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S u m m a r y

Structured triacylglycerols (sTAG) are chemical compounds with a precisely
defined chemical and stereochemical structure whose natural nutritional and
physico-chemical properties have been modified. Modified TAG can be synthe-
sized with the application of genetic engineering, physical, chemical and enzy-
matic methods. Due to the demand for the precisely determined structure of
the resulting sTAG, their synthesis with the use of lipases is preferred.

Prepared pure fatty acids or their esters, as well as synthetic monoacid
triacylglycerols are necessary for sTAG synthesis. The use of such unnatural sub-
strates requires additional processes and is cost consuming. Additionally, it can
lead to loss of valuable components present in natural oils and contribute to a
decrease in the oxidative stability of the resulting products. The application of
naturally occurring fats or oils can considerably simplify sTAG synthesis and re-
duce the costs of the processes.

Recently, much attention has been paid to an assessment of nutritional
properties of structured triacylglycerols or acylglycerols.

The aim of this article is to present the methods of sTAG synthesis, includ-
ing examples of the use of naturally occurring triacylglycerols as substrates.
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1. Wstêp

Strukturyzowane triacyloglicerole (sTAG) s¹ zwi¹zkami che-
micznymi o zmodyfikowanych w stosunku do naturalnych triacy-
logliceroli w³aœciwoœciach ¿ywieniowych i fizykochemicznych,
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charakteryzuj¹cymi siê œciœle zdefiniowan¹ budow¹ chemiczn¹ i stereochemiczn¹
(1). Synteza TAG o zmodyfikowanych w³aœciwoœciach, mo¿e byæ prowadzona z za-
stosowaniem metod in¿ynierii genetycznej, metod fizycznych, chemicznych oraz
enzymatycznych (2,3). Z uwagi na wymagania dotycz¹ce œciœle okreœlonej budowy
sTAG ich synteza preferowana jest obecnie z u¿yciem lipaz.

Do syntezy sTAG stosowane s¹ przygotowane w tym celu czyste kwasy t³uszczo-
we b¹dŸ ich estry, a tak¿e syntetyczne triacyloglicerole, najczêœciej monokwasowe
(4-6). Wykorzystanie tego rodzaju nienaturalnych substratów wymaga realizacji do-
datkowych procesów i jest kosztowne, a poza tym mo¿e prowadziæ do utraty cen-
nych sk³adników obecnych w naturalnych olejach i przyczyniaæ siê do obni¿enia sta-
bilnoœci oksydacyjnej otrzymanych produktów. Zastosowanie naturalnie wystêpu-
j¹cych t³uszczów lub olejów mo¿e znacznie u³atwiæ procedurê syntezy sTAG oraz
obni¿yæ koszty realizacji procesów.

Ostatnio wiele uwagi zwraca siê na ocenê w³aœciwoœci ¿ywieniowych struktury-
zowanych triacylogliceroli, b¹dŸ acylogliceroli (2,7,8). Celem publikacji jest przed-
stawienie metod syntezy sTAG, w tym przede wszystkim zaprezentowanie przy-
k³adów zastosowania jako substratów naturalnie wystêpuj¹cych triacylogliceroli.

2. Enzymatyczna synteza strukturyzowanych triacylogliceroli

W³aœciwoœci lipaz oraz warunki katalizy z ich udzia³em w mediach niekonwen-
cjonalnych s¹ przedmiotem innych opracowañ (9-13), dlatego w prezentowanej pra-
cy przedstawione bêd¹ g³ównie mo¿liwoœci zastosowania lipaz w modyfikacji triacy-
logliceroli. Wybrane przyk³ady reakcji katalizowanych przez lipazy i wykorzystywa-
nych w syntezie sTAG przestawiono na rysunku 1 i 2.

Oryginaln¹ metodê otrzymywania sTAG z wydajnoœci¹ ponad 90% zaproponowa³
Haraldsson z zespo³em (14-17). Polega ona na enzymatycznej syntezie 1,3-DAG,
a nastêpnie wprowadzaniu kwasu t³uszczowego w pozycjê 2 w efekcie reakcji che-
micznej z wykorzystaniem 1-(3-dimetyloaminopropyl)-3-etylokarboimidu (EDCI),
w obecnoœci 4-dimetyloaminopirydyny (DMAP).

Projektowanie budowy chemicznej strukturyzowanych triacylogliceroli nie spra-
wia ¿adnych problemów, poniewa¿ znane s¹ wymagania, sk³ad chemiczny i budowa
chemiczna, jakim powinny sprostaæ TAG o korzystnych w³aœciwoœciach ¿ywienio-
wych, leczniczych lub funkcjonalnych (tab. 1).
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T a b e l a 1

Przyk³ady zastosowañ wybranych sTAG

Grupa zastosowañ Przyk³ad Literatura

medycyna i ¿ywienie cz³owieka substytuty mleka kobiecego (18,19)

lipidy podawane do¿ylnie (20)

t³uszcze i oleje o obni¿onej kalorycznoœci (21,22)

¿ywnoœæ funkcjonalna t³uszcze plastyczne (23-25)

substytuty mas³a kakaowego (26-28)

t³uszcze sma¿alnicze* (29-30)

t³uszcze o korzystnych w³aœciwoœciach reologicznych (23,31)

* oleje otrzymywane g³ównie z roœlin transgenicznych
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Rys. 1. Mo¿liwoœci syntezy sTAG z wykorzystaniem lipaz o specyficznoœci 1,3-sn. (1) reakcja acydoli-
zy; (2) reakcja transestryfikacji; (3,4) dwuetapowa synteza sTAG polegaj¹ca na syntezie 2-MAG w reakcji
etanolizy (3), a nastêpnie estryfikacji otrzymanych 2-MAG z kwasami t³uszczowymi (4). MTBE – eter
metyl-tert-butylowy, 1,3-lipaza – lipaza sn-1,3-selektywna. Reakcje przedstawiono niestechiometrycz-
nie, bez wskazania produktów ubocznych.



3. Naturalne t³uszcze i oleje stosowane do syntezy sTAG

W³aœciwoœci sTAG determinuje sk³ad kwasów t³uszczowych oraz ich rozmiesz-
czenie w cz¹steczce TAG. Komponuj¹c, projektuj¹c budowê nowego sTAG nale¿y
uwzglêdniaæ korzystne oddzia³ywanie na organizm ludzki poszczególnych kwasów
t³uszczowych (tab. 2).

T a b e l a 2

W³aœciwoœci kwasów t³uszczowych stosowanych w syntezie sTAG (2,32)

Kwasy t³uszczowe W³aœciwoœci
1 2

krótko³añcuchowe kwasy t³uszczowe (SCFA) (C2-C6) kwasy t³uszczowe o niskiej kalorycznoœci (2:0-3,5 kcal/g; 3:0-5,0
kcal/g; 4:0-6 kcal/g; 6:0-7,5 kcal/g);
szybko absorbowane przez organizm ludzki z uwagi na rozpusz-
czalnoœæ w wodzie i budowê chemiczn¹

œrednio³añcuchowe kwasy t³uszczowe (MCFA) (C8-C12) s¹ transportowane ¿y³¹ wrotn¹ bezpoœrednio do w¹troby z uwagi
na wielkoœæ cz¹steczki i rozpuszczalnoœæ w wodzie;
metabolizm MCFA jest tak szybki jak glukozy i nie uzale¿niony od
obecnoœci karnityny;
wykazuj¹ niewielk¹ tendencjê do akumulacji, jako t³uszcz zapa-
sowy, z uwagi na niewielk¹ podatnoœæ na reestryfikacjê do TAG;
mog¹ powodowaæ wzrost poziomu cholesterolu w serum
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Rys. 2. Katalizowana przez lipazy synteza sTAG z 1,3-DAG jako produktem poœrednim.



1 2

d³ugo³añcuchowe kwasy t³uszczowe (LCFA) (C14-C24);
polienowe kwasy t³uszczowe (PEFA)

prekursory syntezy eikozanoidów;
NNKT – kwasy t³uszczowe z rodziny n-6 i n-3, nie syntetyzowa-
ne przez organizm ludzki;
zwiêkszaj¹ udzia³ cholesterolu HDL i jednoczeœnie obni¿aj¹ za-
wartoœæ LDL i VLDL;
obni¿aj¹ zawartoœæ cholesterolu ogó³em w plazmie

sprzê¿ony kwas linolowy* wykazane w³aœciwoœci antykancerogenne w uk³adach modelowych

* sprzê¿ony kwas linolowy jest kwasem d³ugo³añcuchowym, ale wyodrêbniono go w zestawieniu dla wykazania jego korzyst-
nych, unikatowych w³aœciwoœci ¿ywieniowych

Nale¿y jednoczeœnie pamiêtaæ o tym, ¿e lipaza trzustkowa charakteryzuje siê
sn-1,3 selektywnoœci¹ pozycyjn¹. Po hydrolizie triacylogliceroli powstaj¹ wolne kwa-
sy t³uszczowe oraz 2-monoacylo-sn-glicerol, który nastêpnie jest reestryfikowany do
TAG. Lipaza ta równie¿ wykazuje selektywnoœæ wobec kwasów t³uszczowych, tj.
d³ugoœci ich ³añcucha wêglowego oraz stopnia nienasycenia. Szybciej uwalniane s¹
z acylogliceroli MCFA ni¿ LCFA.

3.1. Oleje roœlinne w syntezie sTAG

Wiêkszoœæ olejów roœlinnych zawiera kwasy t³uszczowe polienowe w pozycji sn-2
i nasycone kwasy t³uszczowe w pozycjach zewnêtrznych (tab. 3). Taka budowa natu-
ralnych triacylogliceroli mo¿e umo¿liwiæ ich zastosowanie jako Ÿród³a polienowych
kwasów t³uszczowych, a w specyficznych warunkach jako substratu do syntezy mono-
acylogliceroli zawieraj¹cych w pozycji sn-2 polienowe kwasy t³uszczowe (33-35).

T a b e l a 3

Przyk³ady triacylogliceroli niektórych olejów roœlinnych i t³uszczów stosowanych w syntezie sTAG

T³uszcz/Olej TAG

mas³o kakaowe POS SOS POP
olej kokosowy DDD CDD CDM
olej z nasion palmowych DDD MOD ODO
olej z oliwek OOO OOP OLO
olej z ogórecznika LLL PGG OOO
olej z wiesio³ka LLL PGG OOO
olej palmowy POP POO OLO
olej z orzeszków ziemnych OOL POL OLL
olej canola OOLi OOO OOLn
olej z krokosza LLL LLO LLP
olej s³onecznikowy LLL LLO LLP
olej lniany LnLnLn LnLnL LnLnO

C – 10:0 (kwas kaprylowy), D – 12:0 (kwas laurynowy), M -14:0 (kwas mirystynowy), P – 16:0 (kwas palmitynowy),
S – 18:0 (kwas stearynowy), O – 18:1 (kwas oleinowy), L – 18:2 (kwas linolowy), Ln – 18:3 (kwas linolenowy),
G – 18:3 (kwas �-linolenowy).
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Oleje s¹ modyfikowane i wykorzystywane w chemicznej lub enzymatycznej syn-
tezie t³uszczów piekarskich, cukierniczych i margaryn (tab. 4). Zastosowanie metod
enzymatycznych w syntezie t³uszczów specjalnego przeznaczenia jest szeroko opi-
sane w literaturze, jednak w procesach przemys³owych powszechnie wykorzystywa-
ne s¹ wci¹¿ metody chemiczne. Mo¿na podaæ jednak przyk³ady, które wyraŸnie
wskazuj¹ na zalety metod enzymatycznych. Prowadz¹c enzymatyczn¹ interestryfika-
cjê czêœciowo uwodornionego oleju sojowego z mieszanin¹ innych olejów otrzyma-
no, np. sTAG, w których udzia³ nienasyconych kwasów t³uszczowych typu trans zo-
sta³ znacznie obni¿ony w porównaniu do produktów otrzymanych metod¹ syntezy
chemicznej (36,37). Znaczne zmniejszenie udzia³u kwasów t³uszczowych typu trans

w otrzymanym produkcie uzyskano prowadz¹c reakcjê enzymatyczn¹ w œrodowisku
nadkrytycznego CO2 i wodoru (38).

T a b e l a 4

Przyk³ady praktycznego wykorzystania modyfikacji t³uszczów i olejów

Oleje/T³uszcze Proces Zastosowanie Literatura

olej palmowy enzymatyczna interestryfikacja produkty cukiernicze (39)

olej z oliwek enzymatyczna interestryfikacja produkty cukiernicze (40)

olej s³onecznikowy i rzepakowy enzymatyczna interestryfikacja produkty cukiernicze (41)

olej s³onecznikowy chemiczna interestryfikacja t³uszcz piekarniczy (42,43)

olej sojowy chemiczna interestryfikacja produkty cukiernicze (36,37)

stearyna palmowa i olej kokosowy enzymatyczna interestryfikacja margaryny (44)

olej sojowy uwodornienie margaryny (38)

Jednym z najbardziej cenionych t³uszczów cukierniczych jest mas³o kakaowe, ale
jego wysoka cena zmusza do poszukiwañ metod syntezy produktów zbli¿onych
sk³adem, budow¹ chemiczn¹, a tak¿e w³aœciwoœciami fizykochemicznymi, do natu-
ralnego mas³a kakaowego. T³uszcz mas³a kakaowego charakteryzuje siê specyficzn¹
budow¹ triacylogliceroli i unikatowym sk³adem kwasów t³uszczowych, zatem do
jego syntezy s¹ preferowane selektywne substratowo i pozycyjnie lipazy. Przyk³ady
sk³adu frakcji triacylogliceroli otrzymanych po enzymatycznej interestryfikacji ole-
iny palmowej przedstawiono w tabeli 5.

Oleje roœlinne stosowane s¹ tak¿e jako substrat do syntezy sTAG spe³niaj¹cych
specyficzne wymagania ¿ywieniowe. Z oleju palmowego metod¹ syntezy enzyma-
tycznej otrzymano substytuty t³uszczu mlekowego, które nastêpnie zastosowano
w ¿ywieniu niemowl¹t (46). Lipazy wykorzystano tak¿e jako katalizator reakcji acy-
dolizy, maj¹cej na celu wymianê d³ugo³añcuchowych nasyconych kwasów t³uszczo-
wych w pozycji sn-3 triacylogliceroli oleju z orzeszków ziemnych, na kwas oleinowy
(47). W ostatnim czasie stosuj¹c regresjê wielomianow¹ zoptymalizowano warunki
reakcji enzymatycznej umo¿liwiaj¹cej wprowadzenie do oleju kokosowego kwasów
polienowych z grupy n-3 i n-6 (48).

Marek Adamczak

136 PRACE PRZEGL¥DOWE



T a b e l a 5

Sk³ad kwasów t³uszczowych frakcji triacylogliceroli w produkcie otrzymanym po interestryfikacji oleiny pal-

mowej (45)

Produkt
Udzia³ triacylogliceroli (%)

OOL POL POO POP SOO POS SOS SSS

CB 0,2 2,4 2,2 18,9 2,4 41,3 29,7 1,9
1
2
3

0,4
0,7
0,7

1,4
2,1
1,5

2,3
6,0
1,7

15,3
16,0
13,7

2,9
6,1
3,6

44,1
38,7
38,5

29,6
23,1
24,8

1,5
0,7
0,7

CB-mas³o kakaowe, O-kwas oleinowy, P-kwas palmitynowy, L-kwas linolenowy; frakcje triacylogliceroli otrzymane po wy-
tr¹ceniu z wykorzystaniem heksanu i acetonu w proporcji do mieszaniny reakcyjnej 1:10 (w/v) (frakcja 1) lub 1:5 (w/v)
(frakcja 2) oraz acetonu (frakcja 3, 1:10 (w/v).

Wa¿n¹ grupê olejów roœlinnych stanowi¹ te, które zawieraj¹ du¿e iloœci kwasu
�-linolenowego (18:3, n-6; GLA). GLA jest stosowany w leczeniu ró¿nych chorób oraz
jako sk³adnik kosmetyków. Jest to równie¿ produkt poœredni w syntezie kwasu ara-
chidonowego (20:4, n-6; AA). G³ównym Ÿród³em GLA jest olej z Oenothera biennis

(wiesio³ek dwuletni) (49), Borago officinalis (ogórecznik) (50) i Ribes nigrum (czarna
porzeczka) (51). Wci¹¿ jednak poszukiwane s¹ nowe Ÿród³a tego kwasu t³uszczowe-
go (52). Du¿e zainteresowanie wzbudza w ostatnim czasie olej z Echium vulgare L.
(¿mijowiec pospolity), jako Ÿród³o kwasu �-linolenowego oraz stearydynowego
(18:4). W ostatnim czasie wykazano wiele pozytywnych aspektów oddzia³ywania
kwasu stearydynowego na organizm ludzki, w tym dzia³anie przeciwnowotworowe
(53).

Oleje zwieraj¹ce du¿e iloœci GLA stosowano jako substraty w syntezie sTAG bo-
gatych w n-3 PEKT lub GLA, np. w wyniku reakcji acydolizy œrednio³añcuchowych
kwasów t³uszczowych z olejem z wiesio³ka (54-55) lub ogórecznika (56-60).

Oleje bogate w GLA stosuje siê tak¿e do otrzymywania koncentratów tego kwa-
su po selektywnej hydrolizie (rys. 3.1.) b¹dŸ wzbogacania w GLA frakcji acyloglicero-
li (rys. 3.2.) lub wolnych kwasów t³uszczowych (rys. 3.3). Shimada i wsp. (61,62) wy-
korzystuj¹c lipazê z Rhizopus delemar uzyskali frakcjê wolnych kwasów t³uszczowych
zawieraj¹c¹ ponad 97% GLA. Rahmatullah i wsp. (63,64) wykazali przydatnoœæ lipaz
do otrzymywania produktów bogatych w GLA dwiema metodami stosuj¹c:

1) preparat Lipozyme RM IM do estryfikacji wolnych kwasów t³uszczowych uzy-
skanych z olejów z ogórecznika i wiesio³ka, zwiêkszono zawartoœæ GLA we frakcji
wolnych kwasów t³uszczowych do oko³o 70%,

2) lipazê z Candida rugosa do hydrolizy bioolejów uzyskano frakcjê acylogliceroli
zawieraj¹c¹ oko³o 50% GLA.
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3.2. Oleje rybie w syntezie sTAG

Oleje rybie zawieraj¹ oko³o 50 ró¿nych kwasów t³uszczowych i s¹ g³ównym
Ÿród³em kwasu eikozapentaenowego (EPA) oraz dokozaheksaenowego (DHA) (rys. 4).
W ostatnim czasie opublikowano kilka prac z zakresu syntezy sTAG na bazie olejów
rybich zawieraj¹cych œrednio³añcuchowe kwasy t³uszczowe w pozycji sn-1 i sn-3
oraz PEKT w pozycji sn-2 (65-68). W tabeli 6 przedstawiono sk³ad kwasów t³uszczo-
wych oleju z tuñczyka oraz sTAG otrzymanych po reakcji acydolizy z tym olejem.

Ró¿norodnoœæ kwasów t³uszczowych w olejach rybich sprawia zwykle trudnoœci
w uzyskaniu czystych koncentratów DHA lub EPA. Brak jest lipaz, które wykazuj¹ se-
lektywnoœæ w stosunku do tych kwasów t³uszczowych. Triacyloglicerole zawieraj¹ce
DHA i EPA by³y syntetyzowane przez Haraldssona i wsp. (69,70). Koncentracja DHA
i EPA w triacyloglicerolach by³a wy¿sza ni¿ 90%, po przeprowadzeniu kinetycznego
rozdzia³u katalizowanego przez lipazy oraz po zastosowaniu ró¿nych technik chro-
matograficznych (HPLC lub chromatografia na jonach srebrowych) (8).
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Rys. 3. Przyk³ady otrzymywania koncentratów kwasu �-linolowego (GLA), we frakcji wolnych kwa-
sów t³uszczowych w wyniku reakcji hydrolizy katalizowanej, przez selektywn¹ lipazê wzglêdem GLA (1)
lub we frakcji acylogliceroli z u¿yciem lipazy nieselektywnej wobec GLA (2); we frakcji wolnych kwasów
t³uszczowych w wyniku reakcji estryfikacji z zastosowaniem lipazy nieselektywnej wobec GLA (3).
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T a b e l a 6

Porównanie sk³adu kwasów t³uszczowych wystêpuj¹cych w pozycji sn-1(3)- i sn-2 triacylogliceroli oleju

z tuñczyka oraz sTAG po acydolizie tego oleju1

Kwas t³uszczowy

Zawartoœæ kwasu t³uszczowego (mol %)

olej z tuñczyka sTAG

sn-1(3) sn-2 sn-1(3) sn-2

8:0
14:0
16:0
16:1
17:0
17:1
18:0
18:1
18:2
20:4
20:5
22:6

ND
1,9

14,7
4,9
0,8
1,1
5,0

15,4
1,0
2,0
3,5
8,8

ND
1,8
7,2
0,8
0,4
0,4
0,4
3,3
0,4
0,7
2,2

11,9

41,9
0,9
3,7
1.1
0,3
0,3
0,7
2,5
0,3
0,7
1,6
7,8

0,5
1,8
7,1
1,1
0,5
0,3
0,4
3,2
0,3
0,6
2,1

12,4

ND – nie oznaczano
1reakcja acydolizy oleju z tuñczyka i kwasu kaprylowego, katalizowana przez lipazê Rhizopus delemar

Lipazy stosowane do koncentracji i oczyszczania EPA i DHA mog¹ byæ podzielo-
ne na dwie kategorie: selektywne w stosunku do kwasów t³uszczowych z rodziny
n-3, innych ni¿ EPA i DHA oraz te, które dzia³aj¹ na EPA lub DHA. Do pierwszej kate-
gorii nale¿¹ lipazy z Pseudomonas sp. (71), Pseudomonas fluorescens (72), Candida

antarctica (lipaza B) (73) i Geotrichum candidum (74). Lipazy z Candida rugosa (75),
Rhizopus delemar (76) i Rhizomucor miehei (77) umo¿liwiaj¹ rozdzielenie EPA i DHA,
dzia³aj¹c selektywnie na EPA.

3.3. Modyfikacja t³uszczu mikrobiologicznego i t³uszczu z alg

Mikroorganizmy tzw. olejodajne gromadz¹ t³uszcz w iloœci ponad 20% ogólnej
zawartoœci sk³adników suchej masy biomasy (78). Najbardziej przydatne oleje mi-
krobiologiczne s¹ produkowane przez grzyby mikroskopowe i dro¿d¿e. S¹ one war-
toœciowym Ÿród³em PEKT z rodziny n-3 i n-6 oraz kwasu �-linolenowego (GLA, 18:3,
n-6), dihomo-�-linolenowego (DHGLA; 20:3, n-6), kwasu arachidonowego (AA, 20:4,
n-6), EPA (20:5, n-3) lub DHA (22:6, n-3) (tab. 7).

Olej mikrobiologiczny (SCO, Single Cell Oil) mo¿e byæ tak¿e zbli¿ony swoim
sk³adem i w³aœciwoœciami do mas³a kakaowego, np. wytwarzany przez mutanty lub
hybrydy Cryptococcus curvatus z zablokowan¹ aktywnoœci¹ desaturazy �9 (78).
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T a b e l a 7

G³ówne Ÿród³a polienowych kwasów t³uszczowych (78)

Rodzaj kwasu polienowego �ród³o kwasu
Ca³kowita zawartoœæ PEKT

(%)
Wydajnoœæ syntezy PEKT

(mg/g oleju)

n-6
GLA

DHGLA

AA

roœliny:

wiesio³ek
ogórecznik
czarna porzeczka

grzyby mikroskopowe:

Mortierella isabelina

Mucor circinelloides

grzyby mikroskopowe:

Mortierella alpina 1S-4
algi
Porphyridium cruentum

grzyby mikroskopowe:

Mortierella alpina 1S-4

6-10
19-25

17

10
15-18

7-23

5-36

58

–
–
–

55
–

28-123

20-80

275

n-3
EPA

DHA

olej rybi
algi
Chlorella minutissima

grzyby mikroskopowe:

Mortierella alpina 1S-4
Pythium irregulare

olej rybi

grzyby mikroskopowe:

Thraustochytrium aureum

10-15

35-40

20
25

7-14

49

20

–

64
25

–

70

Wysokowartoœciowe ¿ywieniowo t³uszcze mo¿na uzyskaæ z alg lub cyjanobakte-
rii, np. Botrytococcus braunii, Dunaliella salina, Nannochloris sp., Manalanthus salina lub
Chlorella pyrenoidosa (78). Generalnie zawartoœæ kwasów t³uszczowych w suchej ma-
sie mikroalg (20-40% lipidów w suchej biomasie) wynosi 3-6%. Na podstawie mate-
ria³ów przedstawionych przez japoñsk¹ firmê Sun Chlorella wynika, ¿e stosowane
przez nich mikroalgi zawieraj¹ 81,8% nienasyconych i 18,2% nasyconych kwasów
t³uszczowych.

Robles-Medina i wsp. (79) przedstawili wydajn¹ metodê syntezy sTAG zawie-
raj¹cych du¿e iloœci PEKT. Zastosowali lipazê z Candida antarctica do estryfikacji gli-
cerolu i koncentratu PEKT uzyskanego z mikroalg. Stosuj¹c kwasy t³uszczowe
z Phaeodactylum tricornutum otrzymali triacyloglicerole zawieraj¹ce 42,5% EPA, zaœ
w modyfikacji lipidów z Porphyridium cruentum powsta³e triacyloglicerole zawiera³y
43,4% AA (kwas arachidonowy) i 45,6% EPA.

Iwasaki i wsp. (80) opracowali warunki syntezy sTAG typu MLM stosuj¹c olej za-
wieraj¹cy du¿e iloœci DHA i DPA, wytwarzany przez Schizochytrium sp. SR21. Produkt
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reakcji zawiera³ kwas kaprylowy w pozycji sn-1 i sn-3 triacylogliceroli, a DHA lub
DPA w pozycji sn-2. Z zastosowaniem lipazy z Pseudomonas sp. KWI-56 otrzymano
36% po¿¹danych triacylogliceroli, z czego 77-78% charakteryzowa³o siê w³aœciw¹
konfiguracj¹ typu MLM, a stosuj¹c lipazê z Rhizomucor miehei otrzymano 22% sTAG
zawieraj¹cych PEKT w pozycji sn-2.

3.4. Modyfikacja t³uszczu mlekowego

Zmniejszaj¹ce siê spo¿ycie t³uszczu mlekowego oraz wysokot³uszczowych pro-
duktów mlecznych spowodowa³o wzrost zainteresowania nowymi metodami pro-
dukcji strukturyzowanego t³uszczu lub modyfikowanego t³uszczu mlekowego o lep-
szych w³aœciwoœciach fizycznych, zmniejszonej kalorycznoœci i po¿¹danych walo-
rach smakowo-zapachowych (81). Enzymatyczna modyfikacja t³uszczu mlekowego
najczêœciej prowadzona jest metod¹ interestryfikacji (tab. 8). Produkty tego typu re-
akcji charakteryzuj¹ siê tym samym sk³adem kwasów t³uszczowych, zmianie ulega
rozmieszczenie kwasów t³uszczowych w TAG, co prowadzi do zmian fizycznych
w³aœciwoœci t³uszczu mlekowego (tab. 9).

T a b e l a 8

Przyk³ady lipaz stosowanych do katalizy interestryfikacji t³uszczu mlekowego

Preparaty lipaz Œrodowisko reakcji Literatura

Mucor miehei (Lipozyme 10.000L)
Mucor miehei (Lipozyme 10.000L)
Rhizopus niveus (Lipase N)
Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fragi

Pseudomonas fluorescens

Rhizomucor miehei

mikroemulsja
rozpuszczalnik organiczny
odwrócone micele
œrodowiska o ró¿nych iloœciach wody
mikroemulsja
izooktan
bez rozpuszczalnika

(82)
(83)
(84)
(85)
(86)
(85)
(87)

T a b e l a 9

Porównanie zmian pozycji wybranych kwasów t³uszczowych w t³uszczu mlekowym po reakcji interestryfika-

cji katalizowanej przez lipazê z Rhizopus niveus w uk³adzie odwróconych miceli (84)

Kwas t³uszczowy
Kwas t³uszczowy w pozycji sn-2 (%) Kwas t³uszczowy w pozycji sn-1,3 (%)

A B A B

12:0
14:0
16:0
18:0
18:1

5,9
18,1
32,1

8,1
19,1

4,2
19,3
37,2

9,0
18,9

3,9
11,5
27,0

7,4
17,5

5,0
11,2
19,9

4,5
23,8

A – t³uszcz natywny, B – t³uszcz po interestryfikacji
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Balcao i wsp. (88) prowadzili modyfikacjê t³uszczu mlekowego w kombinowa-
nym procesie polegaj¹cym na hydrolizie i interestryfikacji katalizowanej przez lipa-
zê z Mucor javanicus, immobilizowan¹ na hydrofobowej membranie typu hollow fiber.
Produkt charakteryzowa³ siê lepszymi w³aœciwoœci ¿ywieniowymi, obni¿ona zosta³a
zawartoœæ kwasu laurynowego, mirystynowego i palmitynowego, a zwiêkszona za-
wartoœæ monoenowych kwasów t³uszczowych.

Acydoliza bezwodnego t³uszczu mlekowego z kwasem oleinowym zosta³a szero-
ko opisana przez Balcao i wsp. (89-92). Wykazali oni, ¿e lipaza z Mucor circinelloides

(wczeœniej nazywany Mucor javanicus) immobilizowana na membranie typu hollow fi-

ber wykazywa³a nisk¹ selektywnoœæ w stosunku do krótko³añcuchowych kwasów
t³uszczowych, a katalizowa³a g³ównie wymianê kwasu mirystynowego, palmityno-
wego i stearynowego na kwas oleinowy. Zmodyfikowany t³uszcz mlekowy charakte-
ryzowa³ siê wy¿sz¹ temperatur¹ topnienia i zawiera³ o 27% wiêcej kwasu oleinowe-
go, zaœ mniej laurynowego (7,5%), mirystynowego (5,7%) i palmitynowego (6,1%)
(92).

Christensen i Holmer (19) poddali t³uszcz mlekowy acydolizie, u¿ywaj¹c koncen-
trat polienowych kwasów t³uszczowych (18:1, 18:2, 20:5, 22:6) i preparat Lipozyme
RM IM. Otrzymane triacyloglicerole cechowa³y siê zbli¿onym sk³adem kwasów t³usz-
czowych i w³aœciwoœciami do tych zawartych w mleku kobiecym, i przydatne by³y,
podobnie jak substytut mleka kobiecego – Betapol, w ¿ywieniu niemowl¹t.

T³uszcz mlekowy w podwy¿szonej temperaturze (>30°C) jest p³ynny i dlatego
nie jest stosowany w piekarnictwie, cukiernictwie, produkcji margaryny, etc. Zmiany
temperatury topnienia oraz udzia³u frakcji t³uszczu sta³ego osi¹gniêto po enzyma-
tycznej interestryfikacji t³uszczu mlekowego z olejami: rzepakowym (93), s³oneczni-
kowym lub sojowym (94), canola (31,95) i stearynianem palmowym (96,97).

Z uwagi na bardzo korzystne w³aœciwoœci CLA opracowuje siê warunki prowa-
dzenia reakcji enzymatycznych w celu otrzymania triacylogliceroli o zwiêkszonym
udziale tego kwasu (tab. 10).

T a b e l a 1 0

Charakterystyka enzymatycznie modyfikowanych triacylogliceroli o zwiêkszonym udziale CLA

Preparat lipazy Substraty
Iloœæ wbudowanego

do triacylogliceroli CLA
Literatura

Lipozyme IM

Lipozyme IM60

Chirazyme L2

Candida rugosa

Candida antarctica

Mucor miehei

olej palmowy + ester laurynowy CLA

olej kukurydziany + CLA

olej menhaden + CLA

t³uszcz mlekowy + CLA

30% (w/w)

80% (w/w)

20 mol%

6% (w/w)

(98)

(99)

(100)

(101)
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Do grupy strukturyzowanych lipidów zaliczyæ mo¿na tak¿e strukturyzowane dia-
cyloglicerole (sDAG), tj. 1,3-di-sn-acyloglicerole, charakteryzuj¹ce siê przede wszyst-
kim zdefiniowan¹ budow¹ chemiczn¹. DAG wykorzystywane s¹ jako emulgatory.
W ostatnim czasie na podstawie d³ugoletnich badañ wykazano, ¿e spo¿ywanie DAG
w odró¿nieniu do TAG powoduje zmniejszenie akumulacji t³uszczu w organizmie
ludzkim. W ostatnim czasie zaproponowano zatem warunki wydajnej syntezy DAG,
zbudowanych z CLA (102,103).

4. Metody analizy sTAG

Niezale¿nie od tego czy syntezê sTAG prowadzi siê metod¹ chemiczn¹ czy enzy-
matyczn¹, najwa¿niejsza jest w³aœciwa analiza produktów reakcji. Szczególn¹ uwa-
gê zwraca siê na analizê stereochemicznej budowy triacylogliceroli i rozlokowania
kwasów t³uszczowych, oczywiœcie poza analiz¹ ca³kowitego sk³adu kwasów t³usz-
czowych triacylogliceroli. Konieczne jest tak¿e opracowanie metod pozwalaj¹cych
na ³atwe i wiarygodne okreœlenie sk³adu mieszaniny reakcyjnej oraz kontrolê zmian
sk³adu i budowy syntetyzowanych sTAG. W ostatnim czasie Yamane przedstawi³
metody i techniki przydatne w analizie sk³adu mieszanin reakcyjnych oraz stereo-
chemicznej budowy triacylogliceroli.

Jedna z najstarszych metod analizy struktury TAG polega na enzymatycznej ich
hydrolizie z wykorzystaniem sn-1,3-regioselektywnej wieprzowej lipazy trzustkowej
(PPL), a nastêpnie okreœleniu sk³adu kwasów t³uszczowych 2-monoacylo-sn-gliceroli,
1,2(2,3)-diacylo-sn-gliceroli i wolnych kwasów t³uszczowych (104). W Polsce infor-
macje o zastosowaniu tej metody do analizy struktury TAG przedstawi³ Drozdowski
(105,106).

Kwasy t³uszczowe obecne w ró¿nych frakcjach estrów glicerolu, po metylacji
mog¹ byæ analizowane za pomoc¹ chromatografii gazowej lub HPLC. Niestety, wiele
wskazuje na to, ¿e PPL nie mo¿e byæ u¿yta do analizy struktury wszystkich sTAG,
gdy¿ nie hydrolizuje ona, lub hydrolizuje z ma³¹ wydajnoœci¹ wi¹zania estrowe po-
miêdzy glicerolem a kwasami t³uszczowymi krótszymi ni¿ 12 atomów wêgla, PEKT
d³u¿szymi ni¿ 20 atomów wêgla i kwasami t³uszczowymi z grupami utlenionymi.

Alternatywnie struktura TAG mo¿e byæ okreœlona po przeprowadzeniu reakcji
z wykorzystaniem odczynnika Grignarda (bromek etylowomagnezowy), która pro-
wadzi do otrzymania 1,2(2,3)-diacylo-sn-gliceroli. Metoda ta jest bardziej wiarygod-
na, lecz ¿mudna i czasoch³onna, a czasami z nieznanych przyczyn reakcja nie jest
mo¿liwa do przeprowadzenia (107). Dok³adnoœæ metody badania struktury sTAG
mo¿na zwiêkszyæ stosuj¹c do analizy DAG chromatografii cienkowarstwowej, chiral-
nej HPLC lub cieczowej chromatografii chiralnej z detektorem masowym elektroroz-
praszania jonizacyjnego (108).

Alternatyw¹ dla stosowania PPL do okreœlania struktury sTAG mog¹ byæ inne
sn-1,3-selektywne lipazy, jak np. lipaza z Rhizopus arrhizus (109) czy Lipozyme IM 20
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(110). Williams i wsp. (111) opisali natomiast metodê analizy struktury TAG lub fos-
folipidów z zastosowaniem równie¿ lipazy Rhizopus arrhizus lub fosfolipazy A2.
W metodzie tej wykorzystuje siê w³aœciwoœæ metanolowego roztworu NaOH do me-
tylacji jedynie estrów, podczas gdy metanolowy roztwór HCl umo¿liwia metylacjê
zarówno wolnych jak i zestryfikowanych kwasów t³uszczowych.

Jedn¹ z najlepszych technik analizy struktury sTAG jest metoda rezonansu ma-
gnetycznego, 13C (MNR) lub ulepszona metoda rezonansu magnetycznego o ultra-
wysokiej rozdzielczoœci (112). Techniki tej u¿yli z powodzeniem Zamora i wsp.
(113) do analizy ró¿nych rodzajów olejów z oliwek, natomiast Chandler i wsp. (114)
za pomoc¹ techniki NMR 13C okreœlali selektywnoœæ lipaz katalizuj¹cych reakcjê acy-
dolizy.

Grupa Yamane (Uniwersytet w Nagoi) przedstawi³a mo¿liwoœæ wykorzystania do
analizy sTAG techniki HPLC na wype³nieniu z jonami srebra (80,115) lub z zastoso-
waniem chiralnych kolumn (116). Chromatografia na jonach srebra umo¿liwia roz-
dzia³ nienasyconych kwasów t³uszczowych na podstawie liczby zawartych w nich
wi¹zañ podwójnych, ich umiejscowienia oraz ich przestrzennego u³o¿enia. Metoda
chromatografii na z³o¿ach chiralnych umo¿liwia analizê stereoizomerów po otrzy-
maniu diastereoizomerów acylogliceroli.

Bardzo czêsto do analizy struktury sTAG stosuje siê technikê HPLC z detektorem
laserowym œwiat³a rozproszonego (ELSD, Evaporative Light Scattering Detector)
(117,118). Zasada dzia³ania detektora polega na tym, ¿e rozpuszczalnik odparowy-
wany jest w strumieniu gazu noœnego, w komorze grzewczej, zaœ analit jest rozpra-
szany i w postaci drobnych kropli trafia do komory detektora, w której œwiat³o lase-
rowe jest rozpraszane i odbijane. Iloœæ œwiat³a rozproszonego jest mierzona i przeli-
czana na koncentracjê analitu. Z zastosowaniem tej metody mo¿liwy jest rozdzia³
ró¿nych TAG i okreœlenie rozmieszczenia kwasów t³uszczowych, w tym nasyconych,
co nie jest mo¿liwe z wykorzystaniem tradycyjnych detektorów (119-122).

Do analizy sk³adu mieszaniny reakcyjnej podczas syntezy sTAG stosowana jest
chromatografia cienkowarstwowa z detektorem p³omieniowo-jonizacyjnym (TLC-FID,
Iatroscan). Niestety, technika ta umo¿liwia analizê acylogliceroli, TAG i wolnych
kwasów t³uszczowych, ale bez rozdzielenia poszczególnych rodzajów TAG (123).

Chromatografia gazowa jest powszechnie stosowana do okreœlenia sk³adu es-
trów metylowych kwasów t³uszczowych i tylko niektórych acylogliceroli, poniewa¿
acyloglicerole nie s¹ zwi¹zkami lotnymi w warunkach analizy prowadzonej z wyko-
rzystaniem chromatografu gazowego. Istnieje jednak mo¿liwoœæ zastosowania spe-
cjalnych technik nastrzykiwania próbek na kolumnê chromatografu gazowego, co
umo¿liwia analizê TAG za pomoc¹ techniki wysokotemperaturowej chromatografii
gazowej (HTGC) (80,115).

Modyfikowane TAG mog¹ wystêpowaæ jako ró¿ne formy polimorficzne, co wp³y-
wa na w³aœciwoœci topnienia i krzepniêcia t³uszczu, zawartoœæ frakcji t³uszczu sta-
³ego, etc. Do analizy tych w³aœciwoœci stosuje siê ró¿nicow¹ kalorymetriê skanin-
gow¹ (DSC, Differential Scanning Calorimetry). Wykorzystuj¹c tê technikê zbadano
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w³aœciwoœci produktów interestryfikacji trioleinoilo glicerolu i tripalmitynoilo glice-
rolu (124) oraz acydolizy kwasu stearynowego z olejem kokosowym (125) lub triole-
inoilo glicerolem (126).

W ostatnim czasie bardzo du¿e zainteresowanie towarzyszy wykorzystaniu tech-
niki MALDI-TOF. Znajduje ona równie¿ zastosowanie w analizie lipidów i prawdopo-
dobnie bêdzie te¿ nied³ugo u¿ywana w analizie budowy sTAG.

5. Podsumowanie

Do niedawna sTAG okreœlane by³y jako niekonwencjonalne t³uszcze przysz³oœci
(127,128). Obecnie produkty pod handlowymi nazwami Betapol, Salatrim, Captex,
Caprenin, Impact, etc., dostêpne s¹ na rynku. Wielu t³uszczom i olejom pochodzenia
naturalnego przypisuje siê w³aœciwoœci prozdrowotne lub nawet lecznicze, a niektó-
rym spoœród nich niekorzystne oddzia³ywanie na organizm ludzki. Naturalne triacy-
loglicerole zró¿nicowane pod wzglêdem w³aœciwoœci fizycznych, chemicznych i bio-
chemicznych mog¹ byæ w ³atwy sposób, z wykorzystaniem naturalnych katalizato-
rów, modyfikowane i doskonalone. Zalet¹ wykorzystania naturalnych substratów do
modyfikacji jest zachowanie w stanie nie naruszonym naturalnych zwi¹zków che-
micznych obecnych w lipidach, np. tokoferoli, zwi¹zków polifenolowych.

Przedstawione przyk³ady potwierdzaj¹ ogromne mo¿liwoœci katalityczne lipaz
w enzymatycznej syntezie sTAG i wskazuj¹ na wzrastaj¹ce znaczenie metod enzy-
matycznych zastêpuj¹cych chemiczn¹ interestryfikacjê. Zastosowanie syntezy enzy-
matycznej umo¿liwi³o opracowanie wielu procesów z wykorzystaniem szerokiej pa-
lety substratów. Dziêki metodom enzymatycznym mo¿liwe jest otrzymywanie war-
toœciowych produktów o po¿¹danych w³aœciwoœciach ¿ywieniowych i leczniczych.
W niedalekiej przysz³oœci technologie opracowane w skali laboratoryjnej, jak siê
wydaje, bêd¹ wdro¿one w przemys³owej produkcji sTAG. Wci¹¿ jednak aspekty eko-
nomiczne nie pozwalaj¹ na pe³ne wykorzystanie przedstawionych bioprocesów.
Niezbêdne jest dalsze poszukiwanie nowych, bardziej aktywnych i selektywnych
oraz stabilnych lipaz. Wiele wskazuje na to, ¿e nowe lipazy pozyskiwane bêd¹ z ta-
nich Ÿróde³ roœlinnych (129,130). Ponadto, oprócz skriningu nowych lipaz mikrobio-
logicznych prowadzone bêd¹ prace nad modyfikacj¹ ich w³aœciwoœci z wykorzysta-
niem, np. ukierunkowanej ewolucji molekularnej lub metagenomu.

Obok ustalenia parametrów biokatalizy wa¿ne s¹ badania kliniczne nad od-
dzia³ywaniem uzyskanych sTAG na organizm ludzki. Konieczne s¹ tak¿e badania nad
stabilnoœci¹ oksydacyjn¹ sTAG i charakterystyka ich w³aœciwoœci fizykochemicznych,
w tym opracowanie wiarygodnych metod badania ich struktury.

Wiêcej informacji o enzymatycznej syntezie sTAG zawieraj¹ prace przegl¹dowe
(3,32,131-140).
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Wykaz stosowanych skrótów*:

1,2-DAG, 1,3-DAG, 2,3-DAG – odpowiednio: 1,2-, 1,3-, 2,3-diacylo-sn-glicerole
2-MAG – 2-monoacylo-sn-glicerol
CLA – sprzê¿ony kwas linolowy
DAG – diacyloglicerol
DHA – dokozaheksaenowy kwas t³uszczowy (20:6)
EPA – eikozapentaenowy kwas t³uszczowy (22:5)
FFA – wolny kwas t³uszczowy
GLA – �-linolenowy kwas t³uszczowy (18:3, n-6)
LCFA – d³ugo³añcuchowy kwas t³uszczowy (C14-C24)
MAG – monoacyloglicerol
MCFA – œrednio³añcuchowy kwas t³uszczowy (C8-C12)
MCT – œrednio³añcuchowy triacyloglicerol
MLM – triacyloglicerol zbudowany ze œrednio³añcuchowych kwasów t³uszczowych zestryfikowa-

nych w pozycji sn-1 i sn-3 oraz kwasu d³ugo³añcuchcowego w pozycji sn-2
NNKT – niezbêdny nienasycony kwas t³uszczowy
PEKT – polienowy kwas t³uszczowy
SCFA – krótko³añcuchowy kwas t³uszczowy (C2-C6)
sDAG – strukturyzowany diacyloglicerol
sTAG – strukturyzowany triacyloglicerol
TAG – triacyloglicerol

* Znaczenie pozosta³ych skrótów przedstawiono w tekœcie pracy.
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