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Proby enzymatycznego przeestryfikowania
mieszanek olejow rzepakowego i rybiego

0 zroznicowanym poziomie kwasow thuszczowych
polienowych oraz ocena uzyskanych produktow

Trials on enzymatic interesterification of rapeseed and fish oils
mixtures with a diversified level of polyenic fatty acids
and examination of obtained products
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Przeprowadzono badania nad procesem enzymatycznej strukturyzacji na drodze przeestryfiko-
wania tluszczow mieszanych zawierajacych kwasy thuszczowe grupy omega-3 o zréznicowanej dhu-
gosci tancucha i stopniu nasycenia. Badania prowadzono w uktadzie modelowym w skali laborato-
ryjnej. Jako biokatalizator zastosowano enzym o nazwie Lipozyme RM IM firmy Novozymes A/S
Dania, wykazujacy specyficzno$¢ do pozycji sn-1,3 triacyloglicerolu (TAG).

Materiat badawczy stanowily mieszanki oleju rzepakowego i olejow rybich o réoznym poziomie
kwasow EPA i DHA. Procesy enzymatycznego przeestryfikowania prowadzono w reaktorze okreso-
wym z mieszadlem, bez rozpuszczalnika. Okreslono optymalne parametry procesu oraz dokonano
analizy uzyskanego produktu.

Key words: restructurization, enzyme, triacylglycerols, EPA, DHA, omega-3

The studies on the enzymatic restructuring process with the application of interesterification
of the fat mixtures, containing fatty acids of Omega-3 with a differentiated chain length and degree
of saturation, were carried out. The investigations were conducted in a model system, in a laboratory
scale. The Lipozyme® RM IM of Novozymes® A/S company, Denmark, revealing specificity to the
sn-1,3 triacylglycerol (TAG), was used as a biocatalyst.

The research material consisted of rapeseed oil and fish oil with different levels of EPA and DHA
acids. The enzymatic processes of interesterification were conducted in batch system with a stirrer
and without solvent. The optimal parameters of the process were determined and the analysis of the
obtained product was carried out.

Considering information from the literature, process conditions and products, it can be stated that
in the case of the reaction of enzymatic esterification with specific biocatalyst Lipozyme® RM IM, the
TAGs structure was influenced by migration of the acyl-groups in sn-1,3 positions in the TAGs
molecules.

* Prace wykonano w ramach PBKZ/KBN/021/P06/99 finansowanego przez Komitet Badafh Nauko-
wych w latach 2001-2004
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Enzymatic esterification reaction with specific biocatalyst Lipozyme® RM IM proceded
simultaneously to hydrolysis reaction. As a result of partial hydrolysis at first the DAGs arise
(separation of one acyl group from TAG), then MAG was formed (separation of two acyl groups from
sn-1 and sn-3 positions of TAG). The separated acyl-groups again occupied the sn-1,3 positions, but
sn-2 internal position remained unchangeable. It may be concluded that over grouping in the external
positions could take place during the reaction, however it was not confirmed directly, because the
fatty acid composition in individual positions sn-1 and sn-3 were not determined.

The slight changes in the sn-2 TAG position were observed, although taking into consideration
accuracy of the applied analytical method, it was stated that this position remains unchanged.

The polar fractions — the DAGs, MAGs as well as free fatty acids and non polar — TAGs were
found as the result of the enzymatic esterification process of the rapeseed and fish oils mixtures.

Wstep

Proby otrzymywania strukturyzowanych lipidow (SL) podejmowato i podej-
muje wielu badaczy w roznych krajach. Powodem sa szerokie mozliwosci jakie
daja technologie enzymatyczne ze wzgledu na specyficzno$¢ dziatania enzymow,
fagodne parametry procesu zabezpieczajace surowce przed niepozadanymi zmia-
nami oraz uzyskiwanie szerokiej gamy lipidow o zmodyfikowanej strukturze,
stwarzajacej ich szerokie wykorzystanie w produkcji zywnosci specjalnego prze-
znaczenia oraz lekow (Lee, Akoh 1998; Ledochowska 2001).

Podstawowym zrédtem polienowych kwasow dtugotancuchowych z rodziny
n-3 (omega 3) sa oleje rybie (Haumann 1997). W szczegolnosci cenne ze wzgledow
zywieniowych sa kwasy: all cis — 5, 8, 11, 14, 17 — eikozapentaecnowy (EPA)
Cyosoraz all cis—4, 7, 10, 13, 16, 19 — dokozaheksaenowy (DHA) Cyx. W olejach
roslinnych (np. Iniany, sojowy, rzepakowy) wystepuje kwas linolenowy (all cis — 9,
12, 15 oktadekatrienowy) Cg3, ktory rowniez nalezy do rodziny n-3. Niedobor
kwasé6w omega 3 w organizmie cztowieka moze by¢ przyczyna wielu groznych
chordb i dlatego tez racjonalne spozywanie réznych produktéw zawierajacych te
kwasy jest niezbedne (Newton 1998, Shorland 1990, Kinsella i in. 1990, Ziem-
lanski 1991).

Jak juz wspomniano, zastosowanie lipaz jako biokatalizatoroéw daje mozliwosci
specyficznego oddziatywania miedzy innymi na poszczegdlne pozycje czasteczek
triacylogliceroli (TAG) — wewnetrzna Sn-2 oraz zewngtrzne Sn-1,3. W literaturze
wymienia si¢ szereg roznych reakcji enzymatycznych takich jak: hydroliza wia-
zania estrowego, synteza acylogliceroli, estryfikacja kwasow tluszczowych alkoho-
lami, przeestryfikowanie mieszanek olejow i thuszczow. Umiejscowienie kwasow
thuszczowych polienowych w poszczegodlnych pozycjach czasteczki TAG ma istotny
wplyw na wiasciwosci fizykochemiczne, a w szczegdlno$ci na stabilno$¢ oksyda-
tywna oleju. W przypadku olejow rybich, kwasy EPA i DHA wystepujace w pozycji
sn-2 (wewngtrzna) sa bardziej stabilne od tych wystepujacych w pozycjach sn-1,3
(zewngtrzne) (Haraldsson, Halldorsson i Kulas 2000). Olej rzepakowy, bedacy
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zrodtem kwasu linolenowego, jest w porownaniu z olejami rybimi bardziej odporny
na zmiany oksydacyjne. Kwas linolenowy (rodzina n-3) jest umiejscowiony w ponad
50% w pozycji wewnetrznej TAG (Hazuka, Ledochowska i Jurkowska 2003).
Kompozycja oleju rzepakowego oraz rybiego jest interesujaca pod wzgledem ba-
dawczym z uwagi na obecnos¢ kwasoéw rodziny n-3, jak i stabilnos¢ oksydatywna
uktadu. Prace nad przeestryfikowniem (transestryfikacja) prowadzone przez Xu
wykazaty, ze zachodza rowniez reakcje uboczne, prowadzace do powstawania
monoacylogliceroli (MAG) i diacylogliceroli (DAG), obnizajace wydajnos¢ TAG.
Zmniejszenie skutkéw reakcji ubocznych mozna uzyskaé przez zwigkszenie
stezenia biokatalizatora oraz minimalizacje czasu przebiegu reakcji (Xu 2000).
Wiele prac dotyczy wprowadzenia pojedynczych kwasow krotkotancuchowych —
kaprylowego Cg.o, kaprynowego C;.0 — do oleju rybiego, a wigc do TAG zawiera-
jacych kwasy dtugotancuchowe EPA i DHA, w wyniku czego uzyskuje sig
specyficznie strukturyzowane lipidy (SSL) (Jennings, Akoh 1999,Xu, Zhou, Mu
1 in. 2001). Mniej informacji istnieje na temat uktadéw ztozonych z wielu réznych
triacylogliceroli i dlatego tez uktady takie stanowia przedmiot niniejszej pracy.
Enzymatyczna reakcj¢ w sposob ogodlny mozna opisa¢ rownaniem:

E+A+B ’ (kompleksy przejsciowe) > E+P+ Q

W reakcji wystepuja dwa substraty (A, B) dwa produkty (P, Q) oraz pewna
liczba kompleksow przejsciowych. W praktyce wystepuje wiele substratow i wiele
produktow. Przebieg reakcji mozna s$ledzi¢ oznaczajac wybrany charakterystyczny
parametr, np. stezenie produktu.

Celem pracy byly badania nad procesem enzymatycznego przeestryfikowania
kompozycji ttuszczow (olej rybi i rzepakowy), zawierajacych kwasy tluszczowe
grupy omega 3 (tri-, tetra-, penta-, heksaenowe) o zr6znicowanej dtugosci tancucha
i stopniu nasycenia. Badania prowadzono w uktadzie modelowym w skali labora-
toryjnej. Praca obejmuje proby enzymatycznego przeestryfikowania z zastosowa-
niem enzymu o nazwie Lipozyme® 435 firmy Novozymes® A/S Dania, wykazuja-
cego specyficznos¢ do pozycji sn-1,3 TAG.

Material wyjsciowy

Materiat stanowity oleje: rybi i rzepakowy. Olej rybi pochodzit z Norwegii,
Denomega' ™ 100 (D) i zawierat 8,8% kwasu eikozapentaenowego (EPA) oraz 13%
dokozaheksaenowego (DHA), za$ olej rzepakowy (R) z produkcji krajowej i odzna-
czal si¢ 10% zawarto$cia kwasu a-linolenowego Cig.3. Oleje powyzsze poshuzyty
do sporzadzania mieszanek do§wiadczalnych w proporcjach wagowych 3:2, 1:1, 2:3.

Praca obejmowata swoim zakresem przeprowadzenie procesow przeestryfiko-
wania z enzymem o dziataniu specyficznym oraz badania analityczne uzyskanych
produktow reakcji przeestryfikowania.
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Metody

Procesy prowadzono w reaktorze okresowym z mieszadtem, bez rozpuszczal-
nika. Zastosowano biokatalizator o nazwie Lipozyme® RM IM (immobilizowana
lipaza uzyskana z Rhizomucor miehei), osadzony na makroporowatej anionowej
zywicy fenolowej. Lipaza ta katalizuje reakcje interestryfikacji w pozycji sn-1,3
TAG, a wigc wykazuje specyficznos¢ pozycyjna. Aktywnos$¢ tej lipazy wynosita
6 BAUN/g (Batch Acidolysis Units Novo), a zawartos¢ wody 2,5%. Parametry
reakcji byty nastgpujace: dodatek enzymu — 8%, temperatura reakcji — 60°C,
atmosfera reakcji — azot, czas reakcji 4 godziny. Proces przerywano przez odsa-
czenie preparatu Lipozyme® RM IM od mieszaniny reakcyjnej.

Stosowano nastgpujace metody analityczne:

— oznaczanie sktadu kwasow tluszczowych przy uzyciu chromatografii gazowej

(aparat firmy Hewlett-Packard 6890, kolumna 60 m BPX 70) wg PN-ISO 5508,
— oznaczanie sktadu kwasow tluszczowych w pozycji sn-2 TAG przy pomocy

lipazy trzustkowej wg PN-EN ISO 6800,

— oznaczanie sktadu produktu przeestryfikowania metoda chromatografii ko-
lumnowej wg AOCS Cd 11¢-93,
— oznaczanie stabilno$ci oksydatywnej metoda testu przyspieszonego utleniania

— Rancimat 679 firmy Methrom wg PN-ISO 6886:1997,

— oznaczanie liczby kwasowej wg PN-ISO 660:1998.

Wyniki i omowienie

Otrzymane produkty enzymatycznego przeestryfikowania sktadaly si¢ z mie-
szaniny acylogliceroli (triacylogliceroli — TAG, diacylogliceroli — DAG, mono-
acylogliceroli — MAG) oraz wolnych kwaséw tluszczowych — WKT. W wyniku
przeestryfikowania mieszaniny reakcyjnej TAG w obecnosci biokatalizatora Lipo-
zyme” RM IM, zamiana kwasow thuszczowych zachodzita w pozycjach zewnetrz-
nych TAG, za$ pozycja wewngtrzna sSn-2 TAG nie ulegta zasadniczym zmianom.
W procesie przeestryfikowania dazono do maksymalizacji frakcji triacylogliceroli
— TAG 1 dlatego pod tym katem okreslono optymalne warunki reakcji. Analiza
chromatograficzna pozwolita na okreslenie obecnosci kwasdéw tluszczowych
w mieszankach modelowych o réznej zawartosci kwasow EPA i DHA (tab. 1).
Modelowa mieszanka R/D (olej rzepakowy : olej rybi — 2 :3) wykazata sklad
kwasow thuszczowych, nasyconych w ilosci 13,3% (w tym palmitynowy 7,7%)
i nienasyconych 86,7% (oleinowy 34,8%, linolowy 9,3%, linolenowy 4,4%, eiko-
zapentaenowy (EPA 5,2%, dokozaheksaenowy (DHA) 8,1%). W pozostatych
mieszankach modelowych (R/D — 1:1 1 3 :2) zawartos¢ kwasow thuszczowych
EPA i DHA byla na nizszym poziomie, natomiast zawarto$¢ kwaséw osiemnasto-
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Sktad kwasow ttuszczowych w TAG mieszanek doswiadczalnych [%]
Fatty acids composition in TAG experimental mixtures

207

Tabela 1

Mieszanka olej rzepakowy : olej rybi

Kwas tluszezowy Mixture rapeseed oil : fish oil
Fatty acid

2:3 1:1 3:2
Ci2o - - -
Ciao 2,3 2,0 1,5
Cia 0,3 0,3 0,2
Ciso 0,2 0,2 0,2
Cisa 0,1 0,1 0,1
Ciso 7,7 7,3 6,9
Cie 5,6 47 3.8
Cis2 0,2 0,2 0,2
Cies <0,1 - _
Cisa 0,1 <0,1 —
Ci7o 0,3 0,2 0,2
Ci7a 0,1 0,1 0,1
Cigo 2,0 2,0 2,0
Cig1 ¢ (n-9) 34,8 38,9 43,0
Cisat 1,4 1,2 0,9
Cig: cc (n-6) 9,3 11,1 12,9
Cig:3 ccc (n-3) 4,4 5,2 6,1
Cig3 izo 0,4 0,3 0,2
Cig.4 (n-3) 1,8 1,5 1,2
Cao0 0,7 0,8 0,9
C1 2 8,4 7,1 6,0
Cy:2 (n-6) 0,3 0,3 0,2
Cy:3 (n-6) 0,2 0,1 0,1
Ca:3 (n-3) 0,1 <0,1 <0,1
Cao.4 (n-6) 0,2 0,2 0,2
Cyo.4 (n-3) <0,1 - —
Cy.5 n-3 EPA 5,2 43 3,5
Cao 0,1 0,1 0,2
Cyua 2 5,0 43 3,5
Cna - - -
Cns 0,2 0,2 0,1
Cp.4 (n-6) 0,4 0,3 0,2
Caso <0,1 - -
Caa <0,1 - -
Cass (n-3) DPA 0,2 02 )
Can (n-3) DHA 8,1 6.7 5.4

Wyniki przedstawione w tabeli stanowia $rednig arytmetyczna z trzech oznaczen.
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weglowych (oleinowy, linolowy, linolenowy) byta na wyzszym poziomie (tab. 1).
Optymalny czas reakcji ustalono empirycznie na 4 godziny.

Przeprowadzono 6 kolejnych reakcji na tym samym materiale badawczym
(R/D — 2 : 3). Czas pierwszej reakcji trwat 1 h, nastgpnie 2, 3,4, 51 6 h. Uzyskane
produkty analizowano pod wzgledem obecnosci TAG, DAG, MAG i WKT.
W reakcji czwartej (4 h trwania procesu) zawartos¢ TAG byla na podobnym
poziomie jak w reakcji 5 1 6 (odpowiednio po 5 i 6 godzinach).

Wyciagnigto wniosek, ze po czterech godzinach zostat osiagnigty stan réwno-
wagi. Przedluzanie czasu reakcji nie wptywato na dalszy postep reakcji i nie zwigk-
szalo frakcji TAG. Analiza modelowego produktu (R/D) uzyskanego w reakcji
z Lipozyme” RM IM wykazata nastepujacy jego sklad: TAG 85,1%, DAG 5,9%,
MAG 2,9%, WKT 5,8%, pozostate 0,3% (tab. 3).

Oceng struktury triacylogliceroli dokonano metoda deacylacji z zastosowa-
niem lipazy trzustkowej. Mieszaning produktéw poddano rozdzialowi metoda chro-
matografii cienkowarstwowej. Po rozwinigciu chromatogramu pasma z ptytki
zbierano 1 ekstrahowano eterem etylowym. Na ptytce widoczne byly pasma sn-1,2
DAG, sn-1,3 DAG, sn-2 MAG, WKT. Uzyskany materiat przeksztalcono w estry
metylowe i analizowano metoda chromatografii gazowe;.

Powyzsze wyniki pozwolity na wyliczenie udziatu procentowego poszcze-
golnych kwasow thuszczowych w pozycji sn-2 TAG, a tym samym w pozycjach
zewnetrznych sn-1,3 TAG. Zgodnie z zalozeniem, sktad KT w pozycjach zew-
netrznych TAG przed i po przeestryfikowaniu powinien by¢ zroéznicowany, zas
w pozycji wewnetrznej TAG powinien pozosta¢ niezmieniony. Powyzsze stwier-
dzenie jest zasadne pod warunkiem, ze obie pozycje sn-1 i sn-3 TAG beda rozpa-
trywane oddzielnie oraz, ze przed reakcja przeestryfikowania sktad KT w tych
pozycjach byt rézny. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzié, ze
zmiany w pozycji wewngtrznej sSn-2 TAG praktycznie nie mialy miejsca (tab. 2).
Oceniajac wyniki w pozycjach sn-1,3 TAG, ktore to pozycje przyjeto za
rownocenne, nie mozna na tej podstawie okresli¢ ilosci poszczegdlnych kwasdéw
thuszczowych w pozycji sn-1 TAG czy tez w sn-3 TAG, gdyz jest to wynik
sumaryczny. Nalezy jednak sadzi¢, ze nastapito przemieszczenie acyli w tych
pozycjach, aczkolwiek nie ma dowodu bezposredniego. Analiza produktu okres-
lajaca zwiazki polarne (MAG, DAG, KT) i niepolarne (TAG) jest dowodem reakcji
czg$ciowej hydrolizy. Biorac pod uwagg, ze reakcja przeestryfikowania prze-
biegata rownolegle z reakcja hydrolizy, z duzym prawdopodobienstwem zacho-
dzito przegrupowanie acyli w pozycjach zewnetrznych sn-1,3 TAG. Okreslenie
bezposrednie struktury TAG w pozycji sn-1 oraz osobno w Sn-3 wymaga zastoso-
wania analizy stereospecyficznej triacylogliceroli (Led6chowska, Hazuka, Jur-
kowska 2003).
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Tabela 3

Udzial frakcji polarnej (MAG, DAG, KT) i niepolarnej (TAG) w mieszankach i produktach

enzymatycznego przeestryfikowania mieszanek modelowych R/D 2:3, 1:1, 3:2

Participation of the polar (MAG, DAG, FA) and non-polar (TAG) fractions in the mixtures
and products of the enzymatic interestrification model mixtures R/D 2:3, 1:1, 3:2

211

) ) Udziat frakcji w produkcie (p), %
Typ mles_Zémkl Fraction participation in the product (p), %
Type of mixtures
(m) TAG DAG MAG KT pozostate
TAG DAG MAG FA other
R/D 2:3 m | 98,07x0,11 0,87 £ 0,06 0,77 £ 0,06 0,3+0,0 0,0 £0,0
p 85,1 £0,1 5,9+0,1 2,83+0,11 5,87+0,11 0,3+0,0
R/D 1:1 m | 98,23+0,15 0,8£0,1 0,67 £ 0,06 0,3£0,0 0,0+0,0
p 86,6 0,11 5,6 £0,1 22%0,1 5,33 £0,06 0,3£0,0
R/D 3:2 m | 9827+0,11 | 0,77 +£0,06 0,67 £ 0,06 0,3%0,0 0,0+0,0
p | 88,27+0,15 4,99+0,1 2,1+0,1 45+0,1 0,27 £ 0,06
Podsumowanie

Biorac pod uwagg informacje literaturowe, warunki procesu i produkty reakcji
mozna uznaé, iz w przypadku reakcji enzymatycznego przeestryfikowania
z udzialem biokatalizatora o dziataniu specyficznym Lipozyme® RM IM,
struktura TAG ulegla zmianie w wyniku przemieszczenia si¢ acyli w cza-
steczkach TAG, w pozycjach sn-1,3.

Reakcja przeestryfikowania enzymatycznego przebiega rownolegle z reakcja
hydrolizy. W wyniku czgSciowej hydrolizy powstaja najpierw DAG
(odtaczenie jednego acylu od TAG), potem MAG (odlaczenie dwoch acyli
od TAG z pozycji sn-1 i sn-3). Odtaczone acyle ponownie zajmuja pozycje
sn-1,3, za$ pozycja wewngetrzna Sn-2 caly czas pozostaje niezmieniona. Wynika
Z tego, ze przegrupowanie w pozycjach zewngtrznych musiato mie¢ miejsce,
chociaz nie ma bezposredniego dowodu na to, gdyz nie oznaczono sktadu KT
W pozycji Sn-1 1 Sn-3 z osobna.

Nieznaczne zmiany zaobserwowano réwniez w pozycji sn-2 TAG, jednak
biorac pod uwage doktadnos¢ stosowanej metody analitycznej nalezy uznac,
7e pozycja ta pozostata niezmieniona.

W wyniku enzymatycznego przeestryfikowania mieszanek olejow rzepako-
wego 1 rybiego w produkcie pojawily si¢ frakcje polarne — DAG, MAG,
WKT oraz niepolarna TAG. W mieszankach wyjsciowych gléwnym sktadni-
kiem byly TAG.
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