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Sammendrag

Baggrund. Forskningsresultater, opnéet indenfor de sidste 10 ar, har vist at indtagelse af en
vegetabilsk olie med et hejt indhold af diacylglyceroler (DAG) medferer et lavere
postprandial niveau af triacylglyceroler (TAG) i serum. Studierne viser ogséa en undertrykt
akkumulering af depotfedt og mindre fedtaflejring i leveren sammenlignet med indtagelsen
af konventionel vegetabilsk olie (TAG olie).

Mal. Projektets formal har vaeret at udvikle metoder til fremstilling af nye smerprodukter,
som har mindre tendens til aflejring i1 fedtvaev efter indtagelse. Produkterne er baseret pa
smer opblandet med DAG. Produkternes organoleptiske egenskaber og deres metabolisme
undersoges, ligesom der foretages en optimering af sammens&tningen baseret pd
produktionsbetingelser og ernaeringsmeessige effekter.

Forseg. I projektet blev en metode til enzymatisk fremstilling DAG olier udviklet og
optimeret. DAG olierne blev brugt i nye smerblandingsprodukter. Produkternes oxidative
stabilitet og sensoriske egenskaber blev undersegt vha. et holdbarhedsstudie. Ligeledes blev
den nye type smorblandingsprodukts fodringseffekter (7 uger) og metabolisme i rotter
undersogt, for at klarlegge hvorvidt de ernaringsmassige egenskaber af DAG olie kan
overfores til den nye type smerblandingsprodukt. Absorptionen til portvenen af den rene
DAG olie blev undersegt vha. bolusfodring i grise med henblik pa at evaluere en hypotese
for virkemaden bag de viste positive erneringsmessige egenskaber.

Resultater. Screening af forskellige lipaser samt optimeringen af den lipase-katalyserede
glycerolyse til fremstilling af DAG olie viste at det med den kommercielle lipase, Novozym
435, er muligt at opna et DAG udbytte pa 60 vaegt %. Desuden kunne
glycerolysereaktionen opskaleres til pilotskala (ca. 20 kg olie) med samme DAG-udbytte.
De to producerede DAG-olier blev oprenset til 93 vaegt % renhed.

Resultaterne fra holdbarhedsstudiet af smorblandingerne viste, at kvaliteten af
smerblandingsproduktet med DAG-olie produceret fra rapsolie var sammenlignelig med
kvaliteten af en tilsvarende smerblanding produceret med traditionel rapsolie. De
sensoriske egenskaber skal dog forbedres med hensyn til salt- og smersmag. Den ringe salt-
og smersmag i DAG smerblandingerne blev tilskrevet en mere stabil emulsion med smé
vanddréaber. Pga. en darlig oxidativ stabilitet var DAG-olie fra solsikkeolie ikke brugbar i
smorblandinger.

Absorptionsstudiet viste, at den formodede foregede portvenetransport af frie fedtsyrer efter
indtagelsen af DAG-olie ikke fandt sted. Til gengeld blev der observeret en forogelse i
portvenetransporten af glycerol. Dette bekrafter, at de metaboliske processer i
enterocyterne er anderledes efter indtagelse af DAG olie i forhold til efter indtagelse af den
traditionelle TAG-olie. Endvidere blev der fundet et nedsat TAG-niveau i plasma i den sen-
postprandiale periode, hvilket er i overensstemmelse med tidligere studier.

Fodring med DAG-olie sammenlignet med TAG-olie viste en signifikant lavere
akkumulering af samlet legemsfedt i den endelige kropssammensatning i rotter. Modsat
dette viste diten med den nye DAG-smerblanding et signifikant hejere forhold i mangden
af abdominalfedt ift. kropsvagt. Denne effekt skyldtes sandsynligvis en anderledes
fordeling af transporten af mellemkadede fedtsyrer fra smorfedt mellem transport i
chylomikroner og via portvenen. Balancestudierne kunne ikke bidrage til forklaringen af
mekanismen bag de positive effekter af DAG-oliedizten, eller de observerede effekter af en
diet med DAG-smerblanding.



Konklusion. DAG-olie kan produceres, bade i laboratorieskala og 1 storskala med
Novozym 435, med et tilfredsstillende udbytte. Kvaliteten af smerblandingen med DAG-
olie fra raps er tilfredsstillende selvom salt- og smersmag skal forbedres. Hypotesen om
oget portvenetransport af frie fedtsyrer kan afvises, men et hgjere glycerolniveau blev
fundet 1 portvenen. De formodede ernaringsmaessige effekter af den nye smerblanding med
DAG-olie fra raps kan ikke observeres, hvilket sandsynligvis skyldes en @ndret
metabolisme af smorfedt.



English resume

Background. Recent studies in both animals and humans (healthy and overweight) have
shown that intake of dietary oil with a high content of diacylglycerols (DAG) results in a
lower postprandial level of serum triacylglycerols (TAG) and a suppressed accumulation of
body- and liver fat as compared to intake of conventional TAG oil.

Aim. The purpose of this project was to develop methods to produce new butter products
enriched with DAG, which might be accumulated less in the body, and to study the
absorption properties of the products as well as their effects on energy and nitrogen
balances in order to improve our understanding of the mechanism behind the reduced
accumulation of fat in adipose tissue following intake of dietary DAG.

Experiments. In the present project an enzymatic method for the production of DAG oil
was developed and optimized. The produced DAG oils were used in butter blend products.
These butter blends were examined with respect to oxidative stability and sensory
assessment in a storage study. The nutritional studies included studies of the effect of DAG
oil on absorption pathway and on postprandial lipid parameters using catheterized pigs, and
determination of energy balances in rats. Moreover, the nutritional effects of feeding the
butter blend containing DAG oil were studied in a feeding study with rats.

Results. Screening of commercial available lipases and an optimization of the lipase-
catalyzed glycerolysis for synthesis of DAG oil showed that with the lipase, Novozym 435,
a DAG yield of 60 wt % was achievable. Up-scaling of the glycerolysis reaction to pilot
plant scale (= 20 kg oil) was possible with a similar DAG yield. DAG oils were purified to
93 wt % purity.

The results from the butter blend storage study, revealed that the quality of butter blends
with DAG oil, produced from rapeseed oil, was comparable to butter blends with traditional
rapeseed oil. Though, the sensory properties need to be improved with respect to salt and
butter flavour. The poor salt and butter flavour in the DAG butter blends were ascribed to a
much more stable emulsion with small water droplets compared to TAG blends. DAG oil
from sunflower oil was not suitable in a butter blend due to its poor oxidative stability.

The absorption study revealed that the hypothesized increase in portal vein transport of free
fatty acids in response to DAG oil intake did not occur. However, an increase in portal vein
transport of glycerol was found, which confirms that metabolic processes in the enterocytes
are differing when DAG oil is ingested as compared to traditional TAG oil. Moreover, a
reduced TAG level in plasma was found in the late postprandial period, which is in
accordance with previous studies.

The feeding study showed a significant less accumulation of total body fat in final body
composition in response to feeding a DAG oil diet compared to a TAG oil diet. Contrary to
these results, feeding of the novel DAG butter blend showed a significant higher abdominal
fat weight to body weight ratio compared to the butter blend with conventional rapeseed
oil. Divergence in the chylo-portal partitioning of medium chain fatty acids from butterfat
may account for the observed unfortunate effects of DAG butter blend feeding. Results of
the balance study could not provide information to clarify the mechanism behind the
positive effects of the DAG oil diet or the observed effects of feeding the DAG butter blend
diet.



Conclusions. DAG oil can be produced at a satisfactory yield by glycerolysis both in small
scale and in a 20 kg-batch scale using Novozym 435. The quality of the novel butter blend
with DAG oil from rapeseed oil is satisfactory, though salt and butter flavour need
improvement. The hypothesis of increased portal vein transport of free fatty acids in
response to DAG oil intake is rejected, but a higher level of free glycerol is observed in the
portal plasma. The expected beneficial effects of the novel DAG butter are not found
possibly because of a changed metabolic pathway of butterfat.



Projektets baggrund og formal

I Japan (1999) og 1 USA (2005) er der kommet en ny type af olie pa markedet, til f.eks.
stegebrug, som indeholder op til 80% diacylglyceroler (DAG). Denne olie har vundet
meget store markedsandele pa grund af en reekke ernaeringsmaessigt relevante effekter. De
vasentligste af disse effekter er, at DAG-olierne ikke giver anledning til vaegtforegelse
ligesom de heller ikke giver anledning til fedtaflejring 1 leveren og forhgjet blodlipidniveau
efter indtagelse. Strukturen af DAG ses i figur 1.
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Forbruget af smorprodukter bestdende af smorfedt blandet med sundere vegetabilsk fedt er
steget kraftigt i de senere &r. Idéen bag dette projekt var derfor at blande DAG-olie med
smer 1 stedet for rapsolie, som 1 Kergirden, hvorved der muligvis kan opnas samme
ernzringsmessige fordele, som er vist for den rene DAG-olie.

Et af formalene med dette projekt har veret at screene lipaser og herefter optimere den
lipase-katalyserede fremstilling af DAG-olier. Efterfolgende opskaleredes processen til
pilotskala med det mél at f& produceret to forskellige DAG-olier med forskellig fedtsyre-
profil. Disse DAG-olier blev sa brugt til fremstilling af smerblandinger.

Kvaliteten af de nye smerblandingsprodukter med DAG-olie er af vaesentlig betydning for
en mulig fremtidig kommercialisering af produktet, da forbrugerens accept af produktet er
athangig af kvaliteten. Derfor var det ogsd projektets formal at undersoge
smerblandingernes oxidative stabilitet og sensoriske egenskaber.

En af hypoteserne til en forklaring pd den reducerede fedtakkumulering af spisefedtstoffer
baseret pd DAG er, at der mangler 2-monoacylglyceroler (MAG) i tarmcellerne til re-
syntese af TAG, fordi DAG-olien har et hejt indhold af 1,3-DAG. Acylgrupperne i 1,3-
DAG hydrolyseres til frie fedtsyrer og transporteres via portvenesystemet; se figur 2. Dette
projekt havde derfor til mél at undersege lipidsammensatningen i portveneblod efter
indtagelse af henholdsvis DAG- og TAG-olie i grise for at teste den navnte hypotese.

Fodringseffekter af de nye smorblandinger med DAG-olie sammenlignet badde med en
kontrol-smerblanding men ogsa med den rene DAG-olie enskedes undersogt i rotter i dette
projekt. Herved kunne det undersoges hvorvidt den nye type smerblandingsprodukt med
DAG-olie iblandet har samme positive effekter pa bl.a. fedtakkumuleringen som tidligere
har veret vist for ren DAG-olie. Endvidere onskedes ogsa balance og
respirationsundersogelser af bade smerblandinger og rene olier udfert. Hvis acylgrupperne i
1,3-DAG transporteres via portdresystemet til leveren i form af frie fedtsyrer og direkte
bruges til oxidation, vil DAG muligvis have en nitrogenbesparende effekt og medvirke til
en oget fedtforbreending. Derfor blev nitrogenbalancen (nitrogenretention og
nitrogenfordejelighed) bestemt pé basis af malinger af lipid- og proteinindtaget og
koncentrationer af de samme komponenter i1 faeces og urinen af rotter. Forbraendingen af
fedt og protein blev ligeledes bestemt ud fra balance og respirationsmalinger.
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Figur 2: Simpel skematisk praesentation af fordgjelse og re-esterificering til TAG i tarmcellerne efter
indtagelse af henholdsvis TAG, 1,2-DAG og 1,3-DAG.

Resultater

Procesoptimering og produktion af DAG olier

Seks kommercielle lipaser er blevet screenet for deres evne til at danne DAG i en
glycerolyse reaktion (olie og glycerol). Acylglycerol-sammensatningen er fulgt i alle
screeningsreaktioner over en periode pa 28 timer. Screeningen viste at Novozym 435 og
Lipase PS-D gav det hgjeste udbytte af DAG pa 60 wt %. Desuden blev det fundet at i en
glycerolyse reaktion foretraekkes en ikke-specifik lipase frem for en 1,3-specifik lipase, da
de ikke-specifikke lipaser giver det hgjeste indhold af den sn-1,3 isomere form af DAG.

Efterfolgende er den kommercielle lipase, Novozym 435, brugt til et optimeringsforseg
(glycerolyse) 1 batch vha. Response Surface Methodology (RSM). Til dette er software
programmmet Modde 6.0 benyttet til generering og evaluering af det statistiske
eksperimentelle design. Optimeringen viste at et udbytte pd 72 vaegt % DAG skulle vaere
muligt med folgende optimale parametre: Reaktionstid ca. 13-14 timer, enzym mangde ca.
9-10 wt % af olie massen, temperatur ca. 65°C, vandindhold ca. 2-3 vegt % af glycerol
massen og olie/glycerol ratio ca. 2 mol/mol. Udbyttet var dog stadig ca. 60 vagt % DAG
under de optimale reaktionsbetingelser. Dette skyldtes hojst sandsynligt en ligevaegt i
reaktionen som det eksperimentelle design ikke er i stand til at tage hejde for. Diverse
forseg pd at rykke ligevagten i glycerolyse reaktionen mod et hgjere DAG udbytte var ikke
nogen succes. Disse resultater viste samlet set at glycerolyse.reaktionen med Novozym 435
var meget stabil, da markante @ndringer 1 reaktionsparametrene ikke medferte et markant
fald i DAG-indholdet i reaktionsblandingen. Den stabile reaktion vil vare en fordel
industielt, da variationen fra batch til batch herved vil vere lav.

Et studenterprojekt viste, at det er muligt at fremstille DAG 1 en kontinuert proces med
Novozym 435. Processen havde et udbytte pa ca. 50 vaegt % DAG. Glycerolmangden i den
kontinuerte proces kunne nedsattes til et molart forhold af olie til glycerol pa 3:1. Det er
meget positivt, at glycerolyse-reaktionen kunne give sa hojt et DAG-udbytte med sé lavt et



glycerol-indhold, da et lavt glycerol-indhold var enskeligt pga. glycerols mulige negative
indflydelse pa en kontinuert proces.

Produktionerne af DAG-olie i pilotskala (ca. 20 kg olie) gav et udbytte pad mellem 50-60
vaegt % DAG. Optimeringen af oprensningen pd SPD-anlaegget gav folgende resultat: Frie
fedtsyrer og MAG kunne fjernes som destillat ved 175°C i ferste trin og DAG kunne
opsamles som destillat ved 250-260°C 1 andet og tredje trin. Herved blev TAG tilbage som
remanens.

Produktionen af to forskellige DAG-olier resulterede i to feerdigoprensede olier med et
indhold af DAG pa 92 vagt %, hvor de resterende 8 vagt % er MAG. Den isomere ratio
mellem sn-1,2(2,3)-DAG og sn-1,3-DAG i olierne er ca. 35:65. Fedtsyreprofilen af DAG-
olierne sammenlignet med de to udgangsolier, rapsolie og solsikkeolie, var stort set ens,
hvilket var vigtig i forbindelse med ern@ringsforsegene. Indholdet af frie fedtsyrer var
ligeledes ens 1 DAG-olierne og udgangsolierne (0,04-0,05 %); se tabel 1. Det lave FFA-
indhold var vigtigt for den sensoriske evaluering, da FFA smager darligt.

Tabel 1: Karakterisering af de oprensede DAG-olier og af de olier, de er produceret ud fra.

Rapsolie DAG olie Solsikkeolie = DAG olie
(raps) (solsikke)

Mzangde oprenset olie (kg) - ~20 - ~21
FFA (veegt %) 0,04 0,05 0,04 0,05
o-TE (mg/kg)”’ 419 331 606 526
Acylglycerol sammensatning (vagt %):
TAG 100 n.d. 100 n.d.
1,3-DAG nd.“ 58 n.d. 57
1,2-DAG n.d. 35 n.d. 35
MAG n.d. 7 n.d. 8
FA-profil (vaegt % FA):
16:0 4,8 5,1 59 6,0
18:0 1,7 2,0 39 39
18:1 n-9 57,1 54,7 25,6 25,8
18:1 n-7 3,2 3,1 0,9 0,9
18:2 n-6 21,1 24,1 61,3 61,0
18:3 n-3 9,1 8,4 0,9 0,9
20:0 0,5 0,5 0,3 0,3
20:1 n-9 1,2 1,2 0,3 0,3
22:0 0,4 0,4 0,7 0,6
Andre 0,9 0,5 0,2 0,3

“n=2,°0-TE = a-tocopherol &kvivalenter, n=2, © n.d. = not detected.



Oxidativ stabilitet og sensorisk evaluering af DAG-produkter

Data fra holdbarhedsstudiet med de 4 smerblandinger er blevet behandlet 1 software-
programmet Unscrambler. Resultaterne fra den multivariate databehandling er vist i figur 3
for parametrene: Peroxidtal, tocopherol-indhold og sensorisk evaluering.

10 PC2 Correlation Loadings (X and Y)
0.5
0 —
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Figur 3: Correlation loading plot af APLSR analysen for holdbarhedsstudiet af smerblandinger (model =
PC3). X-data er: smerblandinger med solsikkeolie (BTsun), med DAG-olie af solsikkeolie (BDsun), med
rapsolie (BTrap) og med DAG-olie af rapsolie (BDrap). Y-data er peroxid-tal (PV), tocopherol-indhold (toco)
og sensoriske residualer (butter, salt, rancid, marg). Den inderste ellipse indikerer at 50 % af variationen i data
er forklaret og den ydre ellipse at 100 % af variansen i data er forklaret.

Loading plottet i figur 3 viser, at BTrap (smerblanding med rapsolie) var positivt korreleret
med salt og smersmag, BDsol (smerblanding med DAG-olie (af solsikke)) var positivt
korreleret med harsk og margarine, BTsun (smerblanding med solsikkeolie) korrelerede
positivt med peroxid tal og BDrap (smerblanding med DAG-olie (af rapsolie)) var fint
beskrevet af modellen, men korrelerede ikke positivt med noget men negativt med peroxid-
tal.

Forsegene har vist, at DAG-olie fremstillet udfra rapsolie kan bruges 1 smerblandinger, da
holdbarheden var magen til smorblandinger med almindelig rapsolie. Peroxid-vaerdierne
(PV) samt udviklingen af flygtige stoffer med ubehagelig lugt/smag var minimal og ligner
udviklingen i smerblandinger med almindelig rapsolie. Mht. den sensoriske bedemmelse
smagte smorblandingerne med DAG-olie af rapsolie meget neutralt. Hermed forstas, at de
smagte mindre salt og herved ogsé mindre af ”smer”. Smagsegenskaberne skal derfor
optimeres, hvis der skal foretages udvikling til markedet.

Pa baggrund af de sensoriske resultater blev det derfor besluttet at undersoge
vanddrébestorrelsen 1 smerblandingerne vha. confocal laser scanning microscopy (CLSM),
da det har indflydelse pé saltsmagen. Figur 4 viser, at vanddrabesterrelsen var meget
mindre i smeeblandingen med DAG-olie af rapsolie sammenlignet med smerblandingen
med rapsolie. De smé vanddraber skyldtes, at denne smerblanding havde en meget hgj
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emulsionsstabilitet. De mindre vanddraber bevirker, at den smag, som er i vandfasen (bl.a.
salt) bliver langsommere frigivet i munden og derfor ikke opfattes som varende sarlig
kraftig. Sterre vanddraber kunne sandsynligvis fas ved at tilsaette emulgatorer med en hgj
HLB-veardi (hydrofil lipofil balance) eller evt. hydrolyseret valleprotein til
smerblandingerne. En anden mulighed er at @ndre pa procesparametrene for
smorblandingsfremstillingen.

2,5 um 2,5um

Figur 4: Konfokal laser scanning mikroskopibilleder af smorblanding med rapsolie (til venstre) og med
DAGe-olie (af rapsolie) (til hegjre). De sorte omrader er vanddréber og de rede er fedtfasen.

Smerblandinger med DAG-olie fremstillet udfra solsikkeolie samt med almindelig solsikke
olie blev hurtigere harske end smerblandinger med rapsolie. Dette var formentlig forrsaget
af det hgjere indhold af flerumettede fedtsyrer i solsikkeolie, da disse har lettere ved at
blive oxideret. Solsikkeolie var derfor ikke egnet i smorblandinger - hverken som
almindelig olie eller som DAG-olie.

Der er ogsé blevet malt sekundere flygtige stoffer 1 proverne fra holdbarhedsstudiet med
smerblandingerne. Resultaterne af den multivariate dataanalyse af disse data stetter de
konklusioner, der er prasenteret ovenfor pa baggrund PV og de sensoriske resultater.

Absorption og metabolisme af DAG-holdige produkter

Absorptionen til portvenen efter bolusfodring af grise med enten DAG-olie, TAG-olie (hér
rapsolie) eller med standard grisefoder er blevet undersogt. Resultaterne viste, at der ikke er
en mélbar forskel pd niveauet af frie fedtsyrer i portvenen efter bolusfodring med enten
TAG-olie eller DAG-olie af raps; se figur 5. P4 den baggrund kunne hypotesen om oget
transport af frie fedtsyrer via portvenen efter indtagelse af DAG-olier forkastes. Til
gengaeld var der et signifikant hgjere niveau af glycerol i portvenen den forste time efter
bolusfodring med DAG-olie sammenlignet med almindelig TAG-olie og standard
grisefoder; se figur 5. Dette er et nyt resultat inden for DAG-forskningsomradet. At mere
glycerol blev transporteret via portvenen indikerer at fordejelsen i tarmen samt

11



metabolismen i tarmcellerne er anderledes efter indtag af DAG-olie sammenlignet med
almindelig TAG-olie, da frit glycerol bliver syntetiseret til en hgjere grad.

Desuden viste resultaterne fra griseforseget, at det sen-postprandiale niveau af
triacylglycerol (TAG) 1 arterieplasma var lavere efter bolusfodring med DAG-olie
sammenlignet med niveauet efter fodring med almindelig TAG-olie (af rapsolie); se figur 6.
Dette resultat er blevet bekraftet af analyse af individuelle fedtsyrer samt af total fedtsyre-
niveau i arterieplasma, hvor det ogsa blev fundet, at niveauet var lavere efter indtagelse af
DAG-olie. Disse observationer er i overensstemmelse med tidligere resultater fra forsog
med DAG-olie.
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Figur 5: Andring fra fastende niveau (A) af plasma frie fedtsyrer (NEFA) (A) og glycerol (B) i portvenen
efter bolusfodring med TAG, DAG og standard grisefoder. Gennemsnit + SEM, n=6 for DAG og TAG og
n=3 for standard grisefoder. P <0.05, ** P < 0.001, *** P < 0.0001.
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Et fodrings- og balancestudie i rotter blev udfert med fire forskellige dizter baseret pa
rapsolie: DAG- hhv. TAG-olie, smorblanding med DAG- hhv. TAG-olie.

De fire dizter havde ingen indflydelse pa kropsvagten efter de 7 ugers fodring.
Undersogelse af den endelige kropssammensatning viste, at dizeten med DAG-olie
medforte et signifikant lavere akkumulering af legemsfedt sammenlignet med
kontrolgruppen, som havde faet almindelig rapsolie (TAG-olie) i foderet. Modsat blev det
fundet, at det nye smerblandingsprodukt med DAG-olie medferte et hgjere forhold i
mangden af abdominalfedt i forhold til kropsvegt sammenlignet med kontrolgruppen, der
havde fiet smorblanding med rapsolie (TAG-olie); se tabel 2. Arsagen til den ogede
fedtaflejring ved fodring med den DAG-olieholdige smerblanding skyldtes formodentlig en
@ndret metabolisme af fedtsyrerne fra smorfedtet. Normalt vil en del af de mellemkeaedede
fedtsyrer fra smorfedt efter absorption til tarmcellerne blive transporteret via portvenen til
leveren, hvor de forbraendes til energi. Nar smerfedt indgives sammen med DAG-olie, sker
der sandsynligvis en @ndret metabolisme i tarmcellerne, som formindsker transporten af de
mellemkeaedede fedtsyrer via portvenen. I stedet bliver de inkorporerede i chylomicroner,
som transporteres via lymfen til blodbanen, hvorefter fedtet hovedsageligt aflejres i
fedtvaev.

Resultaterne viste ogsa, at DAG-olie-gruppen havde et hgjere indhold at protein 1 den
endelige kropssammensatning (se tabel 2), hvilket er i god overensstemmelse med det
lavere legemsfedtindhold. For DAG-smerblandingsgruppen gor det modsatte sig geldende:
Et signifikant lavere proteinindhold i den endelige kropssammensetning blev observeret.
Dette stemmer ogsa overens med at hgjt forhold mellem mangden af abdominalfedt i
forhold til kropsvagt.

Tabel 2: Effekter af fodring med de fire diseter pa kropsvaegt, endelig kropssammensatning, levervagt og —
fedtindhold og veegt af abdominalt fedtvaev.

Smerblandinger Olier P-veerdi
TAG DAG TAG DAG Over- TAG vs.
ordnet DAG*

Kropsvegt, start (g) 66,6 67,1 67,0 66,3 0,94 0,91
Kropsvagt, slut (g) 2942 287,5 284.,6 268,9 0,21 0,20
Daglig vagtforogelse (g) 5,4 52 5.2 4,8 0,29 0,23
Endelig kropssammensztning
Protein (N x 6.25), g/kg DM 610" 561° 584° 648° 0,014 0,67
Fedt, g/kg DM 318% 357° 348° 273° 0,029 0,39
Aske, g/kg DM 122 89 106 99 0,10 0,036
Energi, MJ/kg DM 26,04 26,41° 26,39 24,68° 0,012 0,084
Lever og abdominalt fedt**:
Lever vagt (g) 8,46 8,19 8,08 7,55 0,152 0,160
Lever vagt /kropsvagt (%) 2,90 2,86 2,86 2,86 0,972 0,951
Fedtindhold i lever (% FA) 7,28 7,85 6,38 6,28 0,089 0,627
Abd. fedt vaegt (g) 13,52 17,42° 14,86®  10,97° 0,030 0,997
Abd. fedt vaegt/ kropsvaegt (%) 4,63 6,09° 525" 4,16 0,017 0,753

Middelverdier i samme raekke der ikke har ens bogstav er forskellige P < 0.05. DM = terstof. *Kontrast P-
veerdi for analysen af TAG data (olie + smor) versus DAG data (oliet smar). ** Abd. fedt = abdominal fedt.
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Beregning af protein-, fedt-, og energibalancer fra det kombinerede fodrings- og
balancestudie viste, at der stort set ikke var nogen signifikante forskellige mellem rene
DAG- og TAG-oliedizter eller for DAG- og TAG-smerblandingsdizter. Den eneste forskel
som blev observeret var, at mere protein blev forbraendt efter indtagelse af DAG-
smerblanding sammenlignet med kontroldizeten med TAG-smerblanding. Dette var i god
overensstemmelse med resultaterne af den endelige kropssammensetning, hvor et lavere
proteinniveau blev malt for denne gruppe.

Overordnet set kunne balancestudiet ikke forklare den lavere fedtaflejring efter fodring med
DAG-olie. Desuden viste balanceresultaterne, at effekterne af fodring med DAG-
smorblanding ikke var fordrsaget af forskelle i foderindtag, fordejelighed, formindsket
varmeproduktion eller en oget energiaflejring.

Konklusion

DAG-olie kan syntetiseres via lipase-katalyseret glycerolyse med den kommercielle lipase
Novozym 435 med et udbytte pd 60 vaegt %. Denne proces er meget stabil, da samme
DAG-udbytte opnés under varierende reaktionsbetingelser. Det er muligt at opskalere
glycerolysereaktionen til pilotskala (20 kg olie) og fa samme udbytte som i
laboratorieskala.

Smerblandingsprodukter indeholdende 40 vagt % DAG-olie, der er produceret ud fra
rapsolie, har en sammenlignelig oxidativ stabilitet med smerblandinger med almindelig
rapsolie og smagen er neutral. Smagen af salt og smer mangler dog i den nye type
smerblanding. Dette skyldes hgjst sandsynligvis, at vanddraberne i smerblandinger med
DAG-olie er meget mindre end i smerblandinger med almindelig olie, og frigivelsen af
vandopleseligs smagskomponenter derfor sker langsommere. En optimering af saltsmagen
vil derfor vere en nedvendighed.

Absorptionsstudiet i grise viste at der ikke er en gget transport af frie fedtsyrer efter
indtagelse af DAG-olie, hvorfor denne hypotese kan forkastes. I stedet blev der observeret
en signifikant hgjere transport af glycerol i portveneplasma som respons til bolusfodring af
grise med DAG-olie. Dette bekrefter, at fordejelse 1 tarmen og metabolismen i1 tarmcellerne
er anderledes efter indtagelse af DAG-olie.

Fodringsstudiet i rotter viste, at mindre fedt blev aflejret i fedtvev efter fodring 1 7 uger
med DAG-olie sammenlignet med TAG-olie. Modsat viste det sig, at mere fedt blev
aflejret, nar foderet indeholdt smerblanding med DAG-olie sammenlignet med
smerblanding med almindelig TAG-olie. Kombinationen af mellemkeaedede fedtsyrer fra
smorfedt og DAG-olie i DAG-smerblandingen er muligvis drsagen til den ogede
fedtaflejring efter fodring med DAG-smerblandingen. Resultaterne fra balancestudiet kan
ikke hjlpe med at forklare de observerede effekter af olie hhv. smerblandinger med DAG.
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Samarbejdsrelationer

I forbindelse med den enzymatiske fremstilling af DAG olierne blev der etableret kontakt
med Hans Christian Holm og Tommy Lykke Rasmussen fra Novozymes A/S. De har
doneret forskellige lipaser samt immobiliseringsmateriale til screenings- og
optimeringsforsegene samt til stor-skala fremstillingen af DAG-olierne.

I forbindelse med fremstillingen af smorblandingsprodukter til stabilitets- og
ernzringsforseg blev der etableret samarbejde med Henrik K. Frederiksen fra Arla Foods
amba, Holstebro. Arla Foods amba donerede smer mm. til fremstillingen af
smerblandingsprodukterne og var ligeledes behjelpelige med selve fremstillingen i deres
pilot udstyr.

Ulf Andersen fra Arla Foods amba i Brabrand har varet behjelpelig med at méle
vanddrébestorrelse 1 smorblandingsprodukterne. Disse analyseresultater var af stor
betydning for tolkningen af den lave saltsmag i smerblandingsprodukterne med DAG-olie.

Videnskabelig betydning af projektet

Dette projekt har demonstreret, at det er muligt at producere DAG 1 storskala ved hjelp af
en lipase-katalyseret glycerolyse reaktion, hvilket er et nyt resultat inden for produktion af
DAG-olie. Herved fremlagges en ny enzym-katalyseret proces til storskala produktion af
DAG-olie. Projektet viser ydermere, at frie fedtsyrer fra DAG-olie ikke transporteres via
portvenen, men at glyceroltransporten via portvenen oget signifikant. Dette er nye
videnskabelige beviser, som er meget vigtige for at forstd og klarlegge de metaboliske
processer for DAG. Projektet bidrager ogsa med yderligere information angéende de
ernzringsmassige positive effekter forbundet med indtag og DAG-olie.
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Indtagelse af en kombination af DAG-olie og smerfedt resulterede i en gget akkumulering
af legemsfedt, hvilket indikerer at absorptionen af smerfedtet bliver pavirket af DAG-olien.
Vi ber derfor vaere opmaerksomme overfor kommende DAG-produkter.
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