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S t r e s z c z e n i e 
 
Celem pracy było okre�lenie zmian, jakie zachodz� w mieszaninach tłuszczu mlekowego z olejem 

słonecznikowym w wyniku przeestryfikowania w obecno�ci preparatu Novozym 435. Przedmiotem bada� 
były mieszaniny tłuszczu mlekowego i oleju słonecznikowego o składzie wagowym odpowiednio 1:3, 
1:1, 3:1. Mieszaniny przeestryfikowywano w temp. 80oC przez 2, 4 i 8 h w obecno�ci preparatu 
enzymatycznego Novozym 435. Przeestryfikowanie spowodowało wzrost zawarto�ci wolnych kwasów 
tłuszczowych we wszystkich mieszaninach. Temperatura mi�kni�cia i zawarto�� fazy stałej produktów 
przeestryfikowania zale�ała przede wszystkim od składu mieszanin wyj�ciowych. Przeestryfikowanie nie 
spowodowało zmian składu kwasów tłuszczowych w triacyloglicerolach, zmieniła si� natomiast struktura 
triacylogliceroli. 
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Wprowadzenie 

Tłuszcz mlekowy stanowi mieszanin� ponad stu tysi�cy ró�nych triacylogliceroli. 
Z ponad 400 ró�nych kwasów wyst�puj�cych w tłuszczu mlekowym długoła�cuchowe 
nasycone kwasy tłuszczowe stanowi� około 45%, natomiast krótkoła�cuchowe 
stanowi� około 25% wszystkich kwasów tłuszczowych. Dzi�ki specyficznemu 
składowi kwasów tłuszczowych tłuszcz mlekowy jest jednym z najlepiej 
przyswajalnych tłuszczów jadalnych, w zwi�zku z tym powinien zajmowa� wa�ne 
miejsce w �ywieniu człowieka [1, 4]. W ostatnich dwóch dekadach mo�na jednak 
zaobserwowa� zmniejszenie konsumpcji masła. Główn� barier� zwi�kszenia sprzeda�y 
produktów, w skład których wchodzi wył�cznie tłuszcz mlekowy jest mi�dzy innymi 
ich wysoka cena oraz ograniczone wła�ciwo�ci plastyczne. Funkcjonalno�� tłuszczu 
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mlekowego oraz jego warto�� zdrowotn� mo�na polepszy� poprzez mieszanie go z 
olejami ro�linnymi oraz poddanie mieszanin modyfikacjom [8].  

Potencjalnie najwi�ksze znaczenie technologiczne ma reakcja przeestryfikowania, 
która umo�liwia dokonywanie zmian rozmieszczenia kwasów tłuszczowych w 
triacyloglicerolach. Dzi�ki temu mo�na otrzymywa� tłuszcze zmodyfikowane o 
po��danej temperaturze topnienia i o okre�lonych wła�ciwo�ciach krystalizacyjnych 
[6]. Proces przeestryfikowania mo�e zachodzi� w obecno�ci katalizatorów 
chemicznych i biologicznych. Obecnie coraz wi�kszym zainteresowaniem cieszy si� 
przeestryfikowanie tłuszczów z zastosowaniem katalizatorów biologicznych, jakimi s� 
enzymy lipolityczne. W procesie enzymatycznego przeestryfikowania tłuszczów 
reakcje przebiegaj� z dostateczn� szybko�ci� w łagodnych warunkach, co umo�liwia 
łatwiejsze sterowanie procesem i przerwanie go na z góry zało�onym etapie [15]. 

Celem pracy było okre�lenie zmian, jakie zachodz� w mieszaninach tłuszczu 
mlekowego z olejem słonecznikowym w wyniku przeestryfikowania w obecno�ci 
preparatu Novozym 435. 

Materiał i metody bada� 

Przedmiotem bada� były mieszaniny tłuszczu mlekowego i oleju 
słonecznikowego o składzie wagowym odpowiednio 1:3, 1:1, 3:1. Głównymi 
składnikami tłuszczu mlekowego s� kwasy: palmitynowy (29,9%) oraz oleinowy 
(20,9%). W oleju słonecznikowym wyst�puje głównie kwas linolowy (61,2%) oraz 
oleinowy (25,3%). Reakcje przeestryfikowania mieszanin wykonywano przez 2, 4 i 8 h 
w temp. 80°C w obecno�ci preparatu enzymatycznego Novozym 435. Preparat ten 
zawiera lipaz� niespecyficzn�, otrzyman� z Candida antarctica, immobilizowan� na 
makroporowatej �ywicy akrylowej. Zawarto�� wody w preparacie wynosiła 2%, a jego 
dozowanie wynosiło 8% wzgl�dem masy tłuszczu. 

W mieszaninach przed i po przeestryfikowaniu oznaczano liczb� kwasow� 
metod� miareczkow� [14]. Frakcje triacylogliceroli (TAG) izolowano metod� 
chromatografii kolumnowej [12]. W wyizolowanych z mieszanin fizycznych i 
produktów ich przeestryfikowania frakcjach triacylogliceroli oznaczano temperatur� 
mi�kni�cia metod� kapilary otwartej [13] – wykonywano dwa równoległe oznaczenia, 
a bezwzgl�dne ró�nice pomi�dzy wynikami nie przekraczały 0,5°C - oraz zawarto�� 
fazy stałej metod� pulsacyjnego protonowego magnetycznego rezonansu j�drowego 
[11] – wykonywano po dwa równoległe oznaczenia, a bezwzgl�dne ró�nice pomi�dzy 
wynikami nie przekraczały warto�ci przewidzianych w Polskiej Normie [11]. 

Okre�lano równie� skład kwasów tłuszczowych metod� chromatografii gazowej 
[10] oraz ich rozmieszczenie w pozycjach sn-2 i sn-1,3 triacylogliceroli [2]. 

W tłuszczach, obok triacylogliceroli, znajduj� si� równie� pewne ilo�ci mono- 
i diacylogliceroli, a tak�e wolnych kwasów tłuszczowych stanowi�cych frakcj� 
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nietriacyloglicerolow�. Zwi�kszona zawarto�� tej frakcji w produkcie tłuszczowym 
mo�e zmniejsza� jego odporno�� na utlenianie, a tak�e jest przyczyn� strat substancji 
tłuszczowej [7]. Zawarto�� wolnych kwasów tłuszczowych (FFA) w mieszaninach 
fizycznych oraz w produktach ich przeestryfikowania została obliczona na podstawie 
liczb kwasowych oraz wyników oznacze� GLC. Bezwzgl�dna ró�nica pomi�dzy 
wynikami dwóch równoległych oznacze� wolnych kwasów tłuszczowych nie 
przekraczała 3% �redniej arytmetycznej tych wyników, co jest zgodne z Polsk� Norm� 
[14]. 

Wyniki i dyskusja 

W wyniku przeestryfikowania zaobserwowano znacz�cy wzrost zawarto�ci 
wolnych kwasów tłuszczowych (rys. 1). W procesie enzymatycznego 
przeestryfikowania zachodz� dwie przeciwstawne reakcje: cz��ciowa hydroliza i 
ponowna estryfikacja niepełnych acylogliceroli, co powoduje, �e w ko�cowym 
produkcie obecne s�, obok acylogliceroli, równie� pewne ilo�ci wolnych kwasów 
tłuszczowych [6]. Najwi�kszy wpływ na zawarto�� FFA ma czas trwania procesu 
enzymatycznego. Niezale�nie od pocz�tkowego składu mieszanin fizycznych 
obserwowano wzrost zawarto�ci FFA w ci�gu pierwszych 2 h trwania procesu. Okres, 
po którym ustalała si� równowaga wynosił około 4 h.  
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Rys. 1. Zawarto�� wolnych kwasów tłuszczowych (FFA) w mieszaninach tłuszczu mlekowego (MF) z 

olejem słonecznikowym (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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Jedn� z cech tłuszczów w znacznym stopniu okre�laj�c� ich przydatno�� 
u�ytkow� jest konsystencja. Cecha ta najcz��ciej musi by� kształtowana w drodze 
ró�norodnych zabiegów (fizycznych, chemicznych, mikrobiologicznych). Wynika to z 
faktu, �e tłuszcze wprost pozyskiwane z surowców ro�linnych lub zwierz�cych w 
nielicznych tylko przypadkach s� akceptowane przez odbiorców i konsumentów. 
Najbardziej rozpowszechnionym wska�nikiem konsystencji tłuszczów jest temperatura 
mi�kni�cia [5]. Analizuj�c warto�ci tego parametru produktów przeestryfikowania w 
obecno�ci preparatu Novozym 435 (rys. 2) stwierdzono, �e temperatura mi�kni�cia 
zale�ała przede wszystkim od składu mieszanin wyj�ciowych. W przypadku mieszanin 
zawieraj�cych 25% lub 50% tłuszczu mlekowego obserwowano obni�enie temperatury 
mi�kni�cia frakcji triacylogliceroli wyizolowanych z produktów przeestryfikowania, 
natomiast w przypadku mieszaniny zwieraj�cej 75% tłuszczu mlekowego 
obserwowano wzrost temperatury mi�kni�cia po przeestryfikowaniu. Obni�enie 
temperatury mi�kni�cia było tym wi�ksze, im mniejsza była zawarto�� tłuszczu 
mlekowego w mieszaninach wyj�ciowych. Wyniki te znajduj� potwierdzenie w 
naszych wcze�niejszych badaniach [3]. 

Redukcja lub podwy�szenie temperatury mi�kni�cia nie zawsze jest oczywistym 
dowodem powstaj�cych po przeestryfikowaniu zmian w strukturze triacylogliceroli, 
a tym samym zmian konsystencji. Lepszym odzwierciedleniem jest zawarto�� fazy 
stałej, mierzona w szerokim zakresie temperatury [5]. W celu wzbogacenia tłuszczu 
mlekowego w ni�ej topliwe triacyloglicerole przeestryfikowywano go olejem 
słonecznikowym. Takie post�powanie pozwala równie� na wzbogacenie finalnego 
tłuszczu w kwasy polienowe, co ma istotne znaczenie ze wzgl�dów �ywieniowych. 

Analizuj�c profile zmian zawarto�ci fazy stałej (rys. 3) w triacyloglicerolach 
wyizolowanych z produktów przeestryfikowania mieszanin tłuszczu mlekowego z 
olejem słonecznikowym stwierdzono, �e przeestryfikowanie spowodowało 
zmniejszenie zawarto�ci fazy stałej w prawie wszystkich mieszaninach 
do�wiadczalnych. Redukcja zawarto�ci fazy stałej jest zwi�zana z tym, �e zmienia si� 
stosunek wy�ej topliwych triacylogliceroli do pozostałej ich cz��ci obecnej w 
mieszaninie po przeestryfikowaniu. 

W analizie lipidów du�o uwagi po�wi�ca si� badaniom kwasów tłuszczowych. 
Rodzaj kwasów tłuszczowych wyst�puj�cych w danym tłuszczu oraz ich 
rozmieszczenie w cz�steczkach triacylogliceroli decyduj� o jego wła�ciwo�ciach. 
Analizuj�c skład procentowy kwasów tłuszczowych w mieszaninach 
przeestryfikowanych (tab. 1) stwierdzono, �e zmienił si� on nieznacznie w porównaniu 
ze składem kwasów tłuszczowych mieszanin fizycznych. Wyniki wskazuj� na 
wyst�powanie korzystnych ze wzgl�dów �ywieniowych kwasów polienowych w 
triacyloglicerolach finalnych produktów reakcji. Oznacza to, �e nast�piło wbudowanie 
si� tych kwasów w powstałe w wyniku przeestryfikowania struktury triacylogliceroli. 
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Rys. 2. Temperatura mi�kni�cia triacylogliceroli mieszanin tłuszczu mlekowego (MF) z olejem 

słonecznikowym (SFO) przed i po przeestryfikowaniu. 
Fig. 2. Slip melting points of triacylglicerols of milkfat (MF) with sunflower oil (SFO) blends before 

and after interesterification. 
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Rys. 3 Zawarto�� fazy stałej w funkcji temperatury w triacyloglicerolach mieszanin tłuszczu 

mlekowego (MF) z olejem słonecznikowym (SFO) przed i po przeestryfikowaniu.  
Fig. 3 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 kwasów tłuszczowych 

w pozycjach sn-2 i sn-1,3 triacylogliceroli. Preparat Novozym 435 zawiera lipaz� 
niespecyficzn�, zatem rozmieszczenie kwasów tłuszczowych pomi�dzy pozycje sn-2 i 
sn-1,3 triacylogliceroli mieszanin przeestryfikowanych jest bliskie statystycznemu. W 
tab. 1. zamieszczono dane dotycz�ce udziału kwasów tłuszczowych w pozycjach 



PRZEESTRYFIKOWANIE MIESZANIN TŁUSZCZU MLEKOWEGO Z OLEJEM SŁONECZNIKOWYM… 33 

wewn�trznych triacylogliceroli (TAG) wybranej mieszaniny przeestryfikowanej (czas 
reakcji - 4 h). Rozmieszczenie kwasów tłuszczowych pomi�dzy pozycje wewn�trzn� 
i zewn�trzne TAG mieszanin przeestryfikowanych przez 8 h jest równie� bliskie 
statystycznemu. W naturalnym tłuszczu mlekowym nasycone kwasy tłuszczowe, takie 
jak palmitynowy czy mirystynowy s� zlokalizowane w pozycji sn-2 triacylogliceroli. 
W procesie enzymatycznego przeestryfikowania z u�yciem lipazy niespecyficznej 
nast�puje równomierny rozkład tych kwasów pomi�dzy wszystkie pozycje w 
cz�steczkach triacylogliceroli [16].  
 

T a b e l a  1 
 
Skład wybranych kwasów tłuszczowych oraz udział poszczególnych kwasów w pozycjach wewn�trznych 
(sn−−−−2) triacylogliceroli (TAG) mieszaniny tłuszczu mlekowego z olejem słonecznikowym (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). 
 

Skład kwasów tłuszczowych 
Fatty acid compositions 

[%] 

Udział głównych kwasów tłuszczowych  
w pozycji sn-2 TAG 

Percentage of a given fatty acid in sn-2 
position of  TAG  [%] 
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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 atomów w�gla / number of carbon atoms; m – liczba podwójnych wi�za� / number of double 
bonds 

 
Zastosowanie katalizatora chemicznego tak�e umo�liwia uzyskanie ujednolicenia 

składu kwasów tłuszczowych we wszystkich pozycjach cz�steczek triacylogliceroli 
[3]. Przeestryfikowanie chemiczne wi��e si� z konieczno�ci� stosowania wysokiej 
temperatury oraz zwi�zków chemicznych jako katalizatorów, co mo�e skutkowa� 
pogorszeniem jako�ci produktu ko�cowego [9]. Przeestryfikowanie w obecno�ci lipaz 
przebiega natomiast w łagodnych warunkach, z dostateczn� szybko�ci� pozwalaj�c� na 
przerwanie procesu na zało�onym etapie. Technologia zwi�zana z u�yciem naturalnych 
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katalizatorów, jakimi s� lipazy, nie stanowi zagro�enia dla �rodowiska oraz jest 
praktycznie bezodpadowa [15]. 

Wnioski 

1. W przeestryfikowanych w obecno�ci preparatu Novozym 435 mieszaninach 
tłuszczu mlekowego z olejem słonecznikowym stwierdzono wzrost zawarto�ci 
wolnych kwasów tłuszczowych w stosunku do ich zawarto�ci w mieszaninach 
wyj�ciowych. 

2. Temperatura mi�kni�cia i zawarto�� fazy stałej produktów przeestryfikowania 
zale�ały przede wszystkim od składu mieszanin wyj�ciowych. 

3. Potwierdzono, �e przeestryfikowanie nie powoduje zmian składu procentowego 
kwasów tłuszczowych w produktach w stosunku do mieszanin wyj�ciowych.  

4. W wyniku przeestryfikowania nast�piła zmiana rozmieszczenia kwasów 
tłuszczowych w triacyloglicerolach produktów reakcji w stosunku do ich 
rozmieszczenia w mieszaniach wyj�ciowych. 

5. Rozkład kwasów tłuszczowych po reakcji przeestryfikowania w obecno�ci 
preparatu Novozym 435 jest bliski statystycznemu. 
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INTERESTERIFICATION OF MILKFAT WITH SUNFLOWER OIL MIXTURES IN 

PRESENCE OF NOVOZYM 435 
 

S u m m a r y 
 

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 80oC 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 � 


