyficznemu
sktadowi kwaséw tluszczowych tluszcz mlekowy jest jednym =z najlepiej
przyswajalnych ttuszczow jadalnych, w zwiazku z tym powinien zajmowaé wazne
miejsce w zywieniu cztowieka [1, 4]. W ostatnich dwdch dekadach mozna jednak
zaobserwowa¢ zmniejszenie konsumpcji masta. Giéwna bariera zwigkszenia sprzedazy
produktéw, w sktad ktérych wchodzi wylacznie tluszcz mlekowy jest migdzy innymi
ich wysoka cena oraz ograniczone witasciwosci plastyczne. Funkcjonalno$¢ ttuszczu
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mlekowego oraz jego warto$¢ zdrowotna mozna polepszy¢ poprzez mieszanie go z
olejami roslinnymi oraz poddanie mieszanin modyfikacjom [8].

Potencjalnie najwigksze znaczenie technologiczne ma reakcja przeestryfikowania,
ktéra umozliwia dokonywanie zmian rozmieszczenia kwaséw tluszczowych w
triacyloglicerolach. Dzigki temu mozna otrzymywac tluszcze zmodyfikowane o
pozadanej temperaturze topnienia i o okreslonych wilasciwosciach krystalizacyjnych
[6]. Proces przeestryfikowania moze zachodzi¢ w obecnoSci katalizatoréw
chemicznych i biologicznych. Obecnie coraz wigkszym zainteresowaniem cieszy si¢
przeestryfikowanie ttuszczéw z zastosowaniem katalizatoréw biologicznych, jakimi sa
enzymy lipolityczne. W procesie enzymatycznego przeestryfikowania ttuszczow
reakcje przebiegaja z dostateczng szybkoscia w tagodnych warunkach, co umozliwia
fatwiejsze sterowanie procesem i przerwanie go na z gory zatozonym etapie [15].

Celem pracy byto okreslenie zmian, jakie zachodza w mieszaninach ttuszczu
mlekowego z olejem slonecznikowym w wyniku przeestryfikowania w obecnosci
preparatu Novozym 435.

Material i metody badan

Przedmiotem badan byly mieszaniny tluszczu mlekowego 1 oleju
stonecznikowego o skladzie wagowym odpowiednio 1:3, 1:1, 3:1. Gléwnymi
sktadnikami tluszczu mlekowego sa kwasy: palmitynowy (29,9%) oraz oleinowy
(20,9%). W oleju stonecznikowym wystgpuje gtéwnie kwas linolowy (61,2%) oraz
oleinowy (25,3%). Reakcje przeestryfikowania mieszanin wykonywano przez 2,41 8 h
w temp. 80°C w obecno$ci preparatu enzymatycznego Novozym 435. Preparat ten
zawiera lipazg niespecyficzna, otrzymang z Candida antarctica, immobilizowana na
makroporowatej zywicy akrylowej. Zawarto$¢ wody w preparacie wynosita 2%, a jego
dozowanie wynosito 8% wzgledem masy ttuszczu.

W mieszaninach przed i po przeestryfikowaniu oznaczano liczbg kwasowa
metoda miareczkowa [14]. Frakcje triacylogliceroli (TAG) izolowano metoda
chromatografii kolumnowej [12]. W wyizolowanych z mieszanin fizycznych i
produktéw ich przeestryfikowania frakcjach triacylogliceroli oznaczano temperature
migknigcia metoda kapilary otwartej [13] — wykonywano dwa réwnolegte oznaczenia,
a bezwzgledne réznice pomi¢dzy wynikami nie przekraczaty 0,5°C - oraz zawarto$¢
fazy stalej metoda pulsacyjnego protonowego magnetycznego rezonansu jadrowego
[11] — wykonywano po dwa réwnolegte oznaczenia, a bezwzgledne réznice pomiedzy
wynikami nie przekraczaty wartoSci przewidzianych w Polskiej Normie [11].

Okreslano rowniez sktad kwaséw ttuszczowych metoda chromatografii gazowej
[10] oraz ich rozmieszczenie w pozycjach sn-2 i sn-1,3 triacylogliceroli [2].

W tluszczach, obok triacylogliceroli, znajduja si¢ rowniez pewne ilo§ci mono-
i diacylogliceroli, a takze wolnych kwaséw tluszczowych stanowiacych frakcje
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nietriacyloglicerolowa. Zwigkszona zawarto$¢ tej frakcji w produkcie tluszczowym
moze zmniejsza¢ jego odporno$¢ na utlenianie, a takze jest przyczyna strat substancji
tluszczowej [7]. Zawarto§¢ wolnych kwaséw ttuszczowych (FFA) w mieszaninach
fizycznych oraz w produktach ich przeestryfikowania zostata obliczona na podstawie
liczb kwasowych oraz wynikéw oznaczen GLC. Bezwzgledna rdéznica pomigdzy
wynikami dwéch réwnoleglych oznaczen wolnych kwaséw tluszczowych nie
przekraczata 3% sredniej arytmetycznej tych wynikéw, co jest zgodne z Polska Norma
[14].

Wiyniki i dyskusja

W wyniku przeestryfikowania zaobserwowano znaczacy wzrost zawarto$ci
wolnych  kwaséw  tluszczowych (rys. 1). W  procesie enzymatycznego
przeestryfikowania zachodza dwie przeciwstawne reakcje: czgsciowa hydroliza i
ponowna estryfikacja niepelnych acylogliceroli, co powoduje, ze w koncowym
produkcie obecne sa, obok acylogliceroli, réwniez pewne ilo§ci wolnych kwaséw
tluszczowych [6]. Najwigkszy wplyw na zawartos¢ FFA ma czas trwania procesu
enzymatycznego. Niezaleznie od poczatkowego sktadu mieszanin fizycznych
obserwowano wzrost zawartosci FFA w ciagu pierwszych 2 h trwania procesu. Okres,
po ktérym ustalata si¢ rownowaga wynosit okoto 4 h.

2.5 7
P mieszanina nieprzeestryfikowana / non esterified blend
[Omieszanina przeestryfikowana / esterified blend - 2 h
2,0 B mieszanina przeestryfikowana / esterified blend - 4 h

B mieszanina przeestryfikowana / esterified blend - 8 h

Wolne kwasy ttuszczowe / Free fatty acids [%]

MF : SFO (1:3) MF : SFO (1:1) MF : SFO (3:1)

Rys. 1. Zawarto$¢ wolnych kwaséw ttuszczowych (FFA) w mieszaninach ttuszczu mlekowego (MF) z
olejem stonecznikowym (SFO) przed i po przeestryfikowaniu.

Fig. 1. The concentration of free fatty acids (FFA) for milkfat (MF) with sunflower oil (SFO) blends
before and after interesterification.
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Jedna z cech tluszczé6w w znacznym stopniu okre$lajaca ich przydatno$é
uzytkowa jest konsystencja. Cecha ta najczg$ciej musi by¢ ksztattowana w drodze
réznorodnych zabiegéw (fizycznych, chemicznych, mikrobiologicznych). Wynika to z
faktu, ze tluszcze wprost pozyskiwane z surowcéw ro§linnych lub zwierzgcych w
nielicznych tylko przypadkach sa akceptowane przez odbiorcéw i konsumentow.
Najbardziej rozpowszechnionym wskaznikiem konsystencji ttuszczow jest temperatura
migkniecia [5]. Analizujac wartosci tego parametru produktéw przeestryfikowania w
obecnosci preparatu Novozym 435 (rys. 2) stwierdzono, ze temperatura migknigcia
zalezata przede wszystkim od sktadu mieszanin wyjsciowych. W przypadku mieszanin
zawierajacych 25% lub 50% tluszczu mlekowego obserwowano obnizenie temperatury
migknigcia frakcji triacylogliceroli wyizolowanych z produktéw przeestryfikowania,
natomiast w przypadku mieszaniny zwierajacej 75% tluszczu mlekowego
obserwowano wzrost temperatury migknigcia po przeestryfikowaniu. Obnizenie
temperatury migknigcia byto tym wigksze, im mniejsza byta zawarto$¢ ttuszczu
mlekowego w mieszaninach wyjsciowych. Wyniki te znajduja potwierdzenie w
naszych wcze$niejszych badaniach [3].

Redukcja lub podwyzszenie temperatury migknigcia nie zawsze jest oczywistym
dowodem powstajacych po przeestryfikowaniu zmian w strukturze triacylogliceroli,
atym samym zmian konsystencji. Lepszym odzwierciedleniem jest zawarto$¢ fazy
statej, mierzona w szerokim zakresie temperatury [S]. W celu wzbogacenia tluszczu
mlekowego w nizej topliwe triacyloglicerole przeestryfikowywano go olejem
stonecznikowym. Takie postgpowanie pozwala réwniez na wzbogacenie finalnego
tluszczu w kwasy polienowe, co ma istotne znaczenie ze wzgledow zywieniowych.

Analizujac profile zmian zawartoéci fazy stalej (rys. 3) w triacyloglicerolach
wyizolowanych z produktéw przeestryfikowania mieszanin tluszczu mlekowego z
olejem stonecznikowym  stwierdzono, ze przeestryfikowanie spowodowato
zmniejszenie zawarto$ci fazy stalej w prawie wszystkich mieszaninach
do$wiadczalnych. Redukcja zawarto$ci fazy stalej jest zwiazana z tym, ze zmienia si¢
stosunek wyzej topliwych triacylogliceroli do pozostalej ich czesci obecnej w
mieszaninie po przeestryfikowaniu.

W analizie lipidéow duzo uwagi po$wigca si¢ badaniom kwaséw ttuszczowych.
Rodzaj kwaséw tluszczowych wystgpujacych w danym tluszczu oraz ich
rozmieszczenie w czasteczkach triacylogliceroli decyduja o jego witasciwosciach.
Analizujac  sktad  procentowy  kwaséw  tluszczowych ~w  mieszaninach
przeestryfikowanych (tab. 1) stwierdzono, ze zmienit si¢ on nieznacznie w poréwnaniu
ze sktadem kwasoéw tluszczowych mieszanin fizycznych. Wyniki wskazuja na
wystgpowanie korzystnych ze wzgledow zywieniowych kwaséw polienowych w
triacyloglicerolach finalnych produktéw reakcji. Oznacza to, ze nastapito wbudowanie
si¢ tych kwaséw w powstate w wyniku przeestryfikowania struktury triacylogliceroli.



32

Joanna Brys, Magdalena Wirkowska, Bolestaw Kowalski

35,

Temperatura migknigcia / Slip melting point [°C]

30,

Rys. 2.

Fig. 2.

Zawarto$¢ fazy statej / Solid fat content [%]

45

40

35

30

25

20

Rys. 3

Fig. 3

3 E mieszanina przeestryfikowana / esterified blend - 4 h
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Temperatura migknigcia triacylogliceroli mieszanin tluszczu mlekowego (MF) z olejem
stonecznikowym (SFO) przed i po przeestryfikowaniu.

Slip melting points of triacylglicerols of milkfat (MF) with sunflower oil (SFO) blends before
and after interesterification.
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Zawarto$¢ fazy stalej w funkcji temperatury w triacyloglicerolach mieszanin thuszczu
mlekowego (MF) z olejem stonecznikowym (SFO) przed i po przeestryfikowaniu.

The solid fat content profiles as a function of temperature in triacylglicerols of milkfat (MF)
with sunflower oil (SFO) blends before and after interesterification.

W trakcie przeestryfikowania zmienia si¢ rozmieszczenie kwaséw tluszczowych
w pozycjach sn-2 i sn-1,3 triacylogliceroli. Preparat Novozym 435 zawiera lipaze
niespecyficzna, zatem rozmieszczenie kwasow ttuszczowych pomiedzy pozycje sn-2 i
sn-1,3 triacylogliceroli mieszanin przeestryfikowanych jest bliskie statystycznemu. W
tab. 1. zamieszczono dane dotyczace udziatu kwaséw tluszczowych w pozycjach
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wewngtrznych triacylogliceroli (TAG) wybranej mieszaniny przeestryfikowanej (czas
reakcji - 4 h). Rozmieszczenie kwaséw ttuszczowych pomigdzy pozycje wewnetrzna
i zewngtrzne TAG mieszanin przeestryfikowanych przez 8 h jest réwniez bliskie
statystycznemu. W naturalnym thuszczu mlekowym nasycone kwasy tluszczowe, takie
jak palmitynowy czy mirystynowy sa zlokalizowane w pozycji sn-2 triacylogliceroli.
W procesie enzymatycznego przeestryfikowania z uzyciem lipazy niespecyficznej
nastgpuje réwnomierny rozktad tych kwaséw pomigdzy wszystkie pozycje w
czasteczkach triacylogliceroli [16].

Tabela 1

Sktad wybranych kwaséw ttuszczowych oraz udziat poszczegélnych kwaséw w pozycjach wewngtrznych
(sn=2) triacylogliceroli (TAG) mieszaniny tluszczu mlekowego z olejem stonecznikowym (1:1) przed i po
przeestryfikowaniu (czas reakcji: 4 h).

Fatty acid compositions and percentage of a given fatty acid in sn-2 position of triacylglycerols of 50%
MF + 50% SFO mixture and its chosen interesterification product (time of interesterification: 4 h).

_ Sktad kwaséw thuszezowych Udziat gtéwnych kwasow thuszczowych
S . .. w pozycji sn-2 TAG
2 Fatty acid compositions ; S
S (%] Percentage of a given fatty acid in sn-2
N 2% position of TAG [%]
£ 8
=2 e i i
2 £ Mieszanina ri\gclzzizaflﬁ;iwa Mieszanina Mieszanina
5 nieprzeestryfikowana p r?; nieprzeestryfikowana | przeestryfikowana
Non esterified blend . Non esterified blend Esterified blend
Esterified blend
14:0 5,2 5,9 53,8 39,0
16:0 20,1 20,7 31,0 35,9
18:0 7,2 6,2 14,4 27,4
18:1 (9-cis) 23,0 22,1 31,6 31,7
18:2 (all-cis) 32,1 32,5 38,4 31,9
18:3 (all-cis) 0,4 0,4 33,3 33,3

" n - liczba atoméw wegla / number of carbon atoms; m — liczba podwéjnych wiazan / number of double
bonds

Zastosowanie katalizatora chemicznego takze umozliwia uzyskanie ujednolicenia
sktadu kwaséw ttuszczowych we wszystkich pozycjach czasteczek triacylogliceroli
[3]. Przeestryfikowanie chemiczne wiaze si¢ z konieczno$cia stosowania wysokiej
temperatury oraz zwiazkdw chemicznych jako katalizatorow, co moze skutkowaé
pogorszeniem jakosci produktu koncowego [9]. Przeestryfikowanie w obecnoéci lipaz
przebiega natomiast w tagodnych warunkach, z dostateczna szybkoscia pozwalajaca na
przerwanie procesu na zatozonym etapie. Technologia zwiazana z uzyciem naturalnych
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katalizatoréw, jakimi sa lipazy, nie stanowi zagrozenia dla Srodowiska oraz jest
praktycznie bezodpadowa [15].

Whioski

1.

(4]

(5]

(6]

(7]

(8]
(9]
(10]

(11]

W przeestryfikowanych w obecno$ci preparatu Novozym 435 mieszaninach
tluszczu mlekowego z olejem stonecznikowym stwierdzono wzrost zawartosci
wolnych kwaséw ttuszczowych w stosunku do ich zawarto$ci w mieszaninach
wyjsciowych.

Temperatura migknigcia i zawarto$¢ fazy statej produktéw przeestryfikowania
zalezaly przede wszystkim od sktadu mieszanin wyjsciowych.

Potwierdzono, ze przeestryfikowanie nie powoduje zmian sktadu procentowego
kwaséw ttuszczowych w produktach w stosunku do mieszanin wyjsciowych.

W  wyniku przeestryfikowania nastapita zmiana rozmieszczenia kwaséw
tluszczowych w triacyloglicerolach produktéw reakcji w stosunku do ich
rozmieszczenia w mieszaniach wyjsciowych.

Rozklad kwaséw tluszczowych po reakcji przeestryfikowania w obecnosci
preparatu Novozym 435 jest bliski statystycznemu.
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INTERESTERIFICATION OF MILKFAT WITH SUNFLOWER OIL MIXTURES IN
PRESENCE OF NOVOZYM 435

Summary

The aim of the research was to investigate the changes of the milkfat with sunflower oil mixtures as a
result of the interesterification in the presence of enzymatic preparation Novozym 435. The subject of the
examination were the milkfat with sunflower oil mixtures with the following weight composition: 1:3, 1:1,
3:1. The mixtures have been interesterified at the temperature of 80°C for 2, 4 and 8 hours in the presence
of enzymatic preparation Novozym 435. After interesterification an increase in the free fatty acids content
for all mixtures was observed. The slip melting temperatures and the solid fat contents of the
interesterification products depended on the mixtures composition before the process. The
interesterification has not influenced the composition of the fatty acids in triacylglycerols, but the
structure of the triacylglycerols changed.

Key words: interesterification, milkfat, sunflower oil, Novozym 435



