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OZNACZANIE FAZY STALEJ W TLUSZCZACH

Streszczenie

Zawarto$¢ fazy stalej jest podstawowym parametrem, ktory w sposéb iloSciowy charakteryzuje
wlasciwosci fizyczne tluszczow statych. Istnieje wiele metod posrednich pozwalajacych okresli¢ poziom
fazy statej w ttuszczu na podstawie innych wielkos$ci fizycznych. Oznaczona w ten sposdb wielko$¢
okres$lana jest jako indeks fazy statej (solid fat index — SFI). W metodzie dylatometrycznej do
wyznaczania warto$ci SFI wykorzystuje si¢ réznicg w objgtosci wlasciwej ttuszczu statego i ciektego, w
metodzie densytometrycznej réznicg w ggstosci tych thuszczow, a w metodzie ultradzwigkowej réznicg w
szybkosci rozchodzenia si¢ ultradzwigkéw w ttuszczu statym i ciektym. W metodzie FTIR ttuszcz
analizuje si¢ w stanie ciektym, a indeks fazy stalej wylicza na podstawie pasm absorpcji
charakterystycznych dla wybranych grup funkcyjnych, wykorzystujac kalibracj¢ wykonana wcze$niej za
pomoca wzorcéw o znanej wartosci SFI. Metodg spektrofotometryczna w zakresie $wiatla widzialnego
opracowano do oznaczania indeksu fazy stalej w oleju palmowym, a wykorzystuje si¢ w niej réznicg w
stezeniu karotenoidéw w oleju ciektym i stalym. Stosujac metodg skaningowej kalorymetrii réznicowej,
indeks fazy stalej oznacza si¢ na podstawie krzywej topnienia, catkujac powierzchni¢ pod krzywa.
Sposréd metod posrednich najczgsciej stosowana bywa dylatometria.

Do oznaczania zawartosci fazy statej (solid fat content — SFC) stuza metody szerokopasmowego i
pulsacyjnego magnetycznego rezonansu jadrowego. W pierwszej z nich zawarto$¢ fazy statej oznacza sig
na podstawie intensywnosci waskiego sygnatu rezonansowego pochodzacego od protonéw znajdujacych
si¢ w fazie cieklej. W metodzie pulsacyjnego NMR prdobka tluszczu umieszczona zostaje w stalym
zewngtrznym polu magnetycznym, a protony znajdujace si¢ w tym ttuszczu, po wzbudzeniu za pomoca
krétkiego impulsu elektromagnetycznego, ulegaja zjawisku relaksacji. Oznaczajac zawarto$¢ fazy statej
wykorzystuje si¢ fakt, ze czas relaksacji protonéw w fazie statej jest krétszy niz w fazie cieklej. Obecnie
metoda pulsacyjnego NMR jest zalecana przez normy migdzynarodowe i powszechnie stosowana
zaréwno w laboratoriach badawczych, jak i przemystowych.

Stowa kluczowe: zawarto$¢ fazy statej, indeks fazy stalej, metody analityczne, pulsacyjny NMR,
szerokopasmowy NMR, DSC.
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Wstep

W zalezno$ci od przeznaczenia tluszcze state powinny charakteryzowac si¢ r6zna
plastycznoscia, konsystencja, forma krystaliczna czy tez =zakresem topnienia.
Najwazniejszym parametrem, ktéry w sposob iloSciowy charakteryzuje cechy
uzytkowe ttuszczow stalych jest zawarto$¢ fazy statej w poszczegdlnych zakresach
temperatury. Do oznaczania tej wielkosci byty lub sa stosowane rézne metody
analityczne. Niektére z nich, np. metody posrednie, stosowano do wyznaczania
indeksu fazy stalej (solid fat index — SFI), natomiast obecnie stosowane metody
pozwalaja bezposrednio oznacza¢ w tluszczach zawarto$¢ fazy statej (solid fat content
— SFC).

Celem niniejszej pracy byto dokonanie przegladu metod oznaczania indeksu fazy
statej oraz zawartoSci fazy statlej w tluszczach. Obok metody pulsacyjnego
magnetycznego rezonansu jadrowego, obecnie powszechnie stosowanej i zalecanej
przez normy miedzynarodowe, przedstawiono tez inne metody analityczne ktore
stosowano lub stosuje si¢ do tego typu analiz.

Oznaczanie indeksu fazy statej (SFI)

Dylatometria

Tradycyjna 1 najczgSciej stosowana metoda oznaczania fazy statej byla
dylatometria [1]. W metodzie tej wykorzystuje si¢ zjawisko dylatacji, czyli termicznej
rozszerzalnoSci  tluszczu.  Wzrost  objgtosci  spowodowany  jest  zar6wno
rozszerzalnos$cia ttuszczu statego na skutek wzrostu temperatury, jak réwniez zmiana
stanu skupienia ttuszczu (topnienie), przy czym to drugie zjawisko ma tu znaczenie
decydujace [6]. Pomiar objetosci wykonuje si¢ w coraz wyzszej temperaturze, rowniez
w takiej, gdy ttuszcz jest catkowicie ciekly. Na podstawie zmian objetosci w funkcji
temperatury mozna wyliczy¢ jaka czg$¢ thuszczu w danej temperaturze wystgpuje w
postaci stalej. Wynik podaje si¢ w procentach, jako indeks fazy statej (SFI).

Metoda densytometryczna

Zjawisko rozszerzalnosci ttuszczu wykorzystane zostalo rowniez w metodzie
densytometrycznej [12]. Podczas gdy w metodzie dylatometrycznej mierzy si¢ wzrost
objetosci spowodowany wzrostem temperatury, to w metodzie densytometrycznej
mierzy si¢ zmiany gestosci tluszczu, wynikajace ze wzrostu temperatury. W metodzie
tej ttuszcz po schtodzeniu jest w sposéb ciagly ogrzewany ze stala szybkoscia i
mierzona jest jego gestose.
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Metoda ultradzwiekowa

W tej metodzie [7] wykorzystuje si¢ fakt, ze inna jest szybko$¢ rozchodzenia si¢
ultradzwieckéow w tluszczu stalym i tluszczu ciektym. Dlatego szybkos$¢ ta ulega
zmianom, gdy nast¢puje topnienie lub krystalizacja ttuszczu, czyli zmienia si¢
zawarto$¢ tluszczu stalego. Autorzy podaja, ze otrzymano bardzo dobra zgodnos$é
wynikéw uzyskanych metoda dylatometryczna i ultradzwigkowa [7]. Aparat do
pomiaru fazy stalej, wykorzystujacy metode¢ ultradzwigkowa, odpowiednio
zaadaptowany moze by¢ wykorzystany do pomiardéw on-line [5]. Najnowsze badania
[14] wykazaty jednak, Ze na szybko$¢ rozchodzenia si¢ ultradzwigkéw wpltywa nie
tylko ilo§¢ ttuszczu stalego, ale tez jego formy krystaliczne, co moze w sposob
znaczacy wptywac na otrzymany wynik.

Metody spektrofotometryczne

Do oznaczania indeksu fazy stalej mozna tez wykorzysta¢ spektrofotometrig w
podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR) [18]. Zawarto$¢ fazy statej w badanym
thuszczu oznacza si¢ na podstawie pasm absorpcji charakterystycznych dla wybranych
grup funkcyjnych, m.in. metylenowych, wiazan podwdjnych cis i trans oraz wiazan
estrowych. Przeprowadzajac kalibracj¢ aparatu przy uzyciu wzorcOéw o znanej wartoSci
SFI otrzymano bardzo dobra korelacj¢ pomigdzy wynikami otrzymanymi metoda FTIR
i dylatometryczna. Autorzy twierdza, ze jesli do kalibracji zastosuje si¢ wzorce o
znanej zawartosci fazy statej (SFC), nalezy sie spodziewaé réwnie dobrej korelacji
wynikéw mig¢dzy warto$ciami otrzymanymi metoda NMR i FTIR [18].

Malezyjscy badacze [13] zaproponowali do oznaczania zawarto$ci fazy statej w
surowym oleju palmowym metodg spektrofotometryczna w zakresie $wiatla
widzialnego. W metodzie tej wykorzystuje si¢ réznice w st¢zeniu karotenoidéw we
frakcji cieklej 1 stalej oleju palmowego. Zakltada sig, ze w czgsciowo
wykrystalizowanym oleju palmowym barwniki karotenoidowe pozostaja w fazie
cieklej. Pomiar absorpcji promieniowania w wydzielonej (droga filtracji lub
wirowania) frakcji ciektej oraz w catym oleju po stopieniu pozwala wyznaczy¢ warto$¢
SFI. Wyniki otrzymane w temp. ponizej 15°C byly nizsze niz otrzymane metoda
szerokopasmowego NMR. Powyzej tej temperatury wyniki byty zbiezne [13].

Skaningowa kalorymetria réznicowa

Do wyznaczania indeksu fazy statej czgsto stosowano metode skaningowej
kalorymetrii réznicowej (DSC) [3, 4, 10, 11, 20]. W tym celu wykorzystuje si¢ krzywe
topnienia analizowanych ttuszczéw. Taka przyktadowa krzywa przedstawiono na rys. 1.

Wykorzystujac dane eksperymentalne z analiz DSC, rézni autorzy proponowali
odmienne metody wyliczania warto$ci SFI. Lambelet i Raemy [10] przyjeli, ze
powierzchnia pod krzywa w zakresie temperatur ToT, odpowiada ilosci ciepta
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potrzebnego do stopienia calego ttuszczu. W temp. T stopiona jest cze$¢ tluszczu,
ktérej odpowiada powierzchnia w zakresie T,T, natomiast powierzchnia w zakresie
TT, odpowiada tluszczowi, ktéry w temp. T jest jeszcze staly. Na tej podstawie
wylicza sig, jaka czg$¢ tluszczu jest stala w temp. T, a wigc wartos¢ SFI w tej
temperaturze. W omawianej metodzie obliczeniowej zaktada sig, ze w temp. T,
zawartos$¢ fazy statej wynosi 100%, a w temp. T;= 0% [10].
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Rys. 1. Krzywa topnienia ttuszczu otrzymana metoda DSC [10].
Fig. 1. DSC melting curve [10].

Inng metod¢ wyliczania wartosci SFI na podstawie krzywych topnienia przyjeli
Bentz i Breidenbach [3]. Zatozyli oni, Ze $rednie ciepto topnienia ttuszczow wynosi 35
cal/g (146,6 J/g). Wartos¢ SFI w temp. T obliczano dzielac ciepto odpowiadajace
powierzchni TT, przez podana wyzej $rednia warto$¢ ciepta topnienia, natomiast w
temp. T, dzielac przez tg warto$¢ cieplo odpowiadajace calej powierzchni pod krzywa
(ToTy). Przy tej metodzie obliczeniowej otrzymuje si¢ warto§¢ SFI, ktéra w temp. T
jest z reguty nizsza od 100%. Nalezy tu zaznaczy¢, ze zadna z obu wyzej oméwionych
metod obliczeniowych nie uwzglednia faktu, Ze triacyloglicerole obecne w badanym
tluszczu moga charakteryzowac si¢ r6znymi warto$ciami ciepla topnienia [3, 10].

Na rys. 2. przedstawiono wartosci SFI otrzymane metoda DSC przy zastosowaniu
obu metod obliczeniowych oraz poréwnanie ich z zawartoScia fazy statej wyznaczona
metoda pulsacyjnego NMR [15].

Wyniki przedstawione na rys. 2. dowodza, ze wartosci SFI wyliczone metoda
Lambeleta-Raemy’ego sa znacznie wyzsze niz zawarto$ci fazy stalej oznaczone
metoda NMR. Stosujac metod¢ Bentza-Breidenbach, w przypadku ttuszczéw mniej
uwodornionych (wyzsze LJ) otrzymano wartosci SFI identyczne z warto$ciami SFC.
Réznice powstajace w przypadku ttuszczow o nizszych liczbach jodowych wynikaja z
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pojawiania si¢ w ttuszczu nasyconych TAG, posiadajacych wyzsze ciepto topnienia niz
przyjete do obliczen (35 cal/g) [3].
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Rys. 2. Poréwnanie wartosci SFI (metoda DSC) oraz SFC (metoda NMR) uwodornionego oleju
rzepakowego. Liczba jodowa: 85 ( ), 75 (-—=—)i170 (= —- - ) jednostek [15].
Obliczenia SFI wg Lambeleta-Raemy’ego (a) oraz Bentza-Breidenbach (b).

Fig. 2. Comparison of SFI (DSC method) and SFC (NMR method) values of the hydrogenated rapeseed

oil. Iodine value: 85 (——), 75 (-——-—)and 70 (—- — - — ) [15].
Calculations of the SFI values according to Lambelet-Raemy (a) and Bentz-Breidenbach (b).

Metoda kalorymetrii r6znicowej jest metoda dynamiczna, to znaczy, ze w czasie
analizy w sposéb ciagly zmienia si¢ temperatura. W przypadku tluszczéw w trakcie
ogrzewania, oprécz topnienia (proces endotermiczny) moga zachodzi¢ przemiany
polimorficzne (powstawanie trwalszych form krystalicznych), ktére sa procesami
egzotermicznymi. Otrzymana krzywa jest wowczas wypadkowa obu zachodzacych
proceséw, a wyliczenie wartoSci SFI jest w takich przypadkach niemozliwe.

Oznaczanie zawartoS$ci fazy stalej (SFC)

Magnetyczny rezonans jadrowy (NMR)

Do oznaczania zawarto$ci fazy statej (SFC) w tluszczach stosuje si¢ metody
wykorzystujace  niskorozdzielczy = magnetyczny
szerokopasmowa i pulsacyjna).

Pierwszy aparat do szerokopasmowego NMR powstat w 1968 r. (Newport
Instruments), a wkrotce potem firma Bruker wyprodukowata spektrometr do

rezonans jadrowy (metoda
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pulsacyjnego NMR [19]. Metoda pulsacyjnego NMR, m.in. ze wzgledu na znacznie
wigksza czuto$¢ [17], uznawana jest za lepsza niz metoda szerokopasmowa, a normy
migdzynarodowe zalecaja ja do oznaczanie zawartoSci fazy statej [2, 8, 9]. Metoda ta
jest réwniez przyjeta do stosowania w polskiej normie PN-EN ISO 8292 [16].

W obu powyzszych metodach nastgpuje rozréznienie protonéw znajdujacych sie¢
w cieczy i w fazie statej. Dzigki temu mozliwe jest oznaczenie, jaka czg$¢ ttuszczu
znajduje si¢ w fazie statej.

W przypadku szerokopasmowego NMR wykorzystuje si¢ fakt, ze sygnat
rezonansowy pochodzacy od protonéw fazy ciektej jest waski (ok. 0,1 Gs) i wysoki,
natomiast pochodzacy od protonéw fazy statej jest szeroki (ok. 10 Gs) i ptaski. Sygnat
taki pochodzacy od mieszaniny fazy stalej i ciektej przedstawiono na rys. 3.

f

Absorpcja
Absorption

Sygnat od protonéw
z fazy ciekfej

P /Liquid proton signal

Sygnat od protonéw
z fazy stalej

Solid proton signal

Natezenie pola magnetycznego /Magnetic field strength

Rys. 3. Krzywa absorpcji mieszaniny fazy stalej i cieklej w szerokopasmowym NMR [17].
Fig. 3.  Wide-line NMR curve of a liquid and solid fat mixture [17].

Taki ksztatt sygnatu wynika z faktu, ze na kazdy proton dziata nie tylko
zewngtrzne pole magnetyczne, ale réwniez pola pochodzace od sasiednich protonéw i
elektronéw. W przypadku cieczy ciagly ruch czasteczek powoduje, ze ich ustawienie
jest losowe, w efekcie czego niweluje si¢ wptyw pola pochodzacego od sasiednich
protonéw, a natgzenie pola wokot pojedynczego protonu jest w przyblizeniu réwne
natgzeniu zewngtrznego pola magnetycznego. W ciele staltym atomy znajduja si¢ w
ustalonych pozycjach sieci krystalicznej, przez co wptywaja na zmiang lokalnego pola
magnetycznego. Pole poszczegdlnych protonéw moze by¢ zatem rézne i przez to moze
powodowa¢ przesunigcie ich czgstosci rezonansowej, co w efekcie przejawia sig
szerokim i ptaskim sygnatem.
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Na podstawie pomiaru wielkosci sygnatu pochodzacego od fazy cieklej w danej
temperaturze oraz sygnalu w temperaturze, w ktérej probka jest catkowicie ciekta,
mozna oznaczy¢ procentowa zawartos¢ fazy cieklej, a na tej podstawie fazy state;j.

W metodzie pulsacyjnego NMR (pNMR) prébke umieszczong w zewngtrznym
statym polu magnetycznym poddaje si¢ dziataniu krétkiego  impulsu
elektromagnetycznego o czgstotliwo$ci radiowej. Impuls ten powoduje wzbudzenie
protonéw, ktore w efekcie indukuja sygnat w cewce odbiorczej aparatu. Maksymalna
warto$¢ tego sygnatu uzyskuje sie wowczas, gdy kat pomiedzy statym polem
magnetycznym a polem wzbudzajacym wynosi 90°. Po zaniku impulsu protony ze
stanu wzbudzonego powracaja do stanu podstawowego. Jest to tzw. proces relaksacji,
za$ szybkos$¢ z jaka protony powracaja do stanu podstawowego jest okreS§lana przez
czas relaksacji. Protony w fazie stalej posiadaja krétszy czas relaksacji od protonéw
fazy ciektej. Jest to nastgpstwem mniejszych odlegto$ci miedzy tymi protonami i
szybszej wymiany energii. W fazie ciektej odlegto$ci migdzy protonami sa wigksze,
ich ruchliwo$¢ takze, zatem czas relaksacji wydiluza si¢. Przebieg zaindukowanego
sygnatlu w czasie zostat przedstawiony na rys. 4.
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Rys. 4. Sygnal pochodzacy od mieszaniny tluszczu stalego i ciektego w metodzie pNMR [19].
Fig. 4. Pulsed NMR curve of a liquid and solid fat mixture [19].

Warto$¢ sygnatu tuz po impulsie (w czasie t,) jest proporcjonalna do catkowitej
liczby protonéw w ttuszczu (w fazie cieklej i stalej), natomiast po uptywie 70 us
sygnat pochodzi juz tylko od protonéw fazy ciektej. Impuls promieniowania radiowego
powoduje, ze pomiar wielko$ci sygnatu w czasie t, jest niemozliwy Pomiaru dokonuje
si¢ zatem po uplywie tzw. czasu martwego (t,), po okoto 11 ps. Wspdlczynnik
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korekcyjny f, wyznaczany w czasie kalibracji aparatu, umozliwia skorygowanie
otrzymanej warto$ci do czasu t,, Warto$¢ tego wspotczynnika wynosi okoto 1,4.

Znajac wielkos$ci sygnatu po 11 i1 70 ps oraz wspétczynnik korekcyjny f mozna
obliczy¢ zawarto$¢ fazy statej (SFC) z nastgpujacego réwnania:

SFC =S¢’ /(£Ss’+S1) - 100 [%]

gdzie: Sp — warto$¢ sygnatu po 70 ps, pochodzaca od protondw fazy ciektej,
Ss’ — réznica wartosci sygnatéw po 11 psi 70 ps,
fSs’ = Ss — sygnat pochodzacy od protonéw fazy statej.

Przedstawiona powyzej metoda pomiaru jest tzw. metoda bezposrednia.
Oznaczajac zawarto$¢ fazy statej mozna tez wykona¢ pomiar metoda posrednia. W tym
przypadku korzysta si¢ tylko z wartoSci sygnatu po 70 us, tzn. pochodzacego od
protonéw fazy ciektej. Konieczne jest jednak dwukrotne przeprowadzenie pomiaru tej
samej probki. Pierwszy pomiar prowadzi si¢ w temperaturze, w ktérej chcemy
oznaczy¢ zawarto$¢ fazy statej, natomiast drugi w temperaturze, w ktorej ttuszcz jest
catkowicie stopiony. Wielko$¢ sygnatu z pierwszego pomiaru jest proporcjonalna do
liczby protonéw w fazie ciektej, a z drugiego do catkowitej liczby protonéw w
thuszczu. Sposoéb wyliczenia zawartosci fazy statej w tej metodzie jest zatem podobny
jak w metodzie szerokopasmowego NMR.

Stosowanie réznych metod analitycznych do oznaczania fazy stalej powoduje, ze
otrzymane wyniki moga znacznie r6zni¢ si¢ migdzy soba. Ponadto podkresli¢ nalezy,
ze oprocz stosowanej metody, bardzo duzy wptyw na otrzymany wynik ma réwniez
sposéb przygotowania probki tluszczu przed pomiarem. Podajac wigc zawarto$¢ fazy
stalej w ttuszczu nalezy podac nie tylko jaka metoda analityczng wykonano pomiar, ale
tez w jaki spos6b przygotowywano prébke ttuszczu przed oznaczeniem.

Podsumowanie

Sposréd przedstawionych metod analitycznych najlepsza wydaje sie by¢ metoda
pulsacyjnego NMR. W przypadku posrednich metod analitycznych na otrzymany
wynik wplywa nie tylko ilo$¢ fazy stalej, ale takze inne wlasciwosci analizowanego
tluszczu, np. typ formy krystalicznej czy rodzaj TAG obecnych w tluszczu.
Prawidtowe przeprowadzenie pomiaru metoda pNMR pozwala uniezalezni¢ wynik od
tych wilasciwosci. Poza tym, metoda pNMR jest metoda powtarzalna, wykonanie
oznaczenia jest bardzo proste, trwa zaledwie kilka sekund i nie wymaga
wykwalifikowanego personelu. Obecnie jest to tez metoda najczesciej stosowana. Jej
wada jest natomiast wysoki koszt aparatury.
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THE DETERMINATION OF SOLID FAT CONTENT IN FATS

Summary
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A solid fat content (SFC) is the basic parameter, which quantitatively characterizes physical properties
of solid fats. There are many indirect methods allowing for the determination of the level of solids in fats
based on some other physical quantities. The quantity determined in this way is expressed as solid fat
index (SFI). The difference between the specific volumes of liquid and solid fat is used to determine the
SFI value using the dilatometric method, whereas the difference in the rate of sound propagation in liquid
and solid fats is applied in the ultrasonic method. In the FTIR method, fat is analyzed in liquid state, and
the SFI is calculated on the basis on the absorption bands characteristic for selected functional groups that
were earlier determined using standard samples with the known SFI values; also, the calibration is used.
The spectrophotometric method in the visible light range was developed for the purposes of determination
of solid fat index in palm oil; this method utilizes differences between the concentration values of
carotenoids in liquid and in solid fat. Owing to the DSC method applied, it is possible to determine a solid
fat index based on the melting curves by calculating the area below the curve. Dilatometry is the most
frequently used indirect method.

Wide-line and pulsed NMR methods are used to determine solid fat contents (SFC). In the wide-line
method, the SFC value is determined based on the intensity of a narrow resonance signal coming from
protons existing in liquid fat. In the pulsed NMR method, a fat sample is inserted in the constant external
magnetic field and protons in the fat, as soon as they are excited by a short electromagnetic impulse,
undergo a phenomenon known as relaxation. It is possible to determine the SFC value because the
relaxation time of protons in solid fat is shorter than in liquid fat. The pulsed NMR method is currently
recommended by international standards and it is commonly used both in research and industrial
laboratories.
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