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Sposéb otrzymywania strukturyzowanych triacylogliceroli

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania strukturyzowanych triacylo-
gliceroli w reakcji acydolizy olejéw roslinnych z nasyconymi kwasami thuszczowymi,
katalizowanej lipaza, przy udziale promieniowania mikrofalowego.

W czasopi$mie Process Biochemistry 2009, t. 44, s. 1284—1288 opisano sposob otrzy-
mywania strukturyzowanych gliceroli w wyniku interesestryfikacji oleju siemienia
Inianego z olejem arachidowym katalizowanej przez lipaze Rhizomucor miehei.

Z czasopisma Fett/Lipid 1998, t. 100, s. 156-160 jest znany sposob otrzymywania
strukturyzowanych glicerydow reakcji oleju nasion bawelny, trioleinianu glicerolu
i kwasu kaprylowego katalizowanej przez lipazy: Aspergillus niger (ANL), Rhizopus
delemar (RDL), Rhizopus javanicus (RIL), Rhizopus oryzae (ROL), Candida rugosa
(CRL) i Rhizomucor miehei (RML), Chromobacterium viscosum (CVL).

W czasopismie European Journal of Lipid Science and Technology 2000, t. 102,

s. 287-303, ujawniono metody otrzymywania strukturyzowanych triacylogliceroli
z roznych substratéw, w ktorych jako katalizator stosuje si¢ lipazy: CCL, Candida
cylindracea, CVL, Chromobacterium viscosum, Lipozyme IM, Rhizomucor miehei
(RML), PPL, Rhizopus arrhizus, Rhizopus delemar, Rhizopus javanicus, Rhizopus sp.

W czasopismie Biochemical Engineering Journal 2009, t. 46, s. 257-264 opisano
otrzymywanie strukturyzowanych triacylogliceroli w reakeji oleju z tuiczyka i kwasu
kaprylowego katalizowanej przez lipazy Rhizopus delemar i Mucor miehei.

W czasopismie Journal of Food Engineering 2010, t. 98, s. 492—497 opisano metodg
otrzymywania strukturyzowanych triacylogliceroli z oleju stonecznikowego i kwasow
palmitynowego i stearynowego w obecnosci lipazy Lipozyme RM IM.

Z czasopisma Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic 2010, t. 66, s. 15-32 jest
znane otrzymywanie strukturyzowanych triglicerydéw katalizowane przez lipaze
Rhizomucor miehei (RML).

W czasopismie Journal of Food Engineering 2008, t. 84, s. 243-249 ujawniono
reakcj¢ acydolizy oleju stonecznikowego z mieszaning kwaséw palmitynowego/ steary-
nowego katalizowana przez lipazy Rhizomucor miehei, Thermomyces lanuginosa lub

lipazg z trzustki wieprzowe;j.
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W czasopismie Bioresource Technology 2009, t. 100, s. 324-329 opisano reakcj¢
oleju oliwkowego z kwasami: palmitynowym, stearynowym katalizowane przez lipaz¢
Mucor miehei.

Znane jest takze, z czasopisma Food Chemistry 2005, t. 92, s. 527-533 otrzymywa-
nie strukturyzowanych triglicerydéw z oleju palmowego i kwasu kaprylowego katalizo-
wane przez lipazg Rhizomucor miehei.

W czasopismie LWT - Food Science and Technology 2010, t. 43, s. 458464 opisa-
no zastosowanie lipazy Lipozyme TLIM w procesach okresowej i cigglej interestryfika-
cji pomiedzy olejem stonecznikowym i uwodorowanym olejem sojowym.

Nadto znane jest stosowanie mikrofal w reakcjach estryfikacji katalizowanych przez
lipazy, opisane w czasopismach: Tetrahedron Letters, 1996, t. 39, s. 8383-8386,
Biotechnology Letters, 2000, t. 22, s. 1565-1570, Journal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic, 2005, t. 35, s. 113-116, Enzyme and Microbial Technology, 2006, t. 38, s.
814-820, Process Biochemistry, 2008, t. 43, s. 306-310, Journal of Molecular
Catalysis B: Enzymatic, 2008, t. 55, s. 6-11, European Food Research and Technology,
2010, t. 231, s. 719-726, Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 2010, t. 67, s.
117-121.

Znane jest takze zastosowanie mikrofal w reakcjach transestryfikacji katalizowanych
przez lipazy, opisane w czasopismach: Journal of Molecular Catalysis A: Chemical,
2004, t. 223, s. 51-56, Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 2007, t. 48, s.
51-57, Bioresource Technology, 2012, t. 109, s. 1-6, Journal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic, 2012, t. 81, s. 58-65.

Z czasopisma Tetrahedron Letters,1998, t. 39, ws. 4333-4336 jest znane zastosowa-
nie mikrofal do przyspieszania reakcji acylacji prowadzonej w benzenie, katalizowane;j
przez lipaze trzustkowa.

W kolekcji Instytutu Biochemii Technicznej Politechniki L.6dzkiej znajduje si¢
selektant szczepu plesni Mucor circinelloides T66/IBPUA 100.

Z opisu zgloszenia patentowego P. 396515 jest znany sposob otrzymywania grzy-
bni selektanta plesni Mucor circinelloides T66/IBPUA 100 zawierajacej preparat lipaz,
polegajacy na tym, ze zarodniki hoduje si¢ na podtozu stalym zawierajacym w cze-

sciach wagowych: 20-30 czgsci agaru, 1000 czgsci brzeczki piwowarskiej o stezeniu
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8° Be, a nadto 0,5-1 czesci tristearynianu glicerolu, w temperaturze 29-31° C w czasie
3-5 dni, Nast¢pnie zmywa si¢ wyhodowane zarodniki sterylna sola fizjologiczng
z dodatkiem surfaktanta, zaszczepia zawiesing zarodnikéw wysterylizowane, ciekte
podloze aktywujace zawierajace w czgsSciach wagowych: oliwy 10-50 czgsci z oliwek
lub oleju, 30-73 czgsci namoku kukurydzianego, 1000 czesci wody wodociagowej,

a nadto 0,5-1 czesci tristearynianu glicerolu, stosujac 1 cm® zarodnikéw na 100 cm’
podloza i prowadzi hodowlg wstrzasana inokulum selektanta w temperaturze 28-31° C
w czasie 18 godzin przy stopniu napetnienia kolb 20 % i szybkosci obrotowej wstrza-
sarki 180 min "', przy czym uzywa sie wode o barwie wiekszej niz 5 mg Pt (PN-EN ISO
7887 : 2002), metnoscei nie wigkszej niz 0,4 NTU (PN-EN ISO 7027 :2003), przewodnosci
nie wigkszej niz 500 pS/cm (PN-EN-27888 : 1999), pH w zakresie 7,1-7,4 (PN-90/C
04540.01), ChZT nie wigkszym niz 1,75 (PN-ISO 15705 : 2005 PB-22.00 : 2009),
twardo$ci nie wigkszej niz 15 °n, o zawartosci azotan6w nie wigkszej niz 4 mg/1 (PB-03.00
: 2008) i zelaza nie wigkszej niz 0,2 mg/l (PN-ISO 6332 : 2001). Otrzymanym inokulum
zaszczepia sig¢ wysterylizowane i wstgpnie napowietrzone sterylnym powietrzem, ciekle
podtoze produkcyjne zawierajace w czgsciach wagowych: 10-50 czesci oliwy z oliwek
lub oleju, 30-73 czesci namoku kukurydzianego oraz 1000 czesci wody wodociagowej
o wlasciwosciach jak podano wyzej, stosujac inokulum w ilosci 10 % objetosciowych
stosunku do objegtosci podloza, i prowadzi hodowle produkcyjng selektanta w tempe-
raturze 28-31° C w czasie 72 godzin w obecnosci srodkéw przeciwdziatajacych
pienieniu, w trakcie napowietrzania sterylnym powietrzem doprowadzanym w ilosci 1
czg$¢ objetosciowa na 1 czgs¢ objetosciowa podtoza w czasie 1 minuty, przy mieszaniu
zawartosci fermentora z szybkoscig obrotowa 120 minut ™' za pomoca mieszadla, do
ktdrego przymocowuje si¢ roztacznie porowaty no$nik hodowanego selektanta w posta-
ci prostopadlosciennych ptatow pianki poliuretanowej na bazie poliolu poliestrowego,

o calkowicie otwartej strukturze komoérkowej, charakteryzujacej sie gestoscia 23 — 27
kg/m®, wytrzymaloscia na rozcigganie 100 kPa, $rednicg poréw 2,30-3,30 mm, o wymia-
rach 250 x120 x10 mm. Otrzymane w wyniku hodowli platy pianki z przeroénieta
biomasa selektanta Mucor circinelloides T66/IBPUA 100 oddziela si¢ od cieczy
pohodowlanej, przemywa si¢ wodq destylowang w celu odmycia rozpuszczalnych

produktéw metabolizmu, odwadnia acetonem schtodzonym do temperatury 4° C,
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ekstrahuje eterem naftowym i suszy w temperaturze pokojowej lub przemywa woda
destylowana, zamraza do temperatury -45° C, liofilizuje, przemywa acetonem, eterem
naftowym i suszy w temperaturze pokojowej. Przemycie woda monitoruje si¢ pomiarem
absorbancji A<0,05 dla dtugosci fali A=280 nm, odwodnienie acetonem prowadzi 3-
krotnie stosujac 15 czg¢sci wagowych acetonu na 1 czg$é wagowa pianki przerosnietej
biomasa w czasie 10 minut w zakrytym naczyniu umieszczonym na wytrzgsarce o
szybkosci obrotowej 120 minut™, zas suszenie prowadzi si¢ na powietrzu w czasie 12
godzin.

Sposéb wytwarzania strukturyzowanych triacylogliceroli w reakcji acydolizy oleju
rzepakowego, stonecznikowego lub sojowego z kwasem palmitynowym lub stearyno-
wym, katalizowanej lipaza, w srodowisku rozpuszczalnika organicznego, przy uzyciu
mikrofal, wedlug wynalazku charakteryzuje si¢ tym, ze acydoliz¢ prowadzi si¢ przy
stosunku molowym oleju roslinnego i kwasu ttuszczowego od 1:3 do 1:4, w obecnosci
preparatu lipaz w postaci odwodnionej grzybni selektanta plesni Mucor circinelloides
T66/IBPUA 100 uzytej w ilosci 10 % w stosunku do masy substratéw, w srodowisku
eteru naftowego uzytego w nadmiarze 9,1-9,6 w stosunku do masy substratow, przy
uzyciu promieniowania mikrofalowego o mocy 750 W wlaczanego co 20 sekund na
okres 30 sekund, stosowanego w tacznym czasie 470-600 sekund przy temperaturze
mieszaniny reakcyjnej nie przekraczajacej 50° C. Po zakonczeniu reakcji z mieszaniny
reakcyjnej oddziela si¢ czesci stale enzymu i izoluje wytworzone strukturyzowane
triacyloglicerole. Wolne kwasy ttuszczowe usuwa si¢ z mieszaniny po acydolizie
metodg zmydlania wodorotlenkiem potasu.

Sposéb wedlug wynalazku zezwala na otrzymanie strukturyzowanych triacylogli-
ceroli z wydajnoscia 68-78 % ( mierzona metoda GC 1 liczong w stosunku do ilosci
wprowadzonego oleju) w czasie kilkadziesiat razy krotszym w poréwnaniu z czasem
prowadzenia acydolizy oleju z kwasem przy uzyciu tradycyjnego ogrzewania przepo-
nowego.

Sposob wedlug wynalazku ilustruja blizej nizej podane przyklady.
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Przyklad 1.

W celu otrzymania grzybni selektanta plesni Mucor circinelloides T66/IBPUA 100
zawierajacej preparat lipaz, selektant Mucor circinelloides T66/IBPUA 100, wysiano na
wysterylizowane termicznie w czasie 15 minut w temperaturze 121° C podloze stale
o skladzie w czesdciach wagowych: 1 czgs¢ tristearynianu glicerolu, 30 czgsci agaru, 1000
czesci brzeczki piwowarskiej o stezeniu 8° Be i po 3 dniach hodowli w temperaturze
29-31° C zarodniki selektanta zmywano sterylng sola fizjologiczna zawierajaca 0,01%
Tritonu® X-100 stosujac 8 ml soli fizjologicznej na 1 skos. Otrzymana zawiesing zaro-
dnikéw szczepiono wysterylizowane w czasie 30 minut w temperaturze 121°C, podtoze
hodowlane o sktadzie w cze$ciach wagowych: 0,5 czgéci tristearynianu glicerolu, 27
czesci oliwy z oliwek, 37 czesci namoku kukurydzianego oraz 1000 czg¢sci wody wodo-
ciggowej o wiasciwosciach jako podano wyzej, o wyjsciowym pH 4,6, stosujac 1 cm’
zarodnikéw na 100 cm® podtoza i prowadzono hodowle wstrzasana w temperaturze
28-31° C, w czasie 18 godzin, przy stopniu napetnienia kolb 20 % objetosciowych

i szybkosci obrotowej wstrzasarki 180 min™. Otrzymanym w wyniku tej hodowli ino-
kulum zaszczepiono, uprzednio wysterylizowane w czasie 30 minut w temperaturze
121°C, podloze o objetosci 18 litréw wprowadzone do fermentora o objetosci catkowi-
tej 24 1, wstepnie napowietrzone sterylnym powietrzem, o skladzie analogicznym jak
w hodowli inokulum, ale bez dodatku tristearynianu glicerolu, stosujac 10 % objetoscio-
wych inokulum w stosunku do obj¢tosci podloza. Do mieszadla umieszczonego
w fermentorze zamocowano w powtarzalny sposob prostopadloscienne platy pianki poliure-
tanowej na bazie poliolu poliestrowego o catkowicie otwartej strukturze komérkowej -
pianki retykulowane;j, uzyskanej w wyniku procesu termicznej retykulacji, o numerze
klasyfikacyjnym S28280, charakteryzujacej sie gestoscia 23 — 27 kg/m’®, wytrzymatoscia
na rozciaganie 100 kPa, srednicg poréw 2,30-3,30 mm, o wymiarach 250 x120 x10 mm
(wysokosé/szerokosé/grubosc). Hodowlg prowadzono w temperaturze 28-31° C w czasie 72
godzin, w obecnosci $rodkdéw przeciwdziatajacych pienieniu, przy mieszaniu z szybko-
$cig obrotowa, 120 min™! doprowadzajac powietrze w ilosci 1 cze$¢ objgtosciowa na 1
cz¢$¢ objetosciowa podtoza w czasie 1 minuty. Otrzymane w wyniku hodowli produk-
cyjnej platy pianki poliuretanowej, przerosniete biomasa Mucor circinelloides

T66/IBPUA 100, po oddzieleniu od cieczy pohodowlanej na drodze filtracji, przemy-
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wano woda w celu odmycia rozpuszczalnych produktéw metabolizmu monitorowanego
pomiarem absorbancji A<0,05 dla dlugosci fali A=280 nm, zalewano kolejno 3 porcjami
acetonu schlodzonego do temperatury 4° C, stosowanym w ilosci 15 czg¢sci wagowych
na 1 cze$¢ wagowaq pianki przerosnigtej biomasg i odwadniano 10 minut w zakrytym
naczyniu umieszczonym na wytrzasarce o szybkosci obrotowej 120 minut”, a nastepnie
ekstrahowano eterem naftowym. Odwodniong i odlipidowang biomase, zaadsorbowana
w porach pianki poliuretanowej, suszono na powietrzu w czasie 12 godzin w tempera-
turze pokojowe;.

W reaktorze o pojemnosci 0,15 dm® umieszczono 2,96 g oleju rzepakowego, 3,82 g
kwasu stearynowego (stosunek molowy jak 1:4) i dopetniono eterem naftowym do 0,1
dm’. Nastepnie wprowadzono preparat immobilizowanych lipaz w postaci otrzymane;j
uprzednio, odwodnionej grzybni Mucor circinelloides T66/IBPUA 100 uzytej w ilosci
10 % w stosunku do masy mieszaniny reakcyjnej i podano reakcji w kuchence mikro-
falowej o mocy 750 W wlaczajac promieniowanie mikrofalowe na okres 20 sekund co
30 sekund, kontrolujac aby temperatura mieszaniny reakcyjnej nie przekraczata 50°C.
Sumaryczny czas wzbudzenia mikrofalami wynosit 600 sekund, po czym mieszanine
reakcyjng saczono na przegrodzie ze spieku ceramicznego w celu oddzielenia katali-
zatora, ktéry po dwukrotnym przemyciu acetonem i eterem naftowym (stosujac na
kazde przemycie 10 ml rozpuszczalnika) uzywano powtérnie do syntezy strukturyzo-
wanych triacylogliceroli.

Otrzymano strukturyzowane triacyloglicerole z wydajnoscia wymiany acyli w pozy-
cjach Sn-1i Sn-3 réwna 78,5 %, mierzong metoda GC i liczong wzgledem ilosci
uzytego oleju.

Wolne kwasy tluszczowe z mieszanin po acydolizie oddzielano metodg zmydlania
0,5 M wodorotlenkiem potasu lub sodu w 40 % wodnym roztworze etanolu stosujac
4-molowy nadmiar zasady w stosunku do wolnych kwaséw tluszczowych zawartych
w danej probie, delikatnie mieszajac 0,5 godziny w temperaturze 30-35° C, proby
pozostawiono w temperaturze 30-35° C na okolo 2-3 godziny do rozdziatu na fazy
wodna (dolna, zawierajaca mydtla) oraz gérna fazg organiczng z rozpuszczonymi
modyfikowanymi w reakcji acydolizy triacyloglicerolami. Z fazy gornej odparowano

W wyparce prozniowej rozpuszczalnik. Pozostalo$¢ stanowiacg mieszanine strukturyzo-
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wanych triacylogliceroli, w ktdrej st¢zenie wolnych kwaséw thuszczowych nie przekra-
czato 0,2 % , przechowywano w 4° C.

Przyklad 2.

Strukturyzowane triacyloglicerole otrzymano postgpujac jak w przykladzie 1 z tym,
ze reakcje wzbudzania mikrofalami prowadzono sumarycznie 470 sekund.

Otrzymano strukturyzowane triacyloglicerole z wydajnoscig wymiany acyli w pozy-
cjach Sn-1 1 Sn-3 réwna 76,4 %, mierzona metoda GC i liczona wzgledem ilosci uzyte-
go oleju.

Wolne kwasy thuszczowe z mieszanin po acydolizie oddzielano metoda zmydlania jak
w przykladzie 1.

Przyktad 3.

W reaktorze o pojemnosci 0,15 dm® umieszczono 2,96 g oleju rzepakowego, 3,44 g
kwasu palmitynowego (stosunek molowy jak 1:4) i dopetniono eterem naftowym do 0,1
dm’. Dalej postepowano jak w przyktadzie 1.

Otrzymano strukturyzowane triacyloglicerole z wydajnoscig wymiany acyli w pozy-
cjach Sn-1 i Sn-3 réwng 72,0 %, mierzong metoda GC i liczona w stosunku do ilosci
uzytego oleju.

Przyklad 4.

W reaktorze o pojemnosci 0,15 dm?® umieszczono 2,96 g oleju stonecznikowego, 3,44
g kwasu palmitynowego (stosunek molowy jak 1:4) i dopelniono eterem naftowym do
0,1 dm’. Dalej postepowano jak w przykladzie 1.

Otrzymano strukturyzowane triacyloglicerole z wydajnoscia wymiany acyli w pozy-
cjach Sn-1 1 Sn-3 réwna 70,0 %, mierzong metoda GC i liczong wzgledem ilosci uzyte-
go oleju.

Przyktad 5.

W reaktorze o pojemnosci 0,15 dm® umieszczono 2,96 g oleju sojowego, 3,82 g
kwasu stearynowego (stosunek molowy jak 1:4) i dopetniono eterem naftowym do 0,1
dm®. Dalej postepowano jak w przykladzie 1.

Otrzymano strukturyzowane triacyloglicerole z wydajnoscia wymiany acyli w pozy-
cjach Sn-1 i Sn-3 réwna 75,5 % mierzong metoda GC i liczong wzgledem ilosci uzytego

oleju.
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Przyklad 6.

W reaktorze o pojemnosci 0,15 dm® umieszczono 2,96 g oleju sojowego, 3,44 g
kwasu palmitynowego (stosunek molowy jak 1:4) i dopetniono eterem naftowym do 0,1
dm®. Dalej postepowano jak w przykladzie 1.

Otrzymano strukturyzowane triacyloglicerole z wydajnoscia wymiany acyli w pozy-
cjach Sn-1 i Sn-3 réwng 68,0 %, mierzona metoda GC i liczona wzgledem ilosci uzyte-
go oleju.

Przyktad 7.

W reaktorze o pojemnosci 0,15 dm’® umieszczono 3,94 g oleju rzepakowego, 3,82 g
kwasu stearynowego (stosunek molowy jak 1:3) i dopelniono eterem naftowym do 0,1
dm’. Dalej postepowano jak w przykladzie 1.

Otrzymano strukturyzowane triacyloglicerole z wydajnoscia wymiany acyli w pozy-
cjach Sn-11 Sn-3 réwng 73,2 %, mierzona metoda GC i liczong wzglgdem ilosci uzyte-
go oleju.

Przyktad 8.

W reaktorze o pojemnosci 0,15 dm® umieszczono 3,94 g oleju stonecznikowego, 3,82
g kwasu stearynowego (stosunek molowy jak 1:3) i dopetniono eterem naftowym do 0,1
dm’. Dalej postepowano jak w przykladzie 1.

Otrzymano strukturyzowane triacyloglicerole z wydajnoscia wymiany acyli w pozy-
cjach Sn-1 i Sn-3 réwna 72,5 %, mierzong metoda GC i liczong wzgledem ilosci uzyte-

go oleju.
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