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Substytuty mleka ludzkiego (HMFS) zawierajq strukturyzowane lipidy, ktore
odzwierciedlajq sktad oraz molekularnq strukture triacylogliceroli obecnych
w tluszczu mleka ludzkiego. Obecnie HMFS sq produkowanie glownie z oleju
palmowego i jego frakcji oraz tluszczu mlekowego. Od niedawna prowadzo-
ne sq badania dotyczqce enzymatycznych technologii otrzymywania HMFS
z thuszczow zwierzecych (smalec, olej z tunczyka) i roslinnych. W pracy opisano
otrzymywanie HMFS przez enzymatycznq acydolize smalcu kwasami Huszczo-
wymi, oczyszczenie otrzymanego produktu i uzupetniajqce mieszanie. Zbadano
wlasciwosci i dokonano punktowych ocen otrzymywanych HMFS.

Hasta kluczowe: Substytuty ttuszczu mleka ludzkiego, kwas palmitynowy, PUFA,
smalec, oleje z ryb.
Key words: Human milk fat substitutes, palmitic acid, PUFA, lard, fish oils.

Powszechnie przyjgta jest opinia, ze mleko matki (HM) jest najlepszym pokar-
mem bezposrednio po urodzeniu i w pierwszych 6-ciu miesigcach zycia dziecka,
aczkolwiek zalecane jest przedtuzanie takiego karmienia do 12 miesiaca i dtuzej (1).
W przypadkach, gdy karmienie piersia z roznych wzgledow staje si¢ niemozliwe lub
niepozadane, stosowane sa inne rozwiazania. Stevens i wsp. (2) podaja, powolujac
si¢ na starozytny zapis (egipski papirus Ebersa), ze juz w 1550 p.n.e. stosowano
alternatywne zywienie niemowlat. Wezesniej, bo juz od 2000 p.n.e., stosowano kar-
mienie niemowlat mlekiem innej niz matka kobiety. Ostatnie 25-30 lat to rozwoj
badan naukowych i komercjalizacja opracowywanych rozwiazah w alternatywnym
karmieniu noworodkow, niemowlat i matych dzieci. Wspdtczesne trendy badawcze
1 osiagnigcia sa szeroko relacjonowane w literaturze (3—5). Podstawowym wskaz-
nikiem strategicznym w badaniach jest sktad HM, a celem opracowanie takiej mie-
szanki (substytutu — HMS), aby jak najmniej réznita si¢ od HM, a zawarty w niej
thuszcz jak najmniej r6znit si¢ od thuszczu z HM w zakresie sktadu i wtasciwosci.

Analiza tluszczu mleka matki (HMF) wskazuje na problemy dotyczace sktadu
i struktury obecnych triacylogliceroli (TAG). Nalezy tu wymieni¢ gtéwne kwasy
thuszczowe: palmitynowy (P, 16:0) i stearynowy (S, 18:0), kwas oleinowy (O, 18:1),
kwasy linolowy (L, 18:2) i linolenowy (Ln, 18:3) oraz kwasy arachidonowy (ARA,
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20:4 n-6) i dokozaheksaenowy (DHA, 22:6 n-3). Kwasy ARA i DHA biora udziat
w procesach fizjologicznych w organizmie dziecka, w szczegdlnosci w ksztatto-
waniu budowy i rozwoju moézgu oraz systemu wzrokowego (siatkowki oka). ARA
i DHA sa syntetyzowane przez organizm dziecka (z kwasow L i Ln) jednakze wy-
dolno$¢ w tym zakresie moze by¢ w poczatkowej fazie zycia niemowlgcia niewystar-
czajaca, co wymaga uzupetniania w diecie (3, 6, 7). Szczegdlnie wazna role w HMF
odgrywa kwas palmitynowy. Wystgpuje on w dominujacej ilosci w pozycji sn-2
TAG, co umozliwia jego tatwe przyswajanie w postaci sn-2 palmitynianu glicerolu,
zapobiega niekorzystnemu powstawaniu i dalszemu wydalaniu palmitynianéw wap-
nia i magnezu (8, 9) mogacych prowadzi¢ do odmineralizowania organizmu dziecka.

Celem przedstawionej pracy byta ocena wtasciwosci otrzymanego w jednoetapo-
wej syntezie ttuszczu typu HMFS na drodze acydolizy smalcu mieszanina kwasow
thuszczowych w obecnosci preparatu enzymatycznego Lipozyme RM IM, oczysz-
czenie produktu i uzupelniajace mieszanie z olejem bogatym w PUFA.

MATERIALY I METODY

Materiaty

Smalec (LRD) i oleje: rzepakowy (RSO), sojowy (SBO), stonecznikowy (SFO)
kupowano w lokalnych sklepach sieci detalicznej. Olej z tunczyka (TO — prod.
Hiszpania) otrzymano ze zrédet prywatnych. Oleje byly §wieze z poczatku okre-
sow przydatno$ci do spozycia i wykazywaty wartosci liczb kwasowych AV < 0,3
mg KOH/g (oleje RSO, SBO, SFO) i AV < 0,9 mg KOH/g (LRD, TO) oraz liczb
nadtlenkowych PV < 0,4 meq O,/kg tluszczu dla RSO, SBO, SFO i PV < 2,0 meq
0O,/kg thuszczu dla LRD i TO. Skiad i rozktad kwasow ttuszczowych oznaczano
metoda chromatografii gazowej. Jako katalizator przeestryfikowania (acydolizy) sto-
sowano preparat enzymatyczny Lipozyme RM TM (sn—1,3 specyficzna immobilizo-
wana lipaza z Rhisomucor miehei). Aktywnos¢ preparatu Lipozyme RM IM wynosi
5—-6 BAUN/g, a fabryczna zawarto$¢ wody w preparacie — 4%. Kwas dekanowy
C10:0, lipaza trzustkowa sole zolciowe pochodzity z firm Merck i Sigma-Aldrich.
Stosowane KOH, HCI, rozpuszczalniki i gazy techniczne byty klasy cz.d.a. lub cz.
do chromatografii.

Metody analityczne

Oznaczenia liczb charakteryzujacych tluszcze wykonywano zgodnie z PN-EN
ISO 660:2010 (AV) i PN-EN ISO 3960:2012 (PV). Sktad kwaséw ttuszczowych
oznaczano metoda chromatografii gazowej po przeksztatceniu kwaséow w ich estry
metylowe. Rozktad (dystrybucje pomigdzy pozycje sn-1,3 i sn-2) kwasow ttusz-
czowych w TAG oznaczano metoda Brockerhoffa (10) zgodnie z postgpowaniem
opisanym w innej pracy z naszego laboratorium (11). Podano tam réwniez dane
dotyczace smalcu i oleju rzepakowego.

Kwasy ttuszczowe do acydolizy smalcu
Oleje RSO, SBO, SFO mieszano w stosunku 1:1:1 i nastgpnie poddawano wy-
czerpujacemu zmydlaniu etanolowo-wodnym roztworem NaOH. Powstale mydta
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oddzielano, przemywano i zadawano roztworem HCI. Powstale kwasy ttuszczowe
pochodzace ze zmydlanych olejow ekstrahowano mieszanina (1:1, v/v) eteru die-
tylowego i octanu etylu. Rozpuszczalnik oddestylowano, a otrzymana mieszaning
osuszonych wolnych kwasow ttuszczowych, wzbogacona o dodatek kwasu C10:0,
stosowano do acydolizy smalcu.

Acydoliza smalcu

50 g stopionej mieszaniny smalcu i kwasow thuszczowych (1:2,5, mol/mol) umiesz-
czano w kolbie i wstawiano do termostatowanej (61 £+ 1°C) wytrzasarki wypetnionej
syntetycznym olejem PAO-4. Po osiagnigciu zadanej temperatury do masy w kol-
bie dodawano 9% preparatu Lipozyme RM IM, kolbg przedmuchiwano azotem,
szczelnie zamykano i wytrzasano przez 120 min po czym odsaczano Lipozyme
RM IM. Nieprzereagowane kwasy zobojetniano 0,05 M etanolowym roztworem
KOH. Po oddzieleniu roztworu soli potasowych produkt reakcji oczyszczano przez
krystalizacjg.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wydajnos$ci syntez HMFS wahaty si¢ w granicach 38—48% i byly zalezne glownie
od etapu oczyszczania surowej masy poreakcyjnej. Uzyskiwane partie HMFS po
procesach zobojetniania i krystalizacji wykazywaty wartosci AV i PV odpowiednio
w granicach 2,0—4,6 mg KOH/g i 3,6—5,0 meq O,/kg. Te dane i staba odpornos¢ na
utlenianie wskazuja na konieczno$¢ opracowania doktadniejszych metod rafinacji
i stabilizacji antyoksydacyjnej surowych HMFS. Sktad i rozktad kwasow ttuszczo-
wych w otrzymywanych produktach przed i po dodaniu (2—4%) oleju z tunczyka
wskazuja na obecnos¢ do 1% PUFA i podwyzszenie o 0,2-0,5% zawarto$ci kwasu
palmitynowego w sn-2. Produkty bezposredniego przeestryfikowania mieszanin
LRD+RSO+SFO+SBO+TO wykazywaty gorsze parametry AV i PV. Wymagany
bytby takze nowy olej, np. z ziaren palmy bedacy nosnikiem kwasu C10:0. Obliczona
w oparciu o pracg Wanga i wsp. (12) punktowa ocena zgodnosci z realnymi wzor-
cami HMF data dobre wyniki. W uproszczonej procedurze obliczen uwzgledniano
tylko 8 kwasow w sektorze I (nasycone o parzystej liczbie atoméw wegla od C10:0
do C18:0 i nienasycone C16:1, C18:1, C18:2) oraz sze$¢ z nich (bez C10:0 i C16:1)
w sektorze II.

W obliczanym punktowym stopniu podobienstwa do wzorcowych HMF w row-
naniu G = G1 + G2 przyjeto zakresy dla G od 0 do 100, a dla G1 i G2 od 0 do 50. Pa-
rametry G1 i G2 opisuja podobienstwo odpowiednio pod wzgledem sktadu kwasow
thuszczowych w TAG i ich rozktadu w pozycjach sn-2. Warto$ci parametru G obli-
czone dla produktow acydolizy wynosity 80—85 pkt. Dla RSO, SFO i smalcu warto$¢
G wynosita odpowiednio 25, 18 i 73 pkt. Czynnikami zanizajacymi dla olejow byly
warto$ci parametru G2 wyliczane z danych dla sektora II — kwasy z pozycji sn-2.
Uzyskana dla smalcu wysoka warto$¢ G = 73 pkt wynikata z praktycznie réwnych
ocen dla G1 i G2 (35-38 pkt kazda) co oznacza, ze smalec jest wyjatkowo dobrym,
fatwo dostgpnym i tanim substratem do produkcji HMFS. Ograniczeniem stosowa-
nia moga by¢ reguty religijne i zwyczaje zywieniowe (wegetarianizm, weganizm).
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Tabela I. Skiad % (X w TAG) i rozktad sn-2* gtéwnych kwaséw ttuszczowych oraz% udziat danego kwasu
w pozycji sn-2** dla olejow: stonecznikowego, sojowego, z tuniczyka oraz produktu acydolizy smalcu. Dane dla
smalcu i RSO podano w (11).

Table I. Overall and sn-2 positional fatty acid compositions of sunflower, soybean and tuna oils as well as lard
acidolysis product. Experimental data for lard and RSO is given in (11).

P Olej stonecznikowy Olej sojowy Olej z tunczyka Produkt acydolizy
tiuszczowy wTZAG sn-2* |sn-2** w'?AG sn-2* [sn-2** w'I;AG sn-2* [sn-2** w'I;AG SN-2* |sn-2**
10:0 4.3 02| 1,5
16:0 6,0 0,2 1,0 [11,0 1,9 58 22,7 |21,6(31,7 |17,3 | 36,6 69,4
16:1 0,2 tr . 0,2 0,1 [17,0 71 701329 | 29 4,2 | 48,6
18:0 3,3 0,1 1,0 4,0 0,9 7,5 5,1 1,71 111 7,3 2,7(12,3

18:1 cis 27,8 [28,4|34,1 | 22,7 |24,3 | 35,7 | 19,1 11,5120,1 {30,2 |225(24,8
18:2allcis | 60,1 |71,8|39,8 |51,9 |66,7 |428 | 2,7 29|358 |33,0 |254]|257

18:3 all cis 84 | 77 (306 | 04 | 05417 | 52 | 75|479
20:1 9-cis 22 | 14]210 | o1#| tr| -
20:4 (ARA) 21 | 23(365 | 01#| tr| -
20:5 (EPA) 76 | 69[303 | 04#| 04334
20:6 (DHA) 19,8 |357|60,1 | 1,0#| 1,8|60,0

ARA = kwas arachidonowy, EPA = kwas eikozapentaenowy, DHA = kwas dokozaheksaenowy, # po dodaniu
5% TO do produktu acydolizy, tr = $lad. Rozktad kwaséw ttuszczowych w pozycjach sn-1,3 = (3 x X w TAG -
sn-2%) : 2.

WNIOSKI

1. Punktowa ocena zgodno$ci produktéw acydolizy z realnymi wzorcami HMF
data dobre wyniki, co wskazuje na przydatno$¢ smalcu w procesach otrzymywania
HMEFS.

2. Wyniki analiz AV i PV oraz staba odporno$¢ na utlenianie wskazuja na ko-
niecznos$¢ opracowania lepszych metod rafinacji i stabilizacji antyoksydacyjnej su-
rowych HMFS.
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HUMAN MILK FAT SUBSTITUTES PRODUCED BY ONE STEP ENZYMATIC
ACIDOLYSIS OF LARD

Summary

Human milk (HM) is the best food for neonates and infants but when breast-feeding is impossible or
undesirable the human milk substitutes (HMS) have to be used. They contain structured lipids (HMFS)
that mimic the composition and molecular structure of TAG present in human milk fat (HMF). Currently
HMEFS are produced mainly from palm oil and its fractions and milk fat. Since recently the production
of HMFS from animal fats (lard, tuna oil) and vegetable oils by enzymatic technologies have been
studied.
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In this paper the production of HMFS by enzymatic acidolysis of lard with fatty acids, purification
of crude reaction product and its blending with tuna oil are reported. The properties of produced HMFS
have been analysed and their scores evaluation has been performed.
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