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Agrip — Fyrir um 15 drum tékst ad smida einsleit priglyserid sett hreinni eikdsapentaensyru (EPA) og
dokdsahexaensyru (DHA) fyrir tilstilli kyrrsetts Candida antarctica lipasa (CAL). Efnasmidin gaf dgeetar
heimtur og priglyseridin fengust mjog hrein. Nu hefur adferdafredin verid ttvikkud fyrir smidar 4 marg-
vislegum einsleitum priglyseridum med stuttum, medallongum og 16ngum kedjum af mettudum fitusyrum,
eindmettadri fitusyru og fjolomettudum fitusyrum af badi dmega-3 og dmega-6 gerd. Glyserdl var esterad
med jafngildi af 6bundnum fitusyrum. Efnahvarfid var framkvemt vid 65°C og haft vid undirprysting dn
leysis. I 6llum tilfellum fengust dgaetar heimtur (94-98%) eftir hreinsun 4 einfaldri kisilsdlu. Oll mynd-
efni voru sannkennd med 'H og '*C NMR mzlingu, IR malingu og frumefnagreiningu eda ndkvaemri MS

greiningu.

1. Inngangur

Fitusyrur eru samsettar ur kolvetniskedju og karboxyl-
syruh6pi. Pegar kolvetniskedjan er mettud er talad um
mettadar fitusyrur, eindmettadar pegar eitt tvitengi er
4 kedjunni og fjolomettadar pegar tvitengin eru tvo
eda fleiri [1]. Algengasta form fitusyra { nattirunni er
priglyseridaformid par sem fitusyrurnar tengjast sem
esterar inn 4 allar prjar alkéhdlstodur glyserdls. Slik
ndttiruleg priglyserio er ad finna 1 dyrafitu, fiskiolium
og jurtaolium. Pad sem einkennnir t.d. lysi er mik-
ill fjoldi mismunandi fitusyra, midlungslangar (C,,),
langar (C,4 — C,3) og mjog langar (C,, — C,,), mettad-
ar, eindmettadar og fjolémettadar. Fjoldi peirra er yfir
50 og eru paer nokkud handaho6fsdreifdar 4 priglyserid-
in, pétt yfirleitt sé midstadan fjolomettadri en enda-
stodurnar [2]. Eins og neerri ma geta er pvi um ad reda
flékna blondu priglyseridsameinda i lysi. Einsleit prig-
Iyserid hafa hins vegar eina og somu fitusyruna tengda
i 6llum stodum og eru slik efnasambond vidfangsefni
pessarar greinar.

Algengustu mettudu fitusyrurnar { nattdrulegum
priglyseridum eru palmitinsyra (C,.,) og sterinsyra
(Cyg,0) en oliusyra (C;g.; w — 9) og linoliusyra (Cs.,
w — 6) eru algengustu 6mettudu fitusyrurnar. Omega-
3 fjolomettadar fitusyrur eru einkennandi fyrir sjdvar-
fang og 6mega-6 fjoldmettadar fitusyrur er einkum ad
finna 1 plontum og jurtaolium. Mikilvegasta 6mega-

6 fitusyran er arakidonsyra (ARA, Cyy, w — 6). Eitt
helsta hlutverk hennar er ad vera forveri i myndun
prostaglandina og tengdra efna, svokalladra eikds-
ano6ida [3]. Ad auki tengist hin 6n@miskerfinu og
proskun kornabarna [4]. Rannséknir sem gerdar hafa
verid sidustu dratugina 4 dhrifum lysis og sjdvar-
afurda 4 ymsa sjukdéoma benda til margvislegra ja-
kveadra ahrifa lysisneyslu [5-7]. M4 par nefna hjarta-
og @0asjukdoma, ymsa sjukdéma tengda bdlgu- og
onemisferlum, gedsjikdéma og proskun taugakerf-
is og heila [4]. Pessi dhrif eru einkum rakin til
cis-5,8,11,14,17-eikésapentaensyru (EPA, Cy5 w —
3) og cis-4,7,10,13,16,19-d6késahexaensyru (DHA,
Cy.6 w—3). Mynd 1 synir efnabyggingu fjolémettudu
fitusyranna EPA og DHA auk mettadra, eindmettadra
og annarra fjolomettadra fitusyra. Par kemur einnig
fram merking émega kerfisins sem midast vid stad-
setningu pess tvitengis sem er nast w-enda kedjunnar,
p.e. metyl enda hennar, en a-endi hennar er karboxyl-
syruh6purinn.

Priglyserid sem innihalda mettadar midlungslang-
ar (C4 — C,,) fitusyrur { endastodum og langa fj6l6-
mettada fitusyru { midstodu glyserdls, hafa vak-
i0 athygli visindamanna vegna jdkvedra heilsu-
farslegra dhrifa [8,9]. Petta eru svonefnd stodubundin
priglyserid og er dstedan fyrir pessu su ad fitusyrurnar
i endastodunum verda fyrir hrodu vatnsrofi briskirt-
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Mynd 1. Efnafredileg uppbygging 4 mettudum, eindmett-
adri og fjolémettudum fitusyrum.

ilslipasa { meltingarveginum, adsogast inn { smaparm-
ana og eru fluttar hratt 1 lifrina par sem par eru nytt-
ar sem orkuskot. Pad sem eftir er, 2-méné6glyserid
(2-MG) skipud fjolémettudu fitusyrunni, eru sio-
an nytt { starfsemi likamans [8]. Priglyserid med
fjolomettada fitusyru, einkum EPA og DHA, { mid-
stodu glyserdls @ttu pvi ad vera sérstaklega dhuga-
verd, en slik stodubundin priglyserid hafa verid smid-
ud 4 Raunvisindastofnun 4 undanférnum misserum
[10,11].

Tilgangur peirra rannsékna sem hér er lyst var tvi-
pettur. Annars vegar ad nota adferdina sem upphaf-
lega var préud fyrir EPA og DHA [12] til ad dtbua
einsleit priglyserid sett mettudum, einémettudum og
fjolomettudum fitusyrum af margvislegri lengd. Hins
vegar ad notfera sér pessi efnasambond til ad kort-
leggjabreytileika i stadsetningu merkja fyrir karbonyl-
kolefni fitusyranna 1 '3C NMR réfum priglyseridanna
badi med tilliti til stadsetningar fitusyrunnar 4 glyser-
6linu, p.e. { endastodum (o) og midstddu ([3), og sio-
an me0 tilliti til lengdar fitusyrunnar og mettunarstigs
hennar. Slikar nidurstodur ma hagnyta vid notkun &
13C NMR til ad greina stadsetningu einstakra fitusyra
i stodur priglyserida i floknum priglyseridum nattiru-
legrar fitu. P4 m4 einnig nota slikar nidurstodur vid
rannsoknir 4 stadvendni lipasa { efnasmidum 4 stodu-
bundnum priglyseridum [10,11].

I pessu skyni voru ttbidin priglyserid af eftirtold-
um fitusyrum: mettudu fitusyrunum kaprésyru Cg,
(1), kaprylsyru Cg., (2), kaprisyru C,, (3), larsyru
Cyy.0 (4), myristinsyru C 4. (5), palmitinsyru C,¢,, (6)
og sterinsyru C . (7); eindmettudu fitusyrunni olfu-
syru Cg.; (8); fjolémettudu fitusyrunum linolfusyru
Cigr w — 6 (9), a-lindlensyru C 3.3 w — 3 (10), -

linolensyru C,g.; w — 6 (11), arakidénsyru C,,., w — 6
(12), eikésapentaensyru C,.s w — 3 (13) og dokdsa-
hexaensyru C,,.c w — 3 (14). Bygging bessara fitusyra
er synd 4 mynd 1. Liposum var beitt til ad hvata beina
esterun pessara fitusyra a priglyseridin.

Lipasar eru mikid notadir { efnahvorfum 4 fitu-
efnum. Peir tilheyra flokki serin hydrélasa sem hvata
vatnsrof til myndunar 4 estertengjum 4 glyserdli.
Lipasar pykja einkar paegilegir, peir eru 6dyrir og aud-
veldir 1 notkun auk pess sem pa er hagt ad nota 4
fjolda efna. P4 er ba&di hagt ad nota { lifrenum leys-
um og vatnslausnum og virknigeta peirra helst allt upp
i 100°C { lifrenum leysum [13]. Einn helsti kostur
lipasa er hve mildar adstedur peir geta bodid upp 4
og peir pykja pvi einkar hentugir fyrir efnahvorf par
sem fjolémettadar fitusyrur koma vid sogu par sem
par eru vidkvamar fyrir harkalegum adstedum vegna
haettu 4 oxun, umrédun tvitengja, umskipan um tvi-
tengi Ur cis { trans og fjollidun [14]. Vid efnasmid-
ar priglyserida hafa menn beitt hefdbundnum adferd-
um lifrenna efnasmida og nota syruklérid fitusyranna,
einkum bpeirra mettudu, en mildari asylmidla {1 tilviki
peirra fjolémettadri eins og dicyclohexylkarbédiimid
eda 1,1 -karbonyldiimidazdl [1].

2. Nidurstodur og umraedur

Grein pessi fjallar um efnasmidar 4 margvislegum
einsleitum priglyseridum skipudum mettudum, einé-
mettudum og fjolémettudum fitusyrum. Kyrrsettur
Candida antarctica lipasi (CAL) (Novozym 435) var
notadur til ad hvata beina esterun 4 glyserdli med
prem jafngildum af 6bundnum fitusyrum og var hvarf-
i0 framkvamt vid 65°C. Enginn leysir var notadur {
hvarfinu og vatn sem myndadist { esteruninni fjarlaegt
med uppgufun vid lagan prysting og péttingu { keeli-
gildru med flj6tandi kofnunarefni. Pannig fengust g60-
ar heimtur pvi komid var { veg fyrir afturkraeft hvarf
med pvi ad fjarlegja vatnid jafnédum tur hvarfinu.
Efnahvarfi pessu var almennt lokid eftir 48 klukku-
stundir. OIl mettudu priglyseridin, fra trikapréini (1)
til tristerins (7), voru kristalsefni. Einémettada prig-
lyseridid triolin (8) og fjolémettudu priglyseridin, fra
trilinolini (9) til triddkésahexaenins (14), reyndust
vokvar. T peim tilfellum par sem notadar voru stuttar
fitusyrur, t.d. kaprésyra og kaprylsyra, purfti ad lekka
hitastigid nidur { 40°C og til ad koma enn frekar { veg
fyrir uppgufun peirra var notadur eimsvali til ad halda
syrunni { lausninni. Mynd 2 synir efnahvarfid { heild
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Mynd 2. Esterun glyserdls med mettudum, einémettudum
og fjolomettudum fitusyrum.

sinni. Tafla 1 synir paer gerdir einsleitra priglyserida
sem voru smidadar og heimtur peirra (94-98%) eftir
hreinsun med einfaldri silukeyrslu med diklérometan
sem ferdafasa.

Candida antarctica lipasinn sem notadur var {
efnahvarfinu er svokalladur 6sérvirkur lipasi. [ pvi felst
ad hann getur verkad badi 4 endastodur og midstodu
glyserdlsins 1 vatnsrofi priglyserida. A mynd 3 er hins
vegar synd st leid sem efnahvarfid er talid fara. Par ma
sj4 ad lipasinn hvarfast alfarid fyrst vid endastodurnar
og sidan tekur vid svokollud asyl umrodun. Med asyl
umrddun er att vid ad esterhdpur sem er { endastodu
umradast yfir { midstoduna 4 glyserdlinu dn pess ad
lipasinn komi par beint vid sogu [15]. Vid pad losnar
endastada og lipasinn getur { kjolfarid hvarfad fitu-
syru aftur { pa stodu. Sterkar visbendingar eru um ad
innsetning fitusyrunnar { midstodu glyserdls eigi sér
fremur reetur ad rekja til slikrar asyl umrédunar en ad
lipasinn verki beint { pa stodu og er pad m.a. stutt hita-
stiginu sem hvarfid er framkvamt vid sem er beinlinis
hvetjandi fyrir slika umrédun [13,14].

"H NMR var notad til ad fylgjast med framvindu
hvarfsins og til ad rannsaka innsetningu fitusyrunnar
i einstakar stodur 4 glyserdlin i gegnum myndun 4 1-
og 2-moéndglyseridum (MG), 1,2- og 1,3-diglyseridum
(DG) og priglyserids (TG) eftir pvi sem leid 4 efna-
hvarfid. Mynd 4 synir framvindu myndunar 4 eins-
leitum priglyseridum med palmitinsyru sem vidmid-
un. Myndin synir timaferli myndunar 4 einsleitum
priglyseridum sem fall af hvarftima efnahvarfsins 4
méti % mdl innsetningu fitusyru & hvern alk6h6lhép
a glyser6lhlutanum. Eins og sést & myndinni hvorfud-
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Mynd 3. Skematisk mynd yfir ferlid sem hvarfid er talid fara
i gegnum.

ust endastodurnar 4 glyserdlinu miklu hradar er leiddi
til myndunar 4 1,3-DG. Vid petta hda hitastig (65°C)
aukast likurnar 4 asyl umrédun verulega pegar asyl
hépur umradast { midstéduna er leidir til myndunar
4 1,2-DG. Venjulega myndi slik asyl umrédun teljast
oaeskilegt hlidarhvarf, t.d. { efnasmidum 4 stédubundn-
um priglyseridum par sem lipasi er notadur til at stjérna
stadvendni [14], en { pessu tilfelli er um naudsynlegt
hvarf ad reeda par sem lipasinn esterar ekki audveldlega
midstoduna. P4 getur si endastada sem losnadi ordid
asylh6pi aftur ad brad. Pegar saman for hatt hitastig og
hradvirkur CAL lipasi, gekk hvarfid mjog vel en vegna
lags yfirmagns sem notad var til ad spara fjolémettudu
fitusyrurnar reyndist naudsynlegt ad 1ata hvarfid ganga
i tvo sélarhringa til ad tryggja 100% framvindu.
Mynd 4 synir ad mjog 1itid af 1-MG myndadist {
upphafi og eftir 7 klst. hvarf var pad ekki synilegt leng-
ur. Engin merki voru um 2-MG { hvarfinu og bendir
pad eindregid til pess ad lipasinn verki ekki { midstod-
una. Hugsanlegt hefdi verid ad 1-MG myndi umradast
i 2-MG, einkum vegna hins hda hitastig. Hins vegar
veeri 2-MG mjog gott hvarfefni fyrir lipasann par sem
badar endastodurnar eru til reidu fyrir esterun lipasans.
bvi geeti 2-MG verid ad hvarfast hratt til myndunar &
1,2-DG, pad hratt ad 2-MG seist ekki 4 'H NMR. 1,3-
DG for fljétt ad hladast upp og eftir adeins 1 klst. hafdi
43% safnast upp af pvi. Pad dvinadi sidan hratt pegar
4 leid og var komid nidur { adeins 6% eftir 12 klst.
Priglyseridin (TG) byrjudu fljétt ad safnast upp, nan-
ast { sama hlutfalli og magn 1,3-DG dvinadi. Myndun
4 1,2-DG var nokkud stodug framan af. Eftir 1 klst.
hofdu 8% safnast upp og pegar 4 hvarfid 1eid dr6 ur
magni pess. T toflu 1 sést ad 4 medan eitthvad var til
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Tafla 1. Yfirlit yfir heimtur og '*C NMR efnavik karbénylkolefna einsleitra priglyserida

Nr. Efni Fitusyra Heimtur 13C NMR (C=0; § ppm)
(%) o B
- Triasetin Cyo - 170.2 169.9
- Tributyrin Cyo - 172.9 172.5
1 Trikapréin Ceo 96 173.2 172.8
2 Trikaprylin Csy 98 173.2 172.8
3 Trikaprin Cioo 95 173.2 172.8
4 Trildrin Ciro 96 1733 172.9
5 Trimyristin Cizo 95 173.3 172.8
6 Tripalmitin Cis0 95 173.3 172.9
7 Tristerfn Ciso 94 173.3 172.9
8 Triolin Cigyw—9 98 173.2 172.8
9 Trilinolin Cigow — 6 97 173.3 172.8
10 Tri-a-1inolenin Cigaw — 3 94 173.2 172.8
11 Tri-g-linolenin Cigsw — 6 94 173.0 172.6
12 Triarakidonin Cogaw — 6 96 173.0 172.6
13 Trieikésapentaenin Chosw — 3 95 173.0 172.6
14 Tridékésahexaenin Crsw — 3 97 172.5 172.1
Timi | Total TG 13DG 12DG LMG 100
Ksty | (imoD  (MimoD  (Momély  (HimeD  (MimoDy a0
A I TR BE S 7 £ e smgl TOTAL
4 31 47 25 7 2 EBD T %mal 200 1
7 90 63 16 6 0 = Y0 ]
12 as 85 4 ] =
24 9% 93 4 1 0 =
48 100 100 0 i 0 o
[} 10 20 20 40 a0

Hwarftimni ikist.)

Mynd 4. Timaferli myndunar 4 einsleitum priglyseridum (esterun a glyseréli med palmitinsyru).

stadar af 1,3-DG 1 hvarfinu var 1,2-DG lika par, sem
bendir til ad st6dug umrddun hafi verid 4 milli 1,3-DG
og 1,2-DG { hvarfinu pé meira { att ad 1,3-DG. 1,2-
DG geti hugsanlega lika myndast beint ur 1-MG vid
esterun lipasans { midstdodu, en par sem engin sjdan-
leg myndun 4 2-MG Atti sér stad ma gera rad fyrir ad
lipasinn sé ekki ad verka beint { midstoduna. Allavega
er nokkud ljést ad asyl umrodunin er mun stortekari
en verkan lipasans { midstoduna { hvarfinu. Petta hefur
reyndar fengist stadfest { ndnari athugunum 4 verkan
lipasans & midstoduna par sem upphafsefnid { hvarfinu
var hreint 1,3-DG.

Mynd 3 synir yfirlit yfir ferli myndunar 4 prig-
Iyseridum. Myndun & priglyseridum (TG) krefst pess
ad lipasinn annad hvort verki beint { midstéduna eda
asyl umrodun 4 1,3-DG{ 1,2-DG eigi sér stad. Ut fra
fyrri dlyktun um ad engin myndun 4 2-MG eigi sér
stad md gera rad fyrir ad esterun { midstodu og mynd-
un 4 1,2-DG hljéti ad hafa farid { gegnum asyl umrod-
un fyrir tilstudlan 1,3-DG. Eftir asyl umr6dunina og
myndun 4 1,2-DG getur lipasinn audveldlega esterad
endastoduna 4 ny og myndad priglyserid. Margt bend-
ir pvi til pess ad asyl umrédun valdi pvi ad fitusyran
fari { midstoduna en lipasinn komi par hvergi nerri.
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Oll myndefnin voru sannkennd med 'H og '3C
NMR og IR litréfsgreiningum, massagreiningu og
frumefnagreiningu. Stadsetning karbdénylkolefnanna
(C=0) sist vel 4 '3C NMR réfunum sem tveir toppar,
annars vegar fyrir kolefnin tvo sem voru i endastodum
(av) d glyserdlhlutanum og svo hins vegar fyrir kolefnid
sem var 1 midstodu (/3). Stadsetning kolefnanna 4 13C
NMR getur verid mismunandi eftir pvi hvort um er ad
reeda mettadar eda fjolomettadar fitusyrur og hversu
langar paer eru. Mikilvaegt er ad pessi gildi séu pekkt
fyrir greiningar 4 60rum stodubundnum priglyserid-
um svo haegt sé ad greina hvern topp fyrir sig [14].
[ toflu 1 gefur ad lita nidurstodur dr '>C NMR meal-
ingum pessara myndefna. Par sést ad karbénylkolefni
allra mettadra fitusyra frd C¢-C,g sem stadsettar eru
i endastodum 6ma vid samberilegt efnavik (172.2-
172.3 ppm) sem og paer midsettu (172.8-172.9 ppm).
Eindémettunin og tviémettunin 1 8 og 9 breytir engu
par um, né priémettunin i 10. Hins vegar kemur fram
breyting { tilviki 11 par sem dhrifa tvitengisins sem
stadsett er nast karboxylhépnum er augljéslega farid
ad gaeta. Pessi grennd er su sama { tilviki fjolomett-
udu fitusyranna 11 - 13 eins og berlega kemur fram {
toflunni. DHA 14 sker sig aftur 4 méti tr enda kemst
tvitengid { pvi tilviki naest karboxylhdépnum. Petta sést
ageetlega med samanburdi 4 byggingu pessara fitusyra
4 mynd 1 hér ad framan. '*C NMR hefur verid beitt
vid greiningar 4 stadsetningu EPA og DHA { enda-
stodum og midstddum { fléknum priglyseridblondum,
m.a. lysi. Petta hofum vid einnig notfert okkur vid
stjérnun 4 stadvendni 1 efnasmidum 4 stodubundnum
priglyseridum og eterlipidum [14]. Til frekari saman-
burdar hefur stuttum kedjum ediksyru (C,) og sm;jor-
syru (C,) verid bett { tofluna [16], en par skera sig
klarlega tir { samanburdi vid lengri mettudu kedjurnar.

Pakkir

Rannséknasj6di Haskéla Islands er pakkadur fjar-
studningur, Novozyme A/S i Danmérku er pakkad
fyrir ad utvega lipasa og Sigridi Jonsdottur & Raun-
visindastofnun Hdskélans er pakkad fyrir NMR
melingar.

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-
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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 'H
and '°C NMR spectroscopy, IR spectroscopy, elementary
analysis or high-resolution mass spectrometry.
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