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Ágrip – Fyrir um 15 árum tókst að smíða einsleit þríglýseríð sett hreinni eikósapentaensýru (EPA) og
dókósahexaensýru (DHA) fyrir tilstilli kyrrsetts Candida antarctica lípasa (CAL). Efnasmíðin gaf ágætar
heimtur og þríglýseríðin fengust mjög hrein. Nú hefur aðferðafræðin verið útvíkkuð fyrir smíðar á marg-
víslegum einsleitum þríglýseríðum með stuttum, meðallöngum og löngum keðjum af mettuðum fitusýrum,
einómettaðri fitusýru og fjölómettuðum fitusýrum af bæði ómega-3 og ómega-6 gerð. Glýseról var esterað
með jafngildi af óbundnum fitusýrum. Efnahvarfið var framkvæmt við 65◦C og haft við undirþrýsting án
leysis. Í öllum tilfellum fengust ágætar heimtur (94-98%) eftir hreinsun á einfaldri kísilsúlu. Öll mynd-
efni voru sannkennd með 1H og 13C NMR mælingu, IR mælingu og frumefnagreiningu eða nákvæmri MS
greiningu.

1. Inngangur

Fitusýrur eru samsettar úr kolvetniskeðju og karboxyl-
sýruhópi. Þegar kolvetniskeðjan er mettuð er talað um
mettaðar fitusýrur, einómettaðar þegar eitt tvítengi er
á keðjunni og fjölómettaðar þegar tvítengin eru tvö
eða fleiri [1]. Algengasta form fitusýra í náttúrunni er
þríglýseríðaformið þar sem fitusýrurnar tengjast sem
esterar inn á allar þrjár alkóhólstöður glýseróls. Slík
náttúruleg þríglýseríð er að finna í dýrafitu, fiskiolíum
og jurtaolíum. Það sem einkennnir t.d. lýsi er mik-
ill fjöldi mismunandi fitusýra, miðlungslangar (C14),
langar (C16 – C18) og mjög langar (C20 – C22), mettað-
ar, einómettaðar og fjölómettaðar. Fjöldi þeirra er yfir
50 og eru þær nokkuðhandahófsdreifðará þríglyseríð-
in, þótt yfirleitt sé miðstaðan fjölómettaðri en enda-
stöðurnar [2]. Eins og nærri má geta er því um að ræða
flókna blöndu þríglýseríðsameinda í lýsi. Einsleit þríg-
lýseríð hafa hins vegar eina og sömu fitusýruna tengda
í öllum stöðum og eru slík efnasambönd viðfangsefni
þessarar greinar.
Algengustu mettuðu fitusýrurnar í náttúrulegum

þríglýseríðum eru palmitínsýra (C16:0) og sterínsýra
(C18:0) en olíusýra (C18:1 ω − 9) og línolíusýra (C18:2
ω − 6) eru algengustu ómettuðu fitusýrurnar. Ómega-
3 fjölómettaðar fitusýrur eru einkennandi fyrir sjávar-
fang og ómega-6 fjölómettaðar fitusýrur er einkum að
finna í plöntum og jurtaolíum. Mikilvægasta ómega-

6 fitusýran er arakídónsýra (ARA, C20:4 ω − 6). Eitt
helsta hlutverk hennar er að vera forveri í myndun
prostaglandína og tengdra efna, svokallaðra eikós-
anóíða [3]. Að auki tengist hún ónæmiskerfinu og
þroskun kornabarna [4]. Rannsóknir sem gerðar hafa
verið síðustu áratugina á áhrifum lýsis og sjávar-
afurða á ýmsa sjúkdóma benda til margvíslegra já-
kvæðra áhrifa lýsisneyslu [5–7]. Má þar nefna hjarta-
og æðasjúkdóma, ýmsa sjúkdóma tengda bólgu- og
ónæmisferlum, geðsjúkdóma og þroskun taugakerf-
is og heila [4]. Þessi áhrif eru einkum rakin til
cis-5,8,11,14,17-eikósapentaensýru (EPA, C20:5 ω −

3) og cis-4,7,10,13,16,19-dókósahexaensýru (DHA,
C22:6 ω−3).Mynd 1 sýnir efnabyggingu fjölómettuðu
fitusýranna EPA og DHA auk mettaðra, einómettaðra
og annarra fjölómettaðra fitusýra. Þar kemur einnig
fram merking ómega kerfisins sem miðast við stað-
setningu þess tvítengis sem er næst ω-enda keðjunnar,
þ.e. metyl enda hennar, en α-endi hennar er karboxyl-
sýruhópurinn.

Þríglýseríð sem innihalda mettaðar miðlungslang-
ar (C6 – C12) fitusýrur í endastöðum og langa fjöló-
mettaða fitusýru í miðstöðu glýseróls, hafa vak-
ið athygli vísindamanna vegna jákvæðra heilsu-
farslegra áhrifa [8,9]. Þetta eru svonefnd stöðubundin
þríglyseríð og er ástæðan fyrir þessu sú að fitusýrurnar
í endastöðunum verða fyrir hröðu vatnsrofi briskirt-
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Mynd 1. Efnafræðileg uppbygging á mettuðum, einómett-
aðri og fjölómettuðum fitusýrum.

ilslípasa í meltingarveginum, aðsogast inn í smáþarm-
ana og eru fluttar hratt í lifrina þar sem þær eru nýtt-
ar sem orkuskot. Það sem eftir er, 2-mónóglýseríð
(2-MG) skipuð fjölómettuðu fitusýrunni, eru síð-
an nýtt í starfsemi líkamans [8]. Þríglýseríð með
fjölómettaða fitusýru, einkum EPA og DHA, í mið-
stöðu glýseróls ættu því að vera sérstaklega áhuga-
verð, en slík stöðubundin þríglýseríð hafa verið smíð-
uð á Raunvísindastofnun á undanförnum misserum
[10,11].
Tilgangur þeirra rannsókna sem hér er lýst var tví-

þættur. Annars vegar að nota aðferðina sem upphaf-
lega var þróuð fyrir EPA og DHA [12] til að útbúa
einsleit þríglyseríð sett mettuðum, einómettuðum og
fjölómettuðum fitusýrum af margvíslegri lengd. Hins
vegar að notfæra sér þessi efnasambönd til að kort-
leggja breytileika í staðsetningumerkja fyrir karbónýl-
kolefni fitusýranna í 13C NMR rófum þríglýseríðanna
bæði með tilliti til staðsetningar fitusýrunnar á glýser-
ólinu, þ.e. í endastöðum (α) og miðstöðu (β), og síð-
an með tilliti til lengdar fitusýrunnar og mettunarstigs
hennar. Slíkar niðurstöður má hagnýta við notkun á
13C NMR til að greina staðsetningu einstakra fitusýra
í stöður þríglýseríða í flóknum þríglýseríðum náttúru-
legrar fitu. Þá má einnig nota slíkar niðurstöður við
rannsóknir á staðvendni lípasa í efnasmíðum á stöðu-
bundnum þríglýseríðum [10,11].
Í þessu skyni voru útbúin þríglýseríð af eftirtöld-

um fitusýrum: mettuðu fitusýrunum kaprósýru C6:0
(1), kaprylsýru C8:0 (2), kaprísýru C10:0 (3), lársýru
C12:0 (4), myristínsýru C14:0 (5), palmitínsýru C16:0 (6)
og sterínsýru C18:0 (7); einómettuðu fitusýrunni olíu-
sýru C18:1 (8); fjölómettuðu fitusýrunum línolíusýru
C18:2 ω − 6 (9), α-línólensýru C18:3 ω − 3 (10), γ-

línolensýru C18:3 ω− 6 (11), arakídónsýru C20:4 ω− 6

(12), eikósapentaensýru C20:5 ω − 3 (13) og dókósa-
hexaensýru C22:6 ω− 3 (14). Bygging þessara fitusýra
er sýnd á mynd 1. Lípösum var beitt til að hvata beina
esterun þessara fitusýra á þríglýseríðin.
Lípasar eru mikið notaðir í efnahvörfum á fitu-

efnum. Þeir tilheyra flokki serín hýdrólasa sem hvata
vatnsrof til myndunar á estertengjum á glýseróli.
Lípasar þykja einkar þægilegir, þeir eru ódýrir og auð-
veldir í notkun auk þess sem þá er hægt að nota á
fjölda efna. Þá er bæði hægt að nota í lífrænum leys-
um og vatnslausnumog virknigeta þeirra helst allt upp
í 100◦C í lífrænum leysum [13]. Einn helsti kostur
lípasa er hve mildar aðstæður þeir geta boðið upp á
og þeir þykja því einkar hentugir fyrir efnahvörf þar
sem fjölómettaðar fitusýrur koma við sögu þar sem
þær eru viðkvæmar fyrir harkalegum aðstæðum vegna
hættu á oxun, umröðun tvítengja, umskipan um tví-
tengi úr cis í trans og fjölliðun [14]. Við efnasmíð-
ar þríglyseríða hafa menn beitt hefðbundnum aðferð-
um lífrænna efnasmíða og nota sýruklóríð fitusýranna,
einkum þeirra mettuðu, en mildari asýlmiðla í tilviki
þeirra fjölómettaðri eins og dícyclohexylkarbódíimíð
eða 1,1 -karbónýldíimíðazól [1].

2. Niðurstöður og umræður

Grein þessi fjallar um efnasmíðar á margvíslegum
einsleitum þríglýseríðum skipuðum mettuðum, einó-
mettuðum og fjölómettuðum fitusýrum. Kyrrsettur
Candida antarctica lípasi (CAL) (Novozym 435) var
notaður til að hvata beina esterun á glýseróli með
þrem jafngildum af óbundnumfitusýrum og var hvarf-
ið framkvæmt við 65◦C. Enginn leysir var notaður í
hvarfinu og vatn sem myndaðist í esteruninni fjarlægt
með uppgufun við lágan þrýsting og þéttingu í kæli-
gildrumeð fljótandi köfnunarefni. Þannig fengust góð-
ar heimtur því komið var í veg fyrir afturkræft hvarf
með því að fjarlægja vatnið jafnóðum úr hvarfinu.
Efnahvarfi þessu var almennt lokið eftir 48 klukku-
stundir. Öll mettuðu þríglýseríðin, frá tríkapróíni (1)
til trísteríns (7), voru kristalsefni. Einómettaða þríg-
lýseríðið tríolín (8) og fjölómettuðu þríglýseríðin, frá
trílínolíni (9) til trídókósahexaeníns (14), reyndust
vökvar. Í þeim tilfellum þar sem notaðar voru stuttar
fitusýrur, t.d. kaprósýra og kaprylsýra, þurfti að lækka
hitastigið niður í 40◦C og til að koma enn frekar í veg
fyrir uppgufun þeirra var notaður eimsvali til að halda
sýrunni í lausninni. Mynd 2 sýnir efnahvarfið í heild
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Mynd 2. Esterun glýseróls með mettuðum, einómettuðum
og fjölómettuðum fitusýrum.

sinni. Tafla 1 sýnir þær gerðir einsleitra þríglýseríða
sem voru smíðaðar og heimtur þeirra (94-98%) eftir
hreinsun með einfaldri súlukeyrslu með díklórómetan
sem ferðafasa.
Candida antarctica lípasinn sem notaður var í

efnahvarfinu er svokallaður ósérvirkur lípasi. Í því felst
að hann getur verkað bæði á endastöður og miðstöðu
glýserólsins í vatnsrofi þríglýseríða. Á mynd 3 er hins
vegar sýnd sú leið sem efnahvarfið er talið fara. Þar má
sjá að lípasinn hvarfast alfarið fyrst við endastöðurnar
og síðan tekur við svokölluð asýl umröðun. Með asýl
umröðun er átt við að esterhópur sem er í endastöðu
umraðast yfir í miðstöðuna á glýserólinu án þess að
lípasinn komi þar beint við sögu [15]. Við það losnar
endastaða og lípasinn getur í kjölfarið hvarfað fitu-
sýru aftur í þá stöðu. Sterkar vísbendingar eru um að
innsetning fitusýrunnar í miðstöðu glýseróls eigi sér
fremur rætur að rekja til slíkrar asýl umröðunar en að
lípasinn verki beint í þá stöðu og er það m.a. stutt hita-
stiginu sem hvarfið er framkvæmt við sem er beinlínis
hvetjandi fyrir slíka umröðun [13,14].

1H NMR var notað til að fylgjast með framvindu
hvarfsins og til að rannsaka innsetningu fitusýrunnar
í einstakar stöður á glýserólin í gegnum myndun á 1-
og 2-mónóglýseríðum (MG), 1,2- og 1,3-díglýseríðum
(DG) og þríglýseríðs (TG) eftir því sem leið á efna-
hvarfið. Mynd 4 sýnir framvindu myndunar á eins-
leitum þríglýseríðum með palmitínsýru sem viðmið-
un. Myndin sýnir tímaferli myndunar á einsleitum
þríglýseríðum sem fall af hvarftíma efnahvarfsins á
móti % mól innsetningu fitusýru á hvern alkóhólhóp
á glýserólhlutanum. Eins og sést á myndinni hvörfuð-

Mynd 3. Skematísk mynd yfir ferlið sem hvarfið er talið fara
í gegnum.

ust endastöðurnar á glýserólinu miklu hraðar er leiddi
til myndunar á 1,3-DG. Við þetta háa hitastig (65◦C)
aukast líkurnar á asýl umröðun verulega þegar asýl
hópur umraðast í miðstöðuna er leiðir til myndunar
á 1,2-DG. Venjulega myndi slík asýl umröðun teljast
óæskilegt hliðarhvarf, t.d. í efnasmíðumá stöðubundn-
umþríglýseríðumþar sem lípasi er notaður til at stjórna
staðvendni [14], en í þessu tilfelli er um nauðsynlegt
hvarf að ræðaþar sem lípasinn esterar ekki auðveldlega
miðstöðuna. Þá getur sú endastaða sem losnaði orðið
asýlhópi aftur að bráð. Þegar saman fór hátt hitastig og
hraðvirkurCAL lípasi, gekk hvarfiðmjög vel en vegna
lágs yfirmagns sem notað var til að spara fjölómettuðu
fitusýrurnar reyndist nauðsynlegt að láta hvarfið ganga
í tvo sólarhringa til að tryggja 100% framvindu.
Mynd 4 sýnir að mjög lítið af 1-MG myndaðist í

upphafi og eftir 7 klst. hvarf var það ekki sýnilegt leng-
ur. Engin merki voru um 2-MG í hvarfinu og bendir
það eindregið til þess að lípasinn verki ekki í miðstöð-
una. Hugsanlegt hefði verið að 1-MGmyndi umraðast
í 2-MG, einkum vegna hins háa hitastig. Hins vegar
væri 2-MGmjög gott hvarfefni fyrir lípasann þar sem
báðar endastöðurnar eru til reiðu fyrir esterun lípasans.
Því gæti 2-MG verið að hvarfast hratt til myndunar á
1,2-DG, það hratt að 2-MG sæist ekki á 1HNMR. 1,3-
DG fór fljótt að hlaðast upp og eftir aðeins 1 klst. hafði
43% safnast upp af því. Það dvínaði síðan hratt þegar
á leið og var komið niður í aðeins 6% eftir 12 klst.
Þríglýseríðin (TG) byrjuðu fljótt að safnast upp, nán-
ast í sama hlutfalli og magn 1,3-DG dvínaði. Myndun
á 1,2-DG var nokkuð stöðug framan af. Eftir 1 klst.
höfðu 8% safnast upp og þegar á hvarfið leið dró úr
magni þess. Í töflu 1 sést að á meðan eitthvað var til
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Tafla 1. Yfirlit yfir heimtur og 13C NMR efnavik karbónýlkolefna einsleitra þríglýseríða

Nr. Efni Fitusýra Heimtur 13C NMR (C=O; δ ppm)

(%) α β

- Tríasetín C2:0 - 170.2 169.9

- Tríbútyrín C4:0 - 172.9 172.5
1 Tríkapróín C6:0 96 173.2 172.8

2 Tríkaprylín C8:0 98 173.2 172.8

3 Tríkaprín C10:0 95 173.2 172.8

4 Trílárín C12:0 96 173.3 172.9
5 Trímyristín C14:0 95 173.3 172.8

6 Trípalmitín C16:0 95 173.3 172.9

7 Trísterín C18:0 94 173.3 172.9

8 Tríolín C18:1 ω − 9 98 173.2 172.8

9 Trílínolín C18:2ω − 6 97 173.3 172.8
10 Trí-a-línolenín C18:3ω − 3 94 173.2 172.8

11 Trí-g-línolenín C18:3ω − 6 94 173.0 172.6

12 Tríarakídonín C20:4ω − 6 96 173.0 172.6

13 Tríeikósapentaenín C20:5ω − 3 95 173.0 172.6
14 Trídókósahexaenín C22:6ω − 3 97 172.5 172.1

Mynd 4. Tímaferli myndunar á einsleitum þríglýseríðum (esterun á glýseróli með palmitínsýru).

staðar af 1,3-DG í hvarfinu var 1,2-DG líka þar, sem
bendir til að stöðug umröðun hafi verið á milli 1,3-DG
og 1,2-DG í hvarfinu þó meira í átt að 1,3-DG. 1,2-
DG gæti hugsanlega líka myndast beint úr 1-MG við
esterun lípasans í miðstöðu, en þar sem engin sjáan-
leg myndun á 2-MG átti sér stað má gera ráð fyrir að
lípasinn sé ekki að verka beint í miðstöðuna. Allavega
er nokkuð ljóst að asýl umröðunin er mun stórtækari
en verkan lípasans í miðstöðuna í hvarfinu. Þetta hefur
reyndar fengist staðfest í nánari athugunum á verkan
lipasans á miðstöðuna þar sem upphafsefnið í hvarfinu
var hreint 1,3-DG.

Mynd 3 sýnir yfirlit yfir ferli myndunar á þríg-
lýseríðum. Myndun á þríglýseríðum (TG) krefst þess
að lípasinn annað hvort verki beint í miðstöðuna eða
asýl umröðun á 1,3-DG í 1,2-DG eigi sér stað. Út frá
fyrri ályktun um að engin myndun á 2-MG eigi sér
stað má gera ráð fyrir að esterun í miðstöðu og mynd-
un á 1,2-DG hljóti að hafa farið í gegnum asýl umröð-
un fyrir tilstuðlan 1,3-DG. Eftir asýl umröðunina og
myndun á 1,2-DG getur lípasinn auðveldlega esterað
endastöðuna á ný og myndað þríglýseríð.Margt bend-
ir því til þess að asýl umröðun valdi því að fitusýran
fari í miðstöðuna en lípasinn komi þar hvergi nærri.
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Öll myndefnin voru sannkennd með 1H og 13C
NMR og IR litrófsgreiningum, massagreiningu og
frumefnagreiningu. Staðsetning karbónýlkolefnanna
(C=O) sást vel á 13C NMR rófunum sem tveir toppar,
annars vegar fyrir kolefnin tvö sem voru í endastöðum
(α) á glýserólhlutanumog svo hins vegar fyrir kolefnið
sem var í miðstöðu (β). Staðsetning kolefnanna á 13C
NMR getur verið mismunandi eftir því hvort um er að
ræða mettaðar eða fjölómettaðar fitusýrur og hversu
langar þær eru. Mikilvægt er að þessi gildi séu þekkt
fyrir greiningar á öðrum stöðubundnum þríglýseríð-
um svo hægt sé að greina hvern topp fyrir sig [14].
Í töflu 1 gefur að líta niðurstöður úr 13C NMR mæl-
ingum þessara myndefna. Þar sést að karbónýlkolefni
allra mettaðra fitusýra frá C6-C18 sem staðsettar eru
í endastöðum óma við sambærilegt efnavik (172.2-
172.3 ppm) sem og þær miðsettu (172.8-172.9 ppm).
Einómettunin og tvíómettunin í 8 og 9 breytir engu
þar um, né þríómettunin í 10. Hins vegar kemur fram
breyting í tilviki 11 þar sem áhrifa tvítengisins sem
staðsett er næst karboxylhópnum er augljóslega farið
að gæta. Þessi grennd er sú sama í tilviki fjölómett-
uðu fitusýranna 11 - 13 eins og berlega kemur fram í
töflunni. DHA 14 sker sig aftur á móti úr enda kemst
tvítengið í því tilviki næst karboxylhópnum.Þetta sést
ágætlega með samanburði á byggingu þessara fitusýra
á mynd 1 hér að framan. 13C NMR hefur verið beitt
við greiningar á staðsetningu EPA og DHA í enda-
stöðum og miðstöðum í flóknum þríglýseríðblöndum,
m.a. lýsi. Þetta höfum við einnig notfært okkur við
stjórnun á staðvendni í efnasmíðum á stöðubundnum
þríglýseríðum og eterlípíðum [14]. Til frekari saman-
burðar hefur stuttum keðjum ediksýru (C2) og smjör-
sýru (C4) verið bætt í töfluna [16], en þær skera sig
klárlega úr í samanburði við lengri mettuðu keðjurnar.

Þakkir

Rannsóknasjóði Háskóla Íslands er þakkaður fjár-
stuðningur, Novozyme A/S í Danmörku er þakkað
fyrir að útvega lípasa og Sigríði Jónsdóttur á Raun-
vísindastofnun Háskólans er þakkað fyrir NMR
mælingar.

Summary: Some 15 years ago the preparation of triacyl-
glycerols (TAG) homogeneous with eicosapentaenoic acid
(EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) was described us-
ing an immobilized Candida antarctica lipase. The syn-
thesis was highly efficient and the TAG products were ob-

tained highly pure in excellent yields. In the current work the
methodology has been extended to synthesize a whole range
of homogeneous TAG comprised of short-, medium- and
long-chain saturated fatty acids, monounsaturated and poly-
unsaturated fatty acids of both n-3 and n-6 type. Glycerol
was directly esterified with stoichiometric amount of free
fatty acids. The reactions were conducted at 65◦C, using
immobilized Candida antarctica lipase. The reactions were
performed under high-vacuum in the absence of a solvent.
In all cases, excellent yields were obtained (94-98%) after
purification by simple silica gel chromatography treatment.
All products were fully characterized by high-resolution 1H
and 13C NMR spectroscopy, IR spectroscopy, elementary
analysis or high-resolution mass spectrometry.
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