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Streszczenie

Przeestryfikowanie to jedna z metod modyfikacji ttuszczow. Pozwala ona uzyskac produkty o z gory
zalozonej strukturze lipidow.

Celem pracy bylo wzbogacanie tluszczu mlecznego kwasami EPA i DHA. Przedmiotem badan byt
thuszcz mleczny (MF) oraz koncentrat kwasow n-3 (ROPUFA). Mieszaning tych thuszczéow o skladzie
masowym 2 : 1 (MF : ROPUFA) poddano przeestryfikowaniu w obecnosci preparatu Lipozyme RM IM
w temp. 50 i 80 °C, przez 2 i 8 h. W przeestryfikowanych mieszaninach stwierdzono obecno$¢ kwasow
pochodzacych zaréwno z tluszczu mlecznego, jak i koncentratow n-3, w tym kwaséw EPA i DHA. Uzy-
skane mieszaniny thuszczowe moga by¢ surowcem do produkeji odzywek dla niemowlat i matych dzieci.

Stowa kluczowe: tluszcz mleczny, kwasy EPA i DHA, przeestryfikowanie

Wprowadzenie

Cechg charakteryzujaca ttuszcz mleczny jest duza zawartos¢ krotkotancuchowych
kwasow thuszczowych, ktore w odroznieniu od kwasow dlugotancuchowych, cechuja
si¢ tatwg absorpcja i przyspieszonym metabolizmem [20]. Ttuszcz mleka krowiego jest
dobrze przyswajalny rowniez w organizmie dziecka i stanowi dobre zrodto potrzebnej
energii. Do prawidtowego rozwoju cztowieka, a zwlaszcza niemowlecia, niezbedna
jest obecno$¢ w diecie diugotancuchowych nienasyconych kwasow tluszczowych:
a-linolenowego, dokozaheksaenowego, eikozapentaenowego, linolowego i arachido-
nowego. Kwasy te sg integralnym sktadnikiem bton biologicznych, wszystkich komo-
rek i zrodtem energii dla wigkszos$ci tkanek rozwijajacego si¢ organizmu [7]. Diugo-
tancuchowe wielonienasycone kwasy tluszczowe, szczegdlnie kwasy EPA-
eikozapentaenowy i DHA-dokozaheksaenowy sg niezbedne we wczesnym okresie
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rozwoju organizmu, szczegdlnie w rozwoju tkanek bogatych w btony komoérkowe,
takich jak moézg i siatkowka oka. Sg rowniez prekursorami prostaglandyn i innych
eikozanoidow tzw. hormonéw tkankowych petnigcych funkcje regulacyjne, m.in. sg
one mediatorami odpowiedzi immunologicznej, przeplywu naczyniowego krwi i agre-
gacji plytek. Wykazano, Zze niskie poziomy tkankowe kwasu dokozaheksaenowego
zwigzane sg z zaburzeniami widzenia i rozwoju neurologicznego [14].

Jedng z metod wzbogacania thuszczu mlecznego w dlugotancuchowe nienasycone
kwasy tluszczowe jest przeestryfikowanie enzymatyczne. Uzyskany produkt moze by¢
nastepnie wykorzystany do produkcji odzywek dla niemowlat, w ktérych zawarto$¢
kwasow dhugotancuchowych n-3 jest szczegdlna wazna. Przeestryfikowanie enzyma-
tyczne to jeden ze sposobow modyfikacji thuszczow, w ktorym jako katalizatory wyko-
rzystywane sa enzymy lipolityczne. Wykorzystanie lipaz w procesie przeestryfikowa-
nia, zwlaszcza tych, ktore wykazujg r6zng specyficznos¢ w stosunku do struktury kwa-
sow tluszczowych czy tez potozenia wigzania estrowego w czasteczkach triacyloglice-
roli, pozwala na uzyskanie produktow o z gory zatozonej strukturze [5]. Proces ten
polega na wymianie grup acylowych zaré6wno wewnatrzczasteczek triacylogliceroli,
jak 1 pomigdzy r6znymi czasteczkami [8, 13, 18]. Przeestryfikowanie powoduje zmia-
n¢ w strukturze triacylogliceroli, a cenne biologicznie aktywne kwasy tluszczowe po-
zostajg nienaruszone [6, 18].

Celem pracy bylo wzbogacenie tluszczu mlecznego kwasami eikozapentaenowym
i dokozaheksaenowym na drodze przeestryfikowania enzymatycznego.

Material i metody badan

Przedmiotem badan byt thuszcz mleczny (MF) oraz tluszcz zawierajacy koncen-
trat kwasow n-3 (ROPUFA). Mieszaning wyzej wymienionych ttuszczéw o skladzie
masowym 2 : 1 (MF : ROPUFA) poddano przeestryfikowaniu w obecnosci preparatu
Lipozyme RM IM, zawierajgcego immobilizowang lipazg, specyficzng w stosunku do
wigzan estrowych w pozycji sn-1,3 triacylogliceroli. Przeestryfikowanie bylo prowa-
dzone w temp. 50 1 80 °C, przez 2 i 8 h. [los$¢ katalizatora w stosunku do masy miesza-
niny wynosita 8 %. W surowcach wyj$ciowych oraz mieszaninach po przeestryfiko-
waniu oznaczano liczbe kwasowa metoda miareczkowg [16] oraz zawarto$¢ frakcji
polarnej metoda chromatografii kolumnowej [15]. W triacyloglicerolach wyizolowa-
nych z produktéw przeestryfikowania oznaczano sktad kwasow thuszczowych metoda
chromatografii gazowej, wykorzystujac kolumng kapilarng BPX-70 o dt. 30 m, @ we-
wngtrznej 0,22 mm 1 grubosci filmu 0,25 um, oraz rozmieszczenie kwasow thuszczo-
wych pomigdzy pozycje triacylogliceroli. W tym celu wykorzystano zdolnos¢ enzymu
lipazy trzustkowej do selektywnej hydrolizy wigzan estrowych w pozycjach sn-1,3
triacylogliceroli, przy zatozeniu ich rownocennosci. Zastosowanie enzymu regiospecy-
ficznego pozwolito na oznaczenie sktadu kwasoéw thuszczowych w pozycji wewnetrz-
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nej sn-2 czasteczek triacylogliceroli. Uwzgledniajgc doniesienia literaturowe [2], usta-
lono warunki wykonywania reakcji hydrolizy.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie testem Tukey’a na poziomie istotno-
sci p < 0,05, przy uzyciu programu Statgraphics Plus, wersja 4.1.

Wyniki i dyskusja

Pozagdanym produktem przeestryfikowania sg triacyloglicerole o zmienionych
wlasciwosciach fizycznych i chemicznych. W produktach przeestryfikowania obok
triacylogliceroli pojawiaja si¢ pewne ilosci wolnych kwasow thuszczowych, diacylogli-
ceroli i monoacylogliceroli. Porownujac zawartos¢ wolnych kwaséw ttuszczowych,
ktorych miarg jest wielkos¢ liczby kwasowej (AV) oraz zawartos¢ frakcji polarnej [PF]
w surowcach wyjsciowych i produktach ich przeestryfikowania mozna stwierdzi¢, ze
przeestryfikowanie spowodowato zwickszenie liczby kwasowej oraz ilosci sktadnikow
polarnych (rys. 11 2). Istnieje zwigzek pomiedzy warto$cig liczby kwasowej 1 zawarto-
scig frakcji polarnej (PF) w surowcach i przeestryfikowanych mieszaninach. Zwigzane
jest to z obecnoscig wolnych kwasow ttuszczowych w skladzie oznaczonych frakeji
polarnych. W sktad frakcji polarnej wchodza bowiem mono- i diacyloglicerole, a takze
wolne kwasy tluszczowe.

W procesie enzymatycznego przeestryfikowania ttuszczow zachodza jednocze-
$nie dwie reakcje: czg$ciowa hydroliza triacylogliceroli i ponowna estryfikacja niepet-
nych acylogliceroli. Decydujgce znaczenie ma zawarto$¢ wody. Ograniczenie jej
w uktadzie powoduje dominacj¢ reakcji przeestryfikowania nad reakcja hydrolizy.
Pewna jednak, minimalna ilos¢ wody jest niezb¢dna do prawidtowej pracy enzymu,
poniewaz dziata on na granicy faz olej-woda. Fabryczna zawarto$¢ wody w uzywanym
preparacie enzymatycznym wynosita 4 %. Nadmierna ilo§¢ wody w uktadzie reakcyj-
nym moze spowodowaé¢ dominacje¢ hydrolizy nad estryfikacja, czego skutkiem jest
zwigkszona zawarto$¢ wolnych kwasow thuszczowych, diacylogliceroli i monoacylo-
gliceroli [9, 17]. Zwigkszona zawarto$¢ frakcji nie triacyloglicerolowej moze obnizac
odporno$¢ tluszczu na utlenianie, a takze jest przyczyng strat substancji thuszczowej
[19].

Wydtuzenie czasu przebiegu procesu przeestryfikowania z 2 do 8 h (w temp.
50 °C) spowodowato wzrost liczby kwasowej w produktach finalnych. Znajduje to
potwierdzenie w badaniach Brys$ i wsp. [3]. Na ilo$¢ niepelnych acylogliceroli i wol-
nych kwasow tluszczowych w koncowych produktach przeestryfikowania ma wplyw
rowniez temperatura prowadzenia procesu. Mieszaniny przeestryfikowane w temp.
80 °C charakteryzowaty si¢ duzo wigkszg zawarto$cig frakcji polarnej niz mieszaniny
przeestryfikowane w temp. 50 °C (szczegodlnie po 8 h trwania procesu).
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Rys. 1. Liczba kwasowa (AV) w surowcach wyjsciowych oraz przeestryfikowanych mieszaninach.
Fig. 1. Acid value (AV) in starting materials and interesterified blends.
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Rys. 2. Zawarto$¢ frakcji polarnej (PF) w surowcach wyjsciowych oraz przeestryfikowanych mieszani-
nach.

Fig. 2.  Content of polar fraction (PF) in starting materials and in interesterified blends.
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Thuszcz mleczny charakteryzuje si¢ szczegélnie duzg roznorodnoscig kwasdéw
thuszczowych. Z ponad 400 roznych kwasow mogacych wystepowaé¢ w tluszczu
mlecznym nienasycone kwasy tluszczowe stanowily 24,6 %, natomiast nasycone
73,6 % (rys. 3). Glownymi sktadnikami analizowanego thuszczu mlecznego byty kwa-
sy: palmitynowy (40,9 %) oraz oleinowy (20,1 %). W drugim analizowanym surowcu
wyjsciowym — tluszczu zawierajagcym koncentrat kwasow n-3 zawarto$¢ dwoch naj-
wazniejszych kwasow tluszczowych EPA 1 DHA wynosita odpowiednio 9,3 % oraz
16,9 % (tab. 1). Kwasy te odgrywaja wazna role we wzro$cie mtodego organizmu oraz
w prawidtowym funkcjonowaniu narzadu wzroku i rozwoju uktadu nerwowego, dlate-
go powinny si¢ znajdowaé w pokarmie spozywanym przez niemowleta. Kwas DHA
stanowi wazny sktadnik fosfolipidow znajdujacych si¢ w btonach komérkowych mo-
zgu 1 siatkowce oka [14]. Dawne standardowe odzywki, wytwarzane przy uzyciu ole-
jow roslinnych nie zawieraly kwasu DHA, jednak na drodze desaturacji i elongacji
organizm cztowieka ma mozliwo$¢ wytworzenia dtugotancuchowych kwasow ttusz-
czowych z ich prekursorow: kwasu linolowego (C18:2, n-6) i kwasu a-linolenowego
(C18:3, n-3), ktore wystepuja powszechnie w mleku modyfikowanym. Jak si¢ okazuje
mozliwo$¢ syntezy LC-PUFA z ich prekursorow jest mozliwa w teorii, jednak w prak-
tyce wydajnos¢ tego procesu szczeg6lnie u niemowlat jest bardzo ograniczona [1, 14].
Dlatego tez wskazane okazalo si¢ suplementowanie mleka modyfikowanego tymi kwa-
sami, co staje si¢ coraz bardziej powszechne w mleku poczatkowym [12, 14].

W uzyskanych finalnych produktach przeestryfikowania stwierdzono obecno$¢
kwasow pochodzacych zaréwno z tluszczu mlecznego, jak i1 koncentratu n-3
(ROPUFA), w tym obecnos¢ kwasow EPA i DHA. Zawartos¢ dlugotancuchowych
kwasow ttuszczowych (EPA, DHA) w przeestryfikowanych mieszaninach wynosita od
8,8 do 10,0 %, natomiast kwaséw nasyconych od 56,2 do 58,0 % (rys. 3). Nie zmienita
si¢ ilos¢ izomerdéw trans kwasow ttuszczowych (TFA). Obecno$¢ izomerow trans na
poziomie 0,7 - 0,9 % w uzyskanych mieszaninach wynika z naturalnej obecnosci tych
kwasow w thuszczu mlecznym.

Wilasciwosci réznych tluszczow zaleza nie tylko od sktadu kwaséw ttuszczowych,
lecz takze od sktadu i struktury triacylogliceroli. Potozenie kwasoéw thuszczowych
w czgsteczkach triacylogliceroli ma szczegdlne znaczenie przy programowaniu no-
wych tluszczow modyfikowanych technologicznie, jak i podczas ich trawienia
1 wchianiania w organizmie cztowieka. W tab. 1. przedstawiono rozmieszczenie glow-
nych kwaséw tluszczowych w pozycji wewnetrznej triacylogliceroli surowcow wyj-
sciowych oraz produktéw przeestryfikowania. W tluszczu mlecznym kwas mirystyno-
wy 1 palmitynowy umiejscowione sg gléwnie w pozycjach sn-2 triacylogliceroli, co
powoduje, ze thluszcz ten jest dobrze przyswajalny przez organizm dziecka. We
wszystkich otrzymanych przeestryfikowanych mieszaninach kwas palmitynowy réw-
niez byt zestryfikowany gtdéwnie w pozycjach sn-2 (tab. 1). Kwasy nienasycone dtugo-
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tancuchowe EPA i DHA zajmowaly natomiast przede wszystkim pozycje zewngtrzne
triacylogliceroli sn-1,3. Wydluzenie czasu przeestryfikowania nie wptyngto na ilosé
kwasdéw nienasyconych EPA 1 DHA znajdujacych si¢ w finalnych produktach, spowo-
dowato natomiast zwigkszenie udzialu tych kwasow w pozycjach sn-1,3 triacyloglice-

roli (tab. 1).
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Rys. 3. Sklad kwasow tluszczowych surowcow wyjsciowych oraz produktow przeestryfikowania.
Fig. 3. Composition of fatty acids in starting materials and in products of interesterification.

Uzyskanie takiej dystrybucji kwasow ttuszczowych w przeestryfikowanych mie-
szaninach powoduje, ze tluszcze te mogg by¢ wykorzystywane w produkcji odzywek
dla niemowlat. Otrzymane mieszaniny ttuszczowe zawierajg kwasy krotkotancuchowe,
ktére sg zroédlem energii, oraz niezb¢dne do rozwoju niemowlgcia i dziecka, kwasy
eikozapentaenowy oraz dokozaheksaenowy. Specyficzne rozmieszczenie kwasow
w otrzymanych tluszczach bedzie przyczynialo si¢ réwniez do powstawania odpo-
wiednich produktéw podczas trawienia w organizmie dziecka. W wyniku hydrolizy
triacylogliceroli prowadzonej przez lipaze trzustkowa bedzie powstawatl sn-2 mono-
palmitynian glicerolu, ktory jest w ponad 98 % wchtaniany przez organizm dziecka.
Rowniez uwalniane w wyniku hydrolizy kwasy tluszczowe nienasycone oraz ich sole
wapniowe s3 dobrze wchtaniane w organizmie dziecka [4]. Wytwarzane przemystowo
produkty przeznaczone dla niemowlat i matych dzieci zawieraja w skladzie oleje ro-
slinne, co nie zapewnia odpowiedniej przyswajalnosci tych produktow. W przypadku
hydrolizy triacylogliceroli olejow roslinnych, dodawanych do mleka modyfikowanego,
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Tabela 1l

Sktad wazniejszych kwasow ttuszczowych w pozycjach zewnetrznych i wewngtrznej czasteczek triacylo-

gliceroli (TAG) oraz udziat poszczegdlnych kwasow w pozycji wewnetrznej (sn-2).

Composition of major fatty acids in internal and external positions of triacylglycerols (TAG) and content
of of individual fatty acids in internal position (sn-2).

) Sktad kwasow .
Rodaibus | SRS | vy | Ui e v
Rodzaj thuszczowego W TAG w pozngch W pozycji sn-2
tuszezu Type of fatty Fatty acid composition FatFy acid : Content of given fatt
Type of fat acid . composition [%] in S given fatty
nim’ in TAGs positions acid in sn-2 position
' [%] [7]
sn—2 sn—1,3
14:0 13,2 19,1 10,3 48,2
MF 16:0 40,9 524 35,2 42,7
18:0 9,5 7,6 10,5 26.7
18:1 (9-cis) 20,1 17,3 21,5 28.7
14:0 5,2 10,3 2,6 66,1
16:0 17,1 22,1 14,7 43,0
18:0 4,2 34 4,6 26,9
ROPUFA 18:1 (9-cis) 21,7 22,1 21,5 33,9
20:5 (all-cis) 9,3 11,0 8,4 39,6
22:6 (all-cis) 16,9 19,6 15,6 38,8
14:0 10,2 14,2 8,3 46,2
16:0 30,0 37,2 26,4 41,3
MF:ROPUFA 18:0 8,2 5,8 9,3 23,7
2h/50°C 18:1 (9-cis) 22,8 234 22,6 34,1
20:5 (all-cis) 3,5 3,0 3,8 28,6
22:6 (all-cis) 5,6 4,9 6,0 29,2
14:0 10,2 14,8 8,0 48,2
16:0 30,2 37,3 26,6 41,2
MF:ROPUFA 18:0 8,2 5,3 9,7 21,5
2h/80°C 18:1 (9-cis) 22,7 21,9 23,1 32,1
20:5 (all-cis) 3.4 2,9 3,7 28,4
22:6 (all-cis) 5,4 4,5 5,9 27,8
14:0 9,6 14,6 7,2 50,5
16:0 29,2 35,9 25,9 40,9
MF:ROPUFA 18:0 8,4 5,6 9,8 22,3
8h/50°C 18:1 (9-cis) 23,3 204 24,8 29,2
20:5 (all-cis) 3,7 2,0 4,6 18,0
22:6 (all-cis) 6,3 4,0 7,5 21,2
14:0 9,7 14,1 7,5 48,5
16:0 29,7 36,3 26,4 40,7
MF:ROPUFA 18:0 8,6 6,2 9,8 24,0
8h/80°C 18:1 (9-cis) 23,1 20,0 24,6 28,9
20:5 (all-cis) 3,6 1,9 4,5 17,6
22:6 (all-cis) 6,1 3,9 7,2 21,3
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odszczepione ze skrajnych pozycji wolne kwasy thuszczowe, w wigkszo$ci nasycone
(C16:0; C18:0), sa gorzej wchlaniane i jako takie reaguja z wolnymi jonami Ca*’, two-
rzac nierozpuszczalne sole wapniowe, ktére nastepnie sg wraz z kalem usuwane z or-
ganizmu. Oleje roslinne dodawane do produktow spozywczych dla niemowlat na sku-
tek innej niz w mleku kobiecym struktury stereospecyficznej triacylogliceroli moga
zmieni¢ warunki wchlaniania thuszczu oraz powodowaé zmniejszenie dostepnosci
wapnia dla organizmu dziecka [4, 10, 11].

Whioski

1. Przeestryfikowanie spowodowato wzrost zawarto$ci wolnych kwasow thuszczo-
wych oraz frakcji polarnej w badanych mieszaninach.

2. W przeestryfikowanych mieszaninach stwierdzono obecno$¢ kwaséw pochodza-
cych zaré6wno z ttuszczu mlecznego, jak i koncentratoéw n-3, w tym kwasow EPA
i DHA.

3. W produktach przeestryfikowania kwas palmitynowy zestryfikowany jest glownie
W pozycji sn-2, natomiast kwasy nienasycone w pozycjach zewngtrznych triacylo-
gliceroli.

4. Uzyskane mieszaniny tluszczowe moga by¢ surowcem do produkcji odzywek dla
niemowlat i matych dzieci.

Badania byly finansowane ze srodkow budzetowych na nauke w latach 2010-2012
Jjako projekt badawczy nr N N312 068439.
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ATTEMPT TO ENHANCE MILK FAT WITH EPA AND DHA ACIDS
Summary

Interestrification is one of the fat modification methods. This method makes it possible to produce
products having a predetermined structure of lipids.

The objective of the papers was to enrich milk fat with EPA and DHA acids. The research comprised a
milk fat and a concentrate of n-3 fatty acids (ROPUFA). A blend of those fats, MF to ROPUFA rate being
2:1, was interesterified for 2 and 8 hours, at a temperature of 50 and 70C]C, in the presence of an enzymat-
ic preparation Lipozyme RM IM. It was found that fatty acids were present in the interesterified blends
derived from both the milk fat and the concentrates of n-3 fatty acids, including EPA and DHA acids. The
blends of fats obtained can be used to produce baby foods for infants and small children.

Key words: milk fat, EPA and DHA acids, interesterification
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