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Otrzymywanie diacylogliceroli
z oleju rzepakowego na drodze enzymatycznej

The obtaining of diacylglycerol from rapeseed oil by enzymatic way
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Diacyloglicerole wystepuja w niewielkich ilosciach w naturalnych olejach roslinnych zaleznie od
ich gatunku i pochodzenia. Diacyloglicerole (sn-1,3 DAG i sn-1,2 (2,3) DAG) posiadaja cenne
wiasciwosci prozdrowotne, migdzy innymi wplywaja na metabolizm i w konsekwencji obnizaja mase
ciafa, dlatego tez znalazty zastosowanie w walce z otytoscia.

DAG mozna otrzymaé¢ na drodze enzymatycznej z zastosowaniem enzymoéw lipolitycznych,
w bezposredniej syntezie z kwasdw ttuszczowych i glicerolu, glicerolizie lub poprzez hydrolize
ttuszczéw. W niniejszej pracy przeprowadzono proby otrzymywania diacylogliceroli z oleju rzepako-
wego. W procesach zastosowano preparat enzymatyczny Lipozyme® RM IM Novozymes Dania
0 dziataniu specyficznym w stosunku do pozycji sn-1,3 TAG. Proces prowadzono w reaktorze
periodycznym, z mieszadtem, pod proznia, bez rozpuszczalnika. Okreslono parametry procesu oraz
dokonano analizy uzyskanego produktu. Proces enzymatycznej glicerolizy oleju rzepakowego
umozliwia otrzymanie nowego produktu — oleju diacyloglicerolowego.
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Natural vegetable oils contain small amounts of diacylglycerols depending on the oil type and
origin. Diacylglycerols (sn-1,3 DAG and sn-1,2 (2,3) DAG) possess valuable properties for human
health. Metabolism of DAG causes body weight regulation and shows antiobesity effect. DAG may
be obtained on enzymatic way with the use of lipolitic enzymes or prepared by esteryfing glycerol
with fatty acids, by glycerolysis or hydrolysis of fats and oils. In this study investigations on obtaining
of DAG from rapeseed oil were carried out. 1,3 position of TAG selective lipase Lipozyme® RM IM
Novozymes Denmark was used n this study. Process was carried out in the periodic reactor with
stirrer, under vacuum, without solvent. The raw material was refined rapeseed oil and glycerol. The
parameters of process and analytical indicators of obtained product was determined. The enzymatic
glycerolysis process of rapeseed oil affords possibilities for obtaining the new product called
diacylglycerol oil.

Wprowadzenie

Procesy modyfikacji na drodze enzymatycznej stanowia aktualnie priorytetowy
kierunek w badaniach nad ttuszczami w wielu krajach swiata. Wiele osrodkdéw
badawczych prowadzi badania nad restrukturyzacja triacylogliceroli (TAG)
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tluszczow, stosujac enzymy lipolityczne (Ptasznik i in. 2005). W wyniku tych
badan w niektérych krajach powstaty instalacje przemystowe (np. Japonia, Stany
Zjednoczone). W Polsce badania nad wykorzystaniem enzymoéw jako biokatali-
zatoréw w modyfikacji ttuszczOw maja tylko zakres laboratoryjny (Led6chowska
1998, Ptasznik i in. 2004, Adamczak, Bednarski 2005). Technologie z zastoso-
waniem enzymow sa proekologiczne i eliminuja uciazliwe dla srodowiska procesy
chemiczne. Diacyloglicerole (DAG) mozna otrzyma¢ na drodze enzymatycznej
z zastosowaniem enzyméw lipolitycznych, w bezposredniej syntezie z kwasow
tluszczowych i glicerolu, alkoholizie (glicerolizie) lub hydrolizie tluszczow
(Waldinger, Schneider 1996). Proces glicerolizy umozliwia otrzymanie diacylo-
gliceroli na drodze chemicznej w wysokiej temperaturze (ok. 200°C), jak réwniez
enzymatycznej w niskiej temperaturze (ok. 50°C) (McNeill i in. 1990, Watanabe
i in. 2003, 2004). Wystegpujace w tluszczach nienasycone kwasy tluszczowe sag
podatne na zmiany chemiczne (w szczeg6lnosci oksydacjg), dlatego tez niska tem-
peratura procesu enzymatycznego ma duze znaczenie ze wzgledu na zabezpie-
czenie przed niepozadanymi zmianami. Diacyloglicerole wytwarzane w Japonii
stanowia produkt rynkowy i sa okreslane jako tzw. olej diacyloglicerolowy (DAG
oil) przeznaczony do uzytku domowego. Diacyloglicerole posiadaja cenne
wiasciwosci prozdrowotne i znalazty zastosowanie w diecie dla ludzi otytych w
celu obnizenia masy ciata (Armand i in. 1994). Inne wiasciwosci DAG pozwolity
na zastosowanie ich jako emulgatoréw i stabilizatorow w réznych produktach
spozywczych, kosmetykach i farmaceutykach.

CH,0COR; CH,OH GH,0COR;
R,OCOP—C—aH  R,0CO™=C—eH HO=—G—=H
CH,OH CH,OCOR; CH,OCOR,
sn-1,2-DAG sn-2,3-DAG s11-1,3-DAG

(sn: stereospecific numbering system)

Lipazy stanowia bardzo wazna grupe enzymow o szerokich mozliwosciach
zastosowania w roznych reakcjach chemicznych (Hult, Holmquist 1997). Pod-
stawowa funkcja lipaz jest kataliza hydrolizy triacylogliceroli do kwasow ttusz-
czowych, monoacyloglicerolu, diacylogliceroli i glicerolu. W reakcji enzymatycz-
nej mozna wyroznic trzy zasadnicze etapy. Pierwszy etap to zetknigcie czasteczek
substratbw z powierzchnia czasteczki enzymu i zwiazanie ich na powierzchni
enzymu, co zapewnia optymalne dla zajscia reakcji utozenie grup reagujacych. Ten
etap reakcji ma charakter entropowy (spadek entropii uktadu enzym-substrat).
Drugi etap stanowi oddziatywanie substratu z enzymem, prowadzace do powstania
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formy kompleksu enzym-substrat. Ten etap opisuje teoria stanu przejsciowego.
Trzecim etapem jest zajscie reakcji Katalitycznej, czyli przeksztatcenie kompleksu
aktywnego enzym-substrat na kompleks enzym-produkt i nastepnie jego rozpad na
produkt i wolny enzym (Stryer 1997).

Teoria stanu przejsciowego ma na celu wyjasnienie mechanizmu reakcji
chemicznej zachodzacej w roztworze oraz znalezienie zaleznosci pomiedzy para-
metrami kinetycznymi i termodynamicznymi reakcji. Teoria stanu przejsciowego
znajduje zastosowanie do reakcji katalizowanych przez enzymy. Punktem wyjscia
w teorii stanu przejsciowego sa rozwazania nad zmianami energii swobodnej
w czasie przemiany substratdbw w produkty. Do zajscia reakcji niezbedne jest
powstanie aktywnego kompleksu przejsciowego o wiekszym zasobie energii
swobodnej niz substraty i produkty. Utworzenie takiego kompleksu wymaga
wydatkowania pewnej ilosci energii zwanej energia aktywacji reakcji.

Kompleks aktywny znajduje sie w stanie réwnowagi chemicznej z sub-
stratami, a szybkos¢ jego rozpadu na produkty decyduje o szybkosci reakcji:

k+1
E+tA 2 (EA)* — E+P
k-1
E — enzym, A — substrat, P — produkt,
(EA)* — kompleks aktywny enzym-substrat,
k+1, k-1 — state szybkosci reakcji.

Zgodnie z prawami termodynamiki swobodna energia AG* reakcji znajdu-
jacej sie w stanie rbwnowagi wynosi

AG* = -RT/n-K*
Wartos¢ energii swobodnej reakcji mozemy odnies¢ do entalpii i entropii reakcii,
AG* = AH* - TAS*;

w réwnaniu tym AG*, AH* i AS* oznaczaja odpowiednio zmiang swobodnej
energii, entalpii i entropii przy przejsciu od substratéw do stanu zaktywowanego.
Wielkosci te sa nazywane dalej swobodna energia, entalpia i entropia aktywacji.

Wigkszos¢ reakcji enzymatycznych przebiega z udziatem dwu lub wigcej
roznych substratow i nawet wtedy, gdy pozornie mamy do czynienia z reakcja
jednosubstratowa, w reakcji tej wystepuja inne substraty, np. czasteczki wody, jony
wodorowe, koenzymy pehniace funkcje substratow, ktérych stgzenie w czasie
reakcji nie ulega zmianom. Typowym przyktadem reakcji wielosubstratowych sa
reakcje katalizowane przez dehydrogenazy lub transferazy. Ogdlnie przebieg
reakcji wielosubstratowej mozna przedstawi¢ ponizszym réwnaniem (Martinelle,
Hult 1994).

E+A+B  ~ [(AE)* (BE)*] ‘_' E+ P+Q
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W reakcji wystepuja dwa substraty (A, B), dwa produkty (P, Q) oraz pewna
liczba kompleksow przejsciowych. W praktyce wystepuje wiele substratow i wiele
produktéw. Przebieg reakcji mozna $ledzi¢ oznaczajac wybrany charakterystyczny
parametr, np. stezenie produktu.

Material i metody

Substratami procesu byty: rafinowany olej rzepakowy, glycerol, preparat
enzymatyczny Lipozyme® RM IM uzyskany z Rhizomucor miehei osadzony na
makroporowatej anionowej zywicy fenolowej, pochodzacy z Novozymes A/S Dania.
Rafinowany olej rzepakowy pochodzit z zaktadu przemystowego i charakteryzowat
si¢ nastepujacym sktadem kwasOw ttuszczowych: Ciso — 0,1%, Cie0 — 4,8%,
Cigo — 1,9%, Cigy — 60,4%, Cigp — 19,3%, Cigz — 9,3%, Cyo — 0,5%,
Cao1 — 2,0%, Cy0 — 0,2%, Cpp:p — 1,5%.

W celu charakterystyki i optymalizacji procesu glicerolizy przeprowadzono
szereg doswiadczen biorac pod uwageg nastgpujace parametry: stosunek molowy
substratéw, temperature reakcji, zawartos¢ wody poczatkowej w glicerolu, czas
reakcji.

Proces prowadzono w reaktorze periodycznym szklanym o objgtosci catko-
witej 500 cm®, z mieszadtem 800 obr./minute, pod préznia, bez rozpuszczalnika.
Parametry reakcji byly nastepujace: dodatek enzymu — 8%, stosunek molowy
TAG/GL od 3 do 1/3, temperatura reakcji od 45 do 60°C, zawarto$¢ wody poczat-
kowej w glicerolu od 1 do 6%, czas reakcji od 3 do 24 godzin. Proces przerywano
przez odsaczenie preparatu Lipozyme® RM IM od mieszaniny reakcyjnej. Sktad
kwasow ttuszczowych substratow i produktéw reakcji oznaczano metoda chro-
matografii gazowej.

Analizy wykonano zgodnie z metodami:

— o0znaczanie sktadu kwasOw ttuszczowych przy uzyciu chromatografii gazowej

(aparat firmy Hewlett-Packard 6890, kolumna 60 m BTX 70), wedtug PN-

ISO 5508,

— oznaczanie sktadu produktu przeestryfikowania metoda chromatografii kolum-
nowej wedtug AOCS Recommended Cd 11¢-93,
— oznaczanie mono- i diacylogliceroli za pomoca chromatografii gazowej

wedtug AOCS Official Method Cd 11b-91 (1997),

— oznaczanie liczby kwasowej wedtug PN-1SO 660.
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Wyniki i omowienie

Przeprowadzony proces glicerolizy oleju rzepakowego z uzyciem enzymu
w kierunku maksymalizacji uzyskania diacylogliceroli wykazat, ze zastosowane
warunki procesu umozliwity uzyskanie zr6znicowanego produktu zawierajacego
diacyloglicerole (DAG), triacyloglicerole (TAG), monoacyloglicerole (MAG) oraz
wolne kwasy ttuszczowe (WKT). Najlepszy uzyskany produkt charakteryzowat sie
zawartoscia poszczegblnych sktadnikow na poziomie: DAG 80%, TAG 13%,
MAG 5%, WKT 2%.

Whplyw stosunku molowego triacylogliceroli i glicerolu na sklad produktu

Przeprowadzono seri¢ szesciu doswiadczen majaca na celu okreslenie zalez-
nosci pomiedzy iloscia substratéw — oleju rzepakowego i glicerolu a iloscia otrzy-
mywanych diacylogliceroli (DAG). Przyjeto czas reakcji 12 godzin, temperature
50°C, dodatek enzymu 8%. Stosunek molowy triacylogliceroli (TAG) do glicerolu
(GL) wynosit od 3 do 1/3 w poszczegélnych procesach. Stechiometryczne ilosci
substratéw (TAG/GL 2:1) pozwolity na maksymalna konwersje TAG na DAG
zgodnie z teoretycznym réwnaniem stechiometrycznym:

2 TAG + GL =3 DAG

Olej rzepakowy stanowi mieszanine triacylogliceroli, dlatego pod symbolem
TAG nalezy rozumie¢ sredni cigzar molowy wynikajacy ze wszystkich istniejacych
triacylogliceroli. W przypadku uzytego oleju rzepakowego zawierajacego x = 10
roznych kwaséw ttuszczowych wchodzacych w sktad TAG, przy uwzglednieniu
wszystkich mozliwych teoretycznie izomeréw, liczba mozliwych TAG oznaczona
symbolem N bedzie wynosi¢ — N = x3, czyli N = 1000 (Sreenivasan 1978,
Drozdowski 1988). W oparciu o sktad kwaséw ttuszczowych oleju rzepakowego
wyliczono matematycznie éredni ciezar molowy hipotetycznego triacyloglicerolu,
ktory wynosi 885,572. W przypadku czystego trojoleinianu ciezar molowy wynosi
887. Jak wida¢ cigzar molowy trdjoleinianu jest zblizony do teoretycznie wyliczo-
nego ciezaru molowego hipotetycznego triacyloglicerolu. Stosowane oznaczenie
TAG jest og6lnym oznaczeniem, pod ktdrym nalezy rozumie¢ S$redni ciezar
molowy. Dla fatwiejszego zrozumienia zagadnienia w rozwazaniach teoretycznych
mozna przyjac, ze reakcja glicerolu przebiega z czystym tréjoleinianem.

Wzrost zawartosci glicerolu w mieszaninie wyjsciowej powodowat zwiek-
szenie ilosci monoacylogliceroli (MAG) w produkcie reakcji.

Wolne kwasy ttuszczowe powstawaty w niewielkich ilosciach od 1,5 do 2,6%
bez wyraznej relacji pomiedzy substratami.
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Tabela 1
Wptyw stosunku molowego substratéw na skiad produktu. Czas 12 h, dodatek enzymu 8%,
temp. 50°C, zawartos¢ wody w glicerolu 1% — The effect of substrates molar ratio on the
composition of product. Time 12 h, enzyme addition 8%, temp. 50°C, water content
in glicerol 1%

Stosunek molowy Sktad produktu — Product composition [%]
The molar ratio TAG DAG MAG WKT
TAG/GL TAG DAG MAG FFA
3:1 31,0+0,11 45,0+0,11 215+0,11 2,5+0,10
2:1 9,4+0,10 80,5+ 0,15 8,6 £ 0,06 1,5+0,06
1:1 7,9+0,10 66,0 £ 0,15 24,1+£0,10 2,0+0,10
1:2 6,0 £0,10 61,0+£0,11 31,0+£0,11 2,0+0,10
1:3 3,2+0,10 69,2+0,11 25,0+£0,10 2,6 £0,10
90
80 -
S 70 A
S
E= 60 1 —— TAG
é 50 + —0— DAG
8 40 | —A— MAG
» 20 VAN \
10 EM
0 D e VR : :

3 2 1 1/2 1/3
Stosunek molowy — Molar ratio (TAG/GL)

Rys. 1. Wplyw stosunku molowego substratéw na skiad produktu — Influence of the substrate
molar ratio on product composition

Whplyw temperatury na sklad produktu

Aktywnos¢ enzymu zalezy w duzej mierze od temperatury. W przypadku
stosowanego biokatalizatora Lipozyme® RM IM optymalny zakres temperatury
dla tego procesu zostat okreslony na 50 + 2°C. Zar6wno ponizej, jak i powyzej tej
wartosci obserwuje sie obnizenie zawartosci DAG w produkcie.
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Tabela 2
Wptyw temperatury na sktad produktu. Czas 12 h, dodatek enzymu 8%, stosunek molowy
TAG/GL 2:1, zawartos¢ wody w glicerolu 1% — The effect of temperature on the
composition of product.Time 12 h, enzyme addition 8%, molar ratio TAG/GL 2:1, water
content in glycerol 1%

Temperatura reakcji Sktad produktu — Product composition [%]
Reaction Eemperature TAG DAG MAG WKT
[°C] TAG DAG MAG FFA
45 21,0+£0,10 68,0+£0,11 10,2+ 0,10 0,8+ 0,06
48 125+0,11 79,5+0,15 5,5+0,06 2,5%£0,10
50 9,9+0,10 82,9+0,15 4,9 + 0,06 2,3+0,10
52 10,5+0,10 80,7 £ 0,15 6,5+ 0,06 2,3+0,10
55 115+0,11 79,5+0,15 8,0 £ 0,06 1,0+ 0,06
60 29,2 £ 0,06 58,0+ 0,11 12,0£0,10 0,8 £0,06
90
80 -
S 70
=
2 60 @ TAG
3 50 mDAG
l 40 O MAG
£ 30 0 WKT
[
g
10
0 A

40 45 48 50 52 55 60
Temperatura — Temperature [°C]

Rys. 2. Wptyw temperatury na sktad produktu reakcji — The effect of temperature on the
composition of product

Wplyw zawartosci wody poczatkowej w glicerolu na sklad produktu

Zawartos¢ poczatkowa wody w glicerolu 1% powoduje hydrolize TAG w 90%
i przy dalszym wzro$cie zawartosci wody ich poziom ulega obnizeniu.

Wzrost zawartosci wody w glicerolu powyzej 2% wplywa na zmniejszenie
zawartosci diacylogliceroli w produkcie koncowym, przy jednoczesnym zwigk-
szeniu monoacylogliceroli. Najnizszy poziom MAG w ilosci 6,8% zaobserwowano
przy 1% obecnosci wody w glicerolu. Poziom WKT wynosit od 1,8 do 5,9%.
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Tabela 3
Wptyw zawartosci wody poczatkowej w glicerolu na sktad produktu. Dodatek enzymu 8%,
czas 12 h, temp. 50°C, TAG/GL 2:1 — The effect of initial water content in glycerol on the
composition of product. Enzyme addition 8%, time 12 h, temp. 50°C, TAG/GL 2:1

Zawartos¢ wody Sktad produktu — Product composition [%]
w glicerolu

Water content TAG DAG MAG WKT
in glycerol [%] TAG DAG MAG FFA

1 9,8+£0,10 81,3+0,10 6,8+0,11 2,1+£0,11

2 8,1+£0,10 80,1+0,10 9,8+£0,11 1,8+0,10

2,5 7,4 +0,10 775+0,10 13,2+0,11 1,9+0,06

3 6,8+ 0,10 76,0 £ 0,15 15,2 +£0,10 2,0 £0,06

3,5 6,3+£0,10 76,3+ 0,15 15,3+£0,10 2,1+£0,10

4 5,8 £ 0,06 70,3+0,15 21,6 £0,10 2,3+£0,10

4,5 5,4 + 0,06 68,3 + 0,15 22,5+0,10 3,8+0,10

5 49+0,10 65,5+ 0,15 25,0 £0,10 4,6 £0,10

6 45+0,10 61,0 £ 0,10 28,6 £ 0,10 59+0,11

m TAG mDAG OMAG O WK'I"

20
80 A
70 1
60 |
50 A
40 {
30 |
20 1
10 4

Sktad — Composition [%]

1 2 2,5 3 35 4 4,5 5 6
Zawarto$¢ wody w glicerolu — Water content in glycerol [%]

Rys. 3. Wptyw zawartosci wody na sktad produktu — The effect of water content in glycerol
on the composition of product

Whplyw czasu reakcji na sktad produktu

Doswiadczenia przeprowadzone w czasie 12 godzin pozwolity na uzyskanie
zawartosci DAG w produkcie na poziomie 70-80%. W celu sprawdzenia, czy
zwiekszenie czasu reakcji wptynie na zwiekszenie wydajnosci i przyrost DAG,
przeprowadzono procesy W czasie wynoszacym 24 godziny. Procesy enzymatycz-
nej glicerolizy realizowane w czasie 24 godzin umozliwity osiagniccie maksy-
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malnej ilosci diacylogliceroli w produkcie, ktéra wynosita okoto 82%. Biorac jednak
pod uwage dwukrotnie diuzszy czas reakcji i niewielki wzrost diacylogliceroli
w produkcie, jako optymalny czas procesu zasadne byto przyjecie 12 godzin.
W tabeli 4 ujeto wyniki obrazujace zawartos¢ poszczegélnych sktadnikéw produktu
glicerolizy. Wyniki stanowia $rednia arytmetyczna z 6 doswiadczen. Na wykresie
(rys. 4) przedstawiono przebieg reakcji glicerolizy w funkcji czasu. Krzywa
obrazujaca zawartos¢ diacylogliceroli w produkcie osiagngta optymalna wartos¢ po
12 godzinach, zas dalszy jej przebieg nie wskazywat na znaczace wzrosty.

Tabela 4
Sktad produktu w zaleznoéci od czasu reakcji. TAG/GL 2:1, temp. 50°C, dodatek enzymu
8%, zawartos¢ wody w glicerolu 1% — Product composition as a function of the reaction
time, TAG/GL 2:1, temp. 50°C, enzyme addition 8%, the water content in glycerol — 1%

Czas reakdji Sktad produktu — Product composition [%]
Reaction time TAG DAG MAG WKT
[h] TAG DAG MAG FFA
3 47,0+0,11 45,0+0,11 6,5+0,11 15+0,11
38,0+0,11 54,0+0,11 55+011 25+0,10
9 22,0+0,10 68,0 + 0,15 75+0,11 250,10
11 12,3+0,10 78,8 £ 0,15 6,8+0,11 2,1+0,10
12 10,1+0,10 80,8 + 0,15 7,2+0,10 15+0,10
15 12,0+0,10 81,0 £0,15 52+0,10 1,8+0,06
18 12,0+0,10 80,9+0,15 59+011 1,2 +0,06
21 12,5+0,10 81,0+0,11 51+0,10 1,4+0,11
24 12,9+0,10 81,5+0,11 45+0,10 1,1+0,06
90
< 80 » » N
g 70 //
= 60 ——TAG
g 50 </ —=—DAG
8 40 \ —— MAG
| 30 —— WKT
8 20 o
B 10 [ S

3 6 9 11 12 15 18 21 24
Czas — Time [h]

Rys. 4. Skiad produktu w zaleznosci od czasu reakcji — Product composition as a function
of the reaction time
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Podsumowanie

Przeprowadzono badanie procesu glicerolizy oleju rzepakowego z uzyciem
enzymu w kierunku maksymalizacji uzyskania diacylogliceroli. Zastosowanie
optymalnych warunkéw procesu umozliwito uzyskanie produktu o nastepujacym
sktadzie: diacyloglicerole — 80%, triacyloglicerole — 10%, monoacyloglicerole
— 5-8% oraz wolne kwasy ttuszczowe — 1,5-2,5%.

Wydajnos¢ procesu zalezy od stosunku molowego substratow (olej rzepakowy/
glicerol — TAG/GL). Dla badanego procesu najkorzystniejszy okazat si¢ stechio-
metryczny stosunek molowy TAG/GL = 2. Powyzej tej wartosci obserwuje sie
wyzsza zawartosc triacylogliceroli natomiast ponizej tej wartosci nastepuje wzrost
zawartosci monoacylogliceroli w produkcie.

Wzrost zawartosci wody poczatkowej w glicerolu wptywa na obnizenie za-
wartosci diacylogliceroli w produkcie przy czym optymalna jej zawarto$é wynosi
okoto 1%.

Optymalny zakres temperatury prowadzenia procesu zostat okreslony na
48 do 55°C. Powyzej tej wartosci stwierdzono wyrazny spadek zawartosci diacylo-
gliceroli w produkcie.

Prowadzenie procesu enzymatycznej glicerolizy w czasie 24 godzin nie jest
celowe, gdyz powoduje niewielki wzrost wydajnosci DAG. Za optymalny czas
procesu uznano 12 godzin, uzyskujac zawartos¢ diacylogliceroli na poziomie 80%.

Proces enzymatycznej glicerolizy oleju rzepakowego stwarza mozliwosci
otrzymywania nowego typu produktu — oleju diacyloglicerolowego.
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