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MAGDALENA WIRKOWSKA, JOANNA BRYS, BOLESEAW KOWALSKI

STABILNOSC PRZECIWUTLENIAJACA PRZEESTRYFIKOWANYCH
MIESZANIN TEUSZCZU MLEKOWEGO Z OLEJEM RZEPAKOWYM

Streszczenie

Przeestryfikowanie to jedna z metod modyfikacji wtasciwosci tlhuszczéw. Pozwala ona uzyskaé
produkty o z gbry zatozonej strukturze lipidéw. Proces przeestryfikowania moze wptywaé na odpornosé
na utlenianie, a tym samym na trwato§¢ produktu tluszczowego. Najbardziej znana i najczegsciej
stosowana metoda badania stabilnos$ci ttuszczéw jest test Rancimat, ktéry zastosowano w niniejszej pracy.
Badano, w jaki sposéb rodzaj uzytego w trakcie procesu katalizatora i warunki reakcji wplywaja na
odporno$¢ na utlenianie przeestryfikowanych mieszanin oleju rzepakowego z thuszczem mlekowym.

Przedmiotem badan byty mieszaniny oleju rzepakowego i ttuszczu mlekowego o sktadzie wagowym
1:1, ktére poddano przeestryfikowaniu chemicznemu w obecno$ci metanolanu sodu jako katalizatora oraz
przeestryfikowaniu enzymatycznemu z zastosowaniem preparatéw enzymatycznych zawierajacych lipazy
o réznej specyficzno$ci. Przeestryfikowanie chemiczne prowadzono w temp. 90°C przez 1,5 h, natomiast
enzymatyczne w temp. 70°C przez 8 h.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze proces przeestryfikowania wptywa na obnizenie
stabilno$ci przeciwutleniajacej analizowanych ttuszczéw. Triacyloglicerole wyodrgbnione z produktéw
przeestryfikowania charakteryzowaty si¢ najnizsza stabilnoscia przeciwutleniajaca.

Stowa kluczowe: olej rzepakowy, tluszcz mlekowy, przeestryfikowanie, test Rancimat, stabilno$¢
przeciwutleniajaca

Wprowadzenie

Rosnace wymagania konsumentéw powoduja, ze przemyst spozywczy poszukuje
nowych rozwiazan technologicznych w produkcji tluszczé6w o ulepszonych
wlasciwosciach funkcjonalnych i zdrowotnych [29, 30].

Wséréd metod majacych na celu polepszenie wlasciwosci thuszczéw, na skale
przemystowa wykorzystuje si¢ uwodornienie, frakcjonowanie, przeestryfikowanie [8].
Wymienione metody modyfikacji tluszczéw cechuja si¢ tym, ze maja specyficzne
zastosowanie. Wykorzystanie lipaz w procesie przeestryfikowania, zwtaszcza tych,
ktére wykazuja r6zna specyficzno$¢ w stosunku do struktury kwaséow ttuszczowych
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czy tez potozenia wigzania estrowego w czasteczkach triacylogliceroli, umozliwia
uzyskanie produktéw o z goéry zatozonej strukturze lipidéw [6, 17]. Proces ten polega
na wymianie grup acylowych zaréwno wewnatrz czasteczek triacylogliceroli, jak
i pomigdzy réznymi czasteczkami [9, 11, 20]. Przeestryfikowanie powoduje zmiang
w strukturze triacylogliceroli, a cenne biologicznie aktywne kwasy tluszczowe
pozostaja nienaruszone [5, 6]. Proces przeestryfikowania moze by¢ katalizowany
obecnoscig katalizatorow chemicznych i biologicznych [6, 12].

W  procesie enzymatycznego przeestryfikowania tluszczow  zachodza
jednoczesnie dwie reakcje: czgSciowa hydroliza triacylogliceroli i ponowna
estryfikacja niepelnych acylogliceroli. Decydujace znaczenie ma zawarto$¢ wody.
Ograniczenie jej w uktadzie powoduje dominacje reakcji przeestryfikowania nad
reakcja hydrolizy. Jednak pewna, minimalna ilo§¢ wody jest niezbgdna do prawidlowe;j
pracy enzymu, poniewaz dziata on na granicy faz olej-woda. Nadmierna ilo§¢ wody w
uktadzie reakcyjnym moze spowodowa¢ dominacj¢ hydrolizy nad estryfikacja, czego
skutkiem jest zwigkszona zawarto$¢ wolnych kwaséw tluszczowych, diacylogliceroli i
monoacylogliceroli, stanowiacych frakcj¢ polarna [15, 18, 31]. Zwigkszona zawarto$¢
frakcji nietriacyloglicerolowej moze obniza¢ odporno$¢ ttuszczu na utlenianie, a takze
jest przyczyna strat substancji ttuszczowej [14].

W zywieniu cztowieka wazne miejsce wérdd tluszczéw jadalnych zajmuje tluszez
mlekowy. Stanowi on mieszaning ponad stu tysigcy réznych triacylogliceroli. Unikalng
cecha tluszczu mlekowego jest wysoka zawarto$¢ krétkotancuchowych kwaséw
tluszczowych [1, 3]. Smarownos$¢ i zywieniowe wilasciwosci tluszczu mlekowego
mozna poprawi¢ na drodze mieszania lub przeestryfikowania z olejem roslinnym [21].

Thuszcze naleza do zwiazkéw wyjatkowo labilnych i szczeg6lnie mato odpornych
na dzialanie czynnikéw utleniajacych. Proces przeestryfikowania moze wplywaé na
odporno$¢ na utlenianie, a tym samym na trwato$¢ produktu ttuszczowego. Przemiany
nienasyconych lipidéw spowodowane utlenianiem tlenem atmosferycznym sa gtéwna
przyczyna niepozadanych zmian wielu artykuléw spozywczych, dlatego badanie
odpornosci na utlenianie powinno by¢ wykonywane obok innych podstawowych analiz
wlasciwosci tlhuszczéw [4]. Najbardziej znang i najczesciej stosowana metoda badania
stabilnosci ttuszczow jest test Rancimat [10, 22, 32].

Celem pracy byto okreslenie, w jaki sposéb rodzaj uzytego w trakcie procesu
przeestryfikowania katalizatora i warunki reakcji wptywaja na odporno$¢ na utlenianie
przeestryfikowanych mieszanin tluszczu mlekowego z olejem rzepakowym.

Material i metody badan

Przedmiotem badan byly mieszaniny oleju rzepakowego z ttuszczem mlekowym
o sktadzie wagowym 1:1 (RSO : MF 1:1), ktére poddano przeestryfikowaniu
chemicznemu oraz enzymatycznemu. Wykonano jedna prébe kazdego przeestryfiko-
wania.
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Przeestryfikowanie chemiczne

Stosowany katalizator to metanolan sodu (CH;ONa). Jest on tatwy w uzyciu,
aktywny w stosunkowo niskich zakresach temperatury (50-90°C), a do katalizowania
reakcji jest stosowany w matych ilo$ciach. Metanolan sodu jest bardzo wrazliwy na
dziatanie wilgoci, dlatego tluszcze i oleje poddawane przeestryfikowaniu powinny
zwiera¢ <0,01% wody [6]. Przeestryfikowanie chemiczne prowadzono w temp. 90°C
przez 1,5 h. Ilo$¢ katalizatora w stosunku do masy mieszaniny wynosita 1% (RSO:
MF-90°C/1,5 h - metanolan).

Przeestryfikowanie enzymatyczne

Katalizatorami reakcji enzymatycznego przeestryfikowania sa enzymy
lipolityczne zwane lipazami, ktére wedtug migdzynarodowej normy sa sklasyfikowane
jako triacyloglicerolowe acylohydrolazy. W procesie tym reakcje przebiegaja
z dostateczna szybko$cia w fagodnych warunkach, co umozliwia tatwiejsze sterowanie
tym procesem i przerywanie go na z géry zatozonym etapie [20].

Uzyte katalizatory to preparaty Lipozyme RM IM i Novozym 435.

* Lipozyme RM IM duniskiej firmy Novo-Nordisk — lipaza otrzymywana z
Rhizomucor miehei 1 osadzona (immobilizowana) na makroporowatej zywicy
jonowymiennej, specyficzna w stosunku do wigzan estrowych w pozycji sn-1,3
triacylogliceroli, o fabrycznej zawarto$ci wody w preparacie — 4% (m/m);

* Novozym 435 dunskiej firmy Novo-Nordisk — lipaza otrzymywana z Candida
antarctica, immobilizowana na makroporowatej zywicy akrylowej, wykazujaca
pozycyjna niespecyficzno$¢, o fabrycznej zawartoSci wody w preparacie —
2% (m/m).

Przeestryfikowanie enzymatyczne prowadzono w temp. 70°C przez 8 h. Ilo§¢
katalizatora w stosunku do masy mieszaniny 8% (RSO : MF-70°C/8 h-NOV, RSO :
MEF-70°C/8 h-LIP). W mieszaninach przed i po przeestryfikowaniu oznaczano liczbe
kwasowa metoda miareczkowa [27], zawarto$¢ frakcji polarnej metoda chromatografii
kolumnowej [26] oraz stabilno$¢ przeciwutleniajaca metoda Rancimat [24]. W
wyizolowanych z mieszanin fizycznych i produktéw ich przeestryfikowania frakcjach
triacylogliceroli oznaczano temperatur¢ migknigcia metoda kapilary otwartej [28],
zawarto$¢ fazy stalej metoda pulsacyjnego protonowego jadrowego rezonansu
magnetycznego [25], stabilno$¢ przeciwutleniajaca metoda Rancimat. Okreslano
rowniez skiad kwasow ttuszczowych metoda chromatografii gazowej [23]. Na
podstawie oznaczen liczby kwasowej, zawartos$ci fazy statej i sktadu kwasow
tluszczowych obliczano zawarto$¢ wolnych kwaséw tluszczowych.

Wiyniki i dyskusja

Po przeestryfikowaniu obok gtéwnego produktu reakcji, jakim jest frakcja
triacylogliceroli pojawiaja si¢ réwniez pewne ilosci wolnych kwaséw ttuszczowych,
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diacylogliceroli i monoacylogliceroli [13]. Zawarto$¢ wolnych kwaséw ttuszczowych
w surowcach, mieszaninach fizycznych oraz w produktach ich przeestryfikowania
zostata obliczona na podstawie liczb kwasowych oraz wynikéw oznaczen GLC.
Bezwzgledna réznica pomigdzy wynikami dwoch réwnolegtych oznaczen wolnych
kwaséw tluszczowych nie przekraczata 3% S$redniej arytmetycznej tych wynikéw, co
jest zgodne z Polska Norma [27]. Przeestryfikowanie spowodowato wzrost zawartosci

wolnych kwaséw tluszczowych (rys. 1).
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Rys. 1. Zawarto$¢ wolnych kwasow ttuszczowych (FFA) w mieszaninie oleju rzepakowego z thuszczem
mlekowym (RSO : MF) przed i po przeestryfikowaniu.
Fig1.  Content of free fatty acids (FFA) in blends made of rapeseed oil and milkfat (RSO : MF) before
and after the interesterification accomplished.

Najmniejszy wzrost tej frakcji zaobserwowano w przypadku mieszanin
przeestryfikowanych w obecno$ci katalizatora chemicznego. Poréwnujac dziatanie
poszczegdlnych enzyméw mozna stwierdzi¢, ze wigksza zawarto$¢ wolnych kwasow
tluszczowych w mieszaninach przeestryfikowanych preparatem Lipozyme RM IM
moze by¢ skutkiem wigkszej zawartosci wody w tym preparacie (4%), a tym samym
w uktadzie reakcyjnym.

Jednym z parametréw okreslajacych przydatno$¢ uzytkowa ttuszczu jest jego
konsystencja, ktora zalezy m.in. od sktadu triacylogliceroli wystgpujacych w ttuszczu
oraz od ich formy krystalicznej [8]. Najbardziej rozpowszechnionym wskaznikiem
konsystencji tluszczéw jest temperatura migknigcia. Wykonywano dwa réwnolegte
oznaczenia temperatury migknigcia. Bezwzgledne réznice pomigdzy wynikami nie
przekraczaty 0,5°C. Analizujac wartosci tego parametru (rys. 2), po przeestryfikowaniu
chemicznym  stwierdzono spadek temperatury migknigcia, natomiast po
przeestryfikowaniu enzymatycznym zaobserwowano niewielki wzrost. Innym
wskaznikiem konsystencji thuszczu jest zawarto$¢ fazy statej (rys. 3). Wykonywano po
dwa réwnolegle oznaczenia zawartos$ci fazy stalej. Bezwzgledne réznice pomigdzy
wynikami nie przekraczaly warto$ci zamieszczonych w Polskiej Normie [25].
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Przeestryfikowanie chemiczne tluszczu mlekowego olejem rzepakowym spowodowato

otrzymanie triacyloglieroli wyizolowanych z produktow przeestryfikowania o

mniejszych zawartosciach fazy statej niz w odpowiadajacej im mieszaninie

wyjSciowej. Po procesie przeestryfikowania enzymatycznego nastapit wzrost

zawartos$ci fazy statej w zakresie temp. 5-20°C. Od 25 do 40°C nie odnotowano
wyraznej zmiany zawartosci fazy statej w poréwnaniu z mieszaning fizyczna.
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Rys. 2. Temperatura migknigcia (SMP) triacylogliceroli mieszanin oleju rzepakowego z tluszczem
mlekowym (RSO : MF) przed i po przeestryfikowaniu.

Fig. 2. Slip melting points (SMP) of triacylglicerols in blends made of rapeseed oil and milkfat (RSO :
MF) before and after the interesterification accomplished.

Jedna z bardzo waznych funkcjonalnych wiasciwosci produktu ttuszczowego jest
jego stabilno$¢ przeciwutleniajaca, czyli odporno$§¢ na utlenianie. Stabilno$¢
przeciwutleniajaca zalezy od sktadu i struktury kwaséw tluszczowych oraz od
struktury czasteczek triacylogliceroli, a takze od ilosci i jakoSci substancji
towarzyszacych triacyloglicerolom [22]. Im bardziej nienasycony jest kwas
tluszczowy, tym latwiej ulega on utlenianiu, dlatego niezmiernie wazna jest liczba i
rozmieszczenie w czasteczce triacylogliceroli kwaséw polienowych, podatnych na
utlenianie [14]. W badanych uktadach przed i po przeestryfikowaniu oznaczano sktad
kwaséw tluszczowych (tab. 1). W oleju rzepakowym kwasem wystgpujacym w
przewazajacej ilosci jest kwas oleinowy (okoto 60%). Obok kwasu oleinowego w
znacznej ilosci jest takze kwas linolowy (okoto 17%). W tluszczu mlekowym w
najwigkszej iloci wystepuja kwasy palmitynowy (okoto 30%) oraz oleinowy (okoto
21%).
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Rys. 3. Zawarto$¢ fazy statej (SFC) w triacyloglicerolach mieszanin oleju rzepakowego z tluszczem
mlekowym (RSO : MF) w funkcji temperatury, przed i po przeestryfikowaniu.

Fig.3. Solid Fat Content (SFC) as a function of temperature in triacylglicerols contained in blends
made of rapeseed oil and milkfat (RSO : MF) before and after the interesterification
accomplished.

Przeestryfikowanie nie powoduje zmian sktadu kwaséw ttuszczowych. W trakcie
przeestryfikowania zmienia si¢ natomiast rozmieszczenie kwaséw tluszczowych
w pozycjach sn-2 1 sn-1,3 triacylogliceroli. Zmiana struktury triacylogliceroli
powoduje zmian¢ konsystencji 1 wlasciwosci  krystalizacyjnych  tluszczu.
Przeestryfikowanie nie narusza natomiast struktury kwaséw tluszczowych, w tym
réwniez polienowych nalezacych do NNKT, co jest bardzo istotne pod wzglgedem
zywieniowym [7].

Na skutek przeestryfikowania stabilno$¢ przeciwutleniajaca wszystkich badanych
mieszanin zmniejszyta si¢ bez wzgledu na uzyty katalizator (rys. 4).

Przeestryfikowanie z uzyciem biokatalizatorow trwato o wiele dluzej niz reakcja z
zastosowaniem  katalizatora chemicznego. Przeestryfikowanie enzymatyczne
powodowato zatem wigkszy spadek stabilno$ci przeciwutleniajacej w poréwnaniu z
przeestryfikowaniem chemicznym.

Oleje roslinne sa bardziej podatne na utlenianie w pordwnaniu z tluszczami
zwierzecymi ze wzgledu na wigksza zawarto$¢ nienasyconych kwasow thuszczowych.
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Tabela 1l

Sktad gtéwnych kwaséw thuszczowych surowcéw wyjsciowych oraz badanych mieszanin.
Composition of major fatty acids as contained in initial raw materials and in blends

Rys. 4.

Fig. 4.

investigated.
Zawarto$¢ kwaséw tluszczowych / Content of fatty acids
Kwas tluszczowy
Fatty acid MEF RSO RSO : MF RSO : MF-
' (1:1) 70°C/8h-LIP
10:0 2,4 0,0 1,3 1,2
14:0 10,9 0,0 5,6 55
16:0 29,9 4,5 17,3 17,8
18:0 10,6 1,6 53 55
18:1 trans 3,3 0,0 1.4 1,5
18:1 cis9 20,9 61,1 41,8 41,1
18:2 1,3 16,9 9,3 9,1
18:3 0,7 8,5 4,2 4,5
20:0 0,2 0,6 0,4 0,6
CLA 1,2 0,0 0,1 0,1
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m produkty przeestryfikow ania / products of interesterification

O TAG wyizolowane z produktéw przeestryfikowania / Triacylogglicerols isolated from
interesterification products
B Mieszanina nieprzefiltrowana / non-esterified blend

Stabilno$¢ przeciwutleniajaca mieszanin oleju rzepakowego z ttuszczem mlekowym przed i po
przeestryfikowaniu.

Antioxidant stability of blends made of rapeseed oil and milkfat (RSO : MF) before and after the
interesterification accomplished.
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Wedtug Brockerhoffa [2], w olejach roslinnych nienasycone kwasy tluszczowe sa
zlokalizowane w pozycji sn-2 triacylogliceroli, podczas gdy nasycone kwasy
tluszczowe rozmieszczone sa w pozycjach sn-1,3 triacylogliceroli. Metanolan sodu jest
katalizatorem wykazujacym pozycyjna niespecyficzno$¢, zatem rozmieszczenie
kwaséw tluszczowych pomiedzy pozycje sn-2 i sn-1,3 triacylogliceroli mieszanin
przeestryfikowanych ~ powinno  by¢  bliskie  statystycznemu. W  trakcie
przeestryfikowania w obecnosci katalizatorow niespecyficznych nastgpuje uwolnienie
nienasyconych kwaséw tluszczowych z pozycji wewngtrznej triacylogliceroli olejow
ros$linnych i fatwy dostep tlenu do tych kwaséw [16]. Duza zawarto$¢ witaminy E (ok.
30 mg%) oraz stosunkowo niewielka zawarto$¢ kwasoéw polienowych (ok. 30%)
sprawiaja jednak, ze niskoerukowy olej rzepakowy jest odporny na degradacje w
procesie obrébki termicznej [33]. Triacyloglicerole wyizolowane z produktéw
przeestryfikowania charakteryzuja si¢ najnizsza stabilnoscia przeciwutleniajaca,
poniewaz sa pozbawione tokoferoli i karotendw wykazujacych dziatanie
przeciwutleniajace [19].

Whioski

1. Przeestryfikowanie spowodowato wzrost zawartosci wolnych kwaséw
tluszczowych w badanych mieszaninach.

2. Triacyloglicerole wyizolowane z produktéw przeestryfikowanych chemicznie
wykazuja spadek temperatury migknigcia i zmniejszenie zawarto$ci fazy stalej w
poréwnaniu z mieszaning fizyczna.

3. Wzrost temperatury migknigcia i zawarto$ci fazy statej mozna uzyska¢, poddajac
mieszaning tluszczu mlekowego z olejem rzepakowym przeestryfikowaniu
enzymatycznemu.

4. Na skutek procesu przeestryfikowania, bez wzglegdu na rodzaj uzytego
katalizatora, stabilnos¢ przeciwutleniajaca wszystkich badanych mieszanin
zmalata.

5. Triacyloglicerole wyodrebnione z produktéw przeestryfikowania charakteryzuja
si¢ najnizsza stabilno$cia przeciwutleniajaca.
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ANTIOXIDANT STABILITY OF INTERESTERIFIED BLEND MADE
OF RAPESEED OIL AND MILKFAT

Summary

Interesterification is one of the methods for modifying fat properties. With this method, it is possible
to make products of a predetermined structure of lipids. The interesterification process may affect
oxidation resistance, thus, the stability of a fat product. A Rancimat test is a method that is both the most
popular and the most frequently applied to investigate the stability of fats; this Rancimat test was applied
to the investigation as presented in this paper. It was studied in what manner the type of catalyst used
during the process, and the conditions of reaction affected the oxidation of interesterified blends made of
rapeseed oil and milkfat.

Blends of rapeseed oil and milkfat, their composition by weight being 1:1, constituted the material for
the investigation. The aforesaid blends were chemically interesterified in the presence of sodium
methoxide as catalyst, and, then, enzymatically interesterified using enzymatic preparations with lipases
of various specificity. The chemical interesterification was accomplished at a temperature of 90°C, during
a period of 1.5 hours, and the enzymatic interesterification: at a temperature of 70°C, during 8 hours.

The results of the investigation performed prove that the interesterification process has an impact on
reducing the antioxidant stability of fats. Triacyloglicerols isolated from the interesterification products
were characterized by the lowest antioxidant stability.

Key words: interesterification, milkfat, antioxidant stability, rapeseed oil, Rancimat test



