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Sammanfattning
Enzymatisk modifiering av fiskolja - jAmforelse mellan olika lipaser.

I detta arbete studerades tre olika lipaser som katalyserade en
metanolysreaktion i fiskolja.

Malet med arbetet var att
e finna ett specifikt lipas for produktion av en EPA/DHA fraktioner frdn
fiskoljan 1 en metanolysreaktion
e f4 hogt utbyte av Sn-2 monoglycerider av EPA och/eller DHA och med
detta kunna mojliggora uppkoncentrering av hilsoviktiga fettsyror s
e jamfora reaktionen 1 normal och superkritisk atmosfar

Metanolysen dgde rum 1 normal och superkritisk atmosféar genom att oljan,
enzymet och metanol blandades i respektive reaktorn.

Sn-1,3 specifika lipaser var isolerade fran Thermomyces lanuginosa (Lipozym
TL IM fran Novozymes, Danmark) och Rhizomucor miehei (Lypozym RM
IM fran Novozymes, Danmark ) och ospecifik lipas frin Pseudamonas
sp.(Amano-C frdn Amano Enzyme Inc. Japan). Alla enzymer var
immobiliserade pd jonbytare.

I forsoken anvédndes ’Ledins” fiskolja som var kopt 1 en lokal affdr. Oljan var
en blandning extraherad fran oceanernas olika fiskklasser. Den inneh6ll dven
antioxidanter 1 form av vitamin E och naturlig citronolja.

Reaktionsprodukter analyserades med TLC. Méangd EPA respektive DHA
bestdmdes med GC.

Studier 1 normal atmosfér visar att Amano C ar mer specifikt for omega-3
fettsyror dn de andra undersokta enzymerna. Redan efter 5,5 tim reaktionstid
blev utbyte i form av EPA MG 67 % och DHA MG 82 %. Efter 22h
reaktionstid blev utbyte av EPA MG 94 % och DHA MG 100 %. Studier i
superkritisk atmosfar visar lagre aktivitet av enzymet Amano C jamfort med
normal atmosfar.

Enzymet TL IM visade ldgst specificitet i normal atmosfar. Hogsta utbytet
berdknad for EPA MG till 2 % respektive for DHA MG till 5 %. I superkritisk
atmosfdr konstaterades maximalt utbytet efter reaktionstid péd 4 tim. Utbyte for
EPA MG blev 29 % och for DHA MG 100 %. Det innebér att enzymet ar
mycket specifik for DHA produktion.



I reaktioner med enzymet RM IM blev utbytet for EPA/DHA relativt konstant
jamfort med andra enzymer. I normal atmosfar efter 22 tim blev utbyte av
EPA MG 60 % och DHA MG 63 %.

I superkritisk atmosfar efter 22 tim blev utbyte av EPA MG 30 % och av DHA
60 %.

Av ovanstdende kan dras slutsatser att reaktioner i superkritisk atmosfar gér
snabbt och hogt utbyte kan ibland erhéllas vid kortare reaktionstider jamfort
med reaktioner i normal atmosfér. Detta géller 1 fall processparametrar ar
optimerade.

Nyckelord: Metanolys, enzymatisk modifiering, fiskolja, produktion, EPA,
DHA, TLC, GC.



Abstract

Enzymatic modification of fish oil — comparison between different
lipases.

This work presents three different lipases which catalyze a methanolysis
reaction in fish oil.
Objectives of this thesis was
e to find a specific lipase for production of EPA/DHA rich fractions from
fish oil in a methanolyses reaction
e to get a high yield of Sn-2 monoglycerides of EPA and/or DHA, and
with this be able to get a high concentration of this fatty acids which are
important for health
e comparing between normal and supercritical atmospheric conditions

Methanolysis has been executed in a normal condition and supercritical
carbon dioxide after mixing the oil, enzyme and methanol in respective
reactors.

Sn-1,3 specific lipases was isolated from Thermomyces lanuginosa (Lipozyme
TL IM from Novozymes,Denmark) and Rhizomucor miehei (Lypozyme RM
IM from Novozymes, Denmark) and non specific lipase from Pseudamonas
sp.(Amano-C from Amano Enzyme Inc., Japan). All enzymes was
immobilised on an ion exchanger.

“Ledins” fish oil which was used in this experiment has been bought from a
local health food shop. The oil was mix which was extracted from oceans
different fish classes. It also contains antioxidants in form of vitamin E and
natural lemon oil.

Reaction products were analysed with TLC. The quantity of EPA and DHA
was determined with GC.

Studies in normal condition shows that Amano-C is the more specific enzyme
for EPA/DHA of all three investigated enzymes. Already after 5,5h EPA MG
yield in the sample became 67% and DHA MG 82%. After 22h reactions time
yield of EPA MG become 94% and DHA MG 100%.

Enzyme TL IM shows highest activity in the supercritical atmosphere.
Maximum yield established after 4h. EPA MG yield become 29% and DHA
MG 100%. This shows that this enzyme very suited for DHA production.

In reaction with enzyme RM IM yield become relative constant. I normal
atmosphere after about 22h yield of EPA become 60% and DHA MG 63%.



Reactions in supercritical atmosphere run more rapidly and yield become
higher than reactions in normal atmosphere. This works if process parameters
are optimised.

Keywords: Methanolysis, enzymatic modification, fish oil, EPA, DHA, TLC,
GC.
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Inledning

Fiskolja har hogt innehill av omega-3 fettsyror. EPA och DHA tillh6r omega-
3 syrorna och har dokumenterade positiva effekter pa hélsa. Omega-3 fettsyror
kan inte syntetiseras 1 kroppen. De maste darfor intas i tillrdckligt stora
koncentrationer i samband med maltid. Industriell spaltning (hydrolys alt.
metanolys) av oljor idag dr lang och dyr process som kriver hoga temperaturer
och katalyseras ospecifkt med hjélp av kemikalier [1]. Lipaser kan spjélka fett
snabbt, specifikt och vid laga temperaturer. For det kréivs 1 forsta hand specifik
enzym som dr just anpassad for valt substrat. Direfter miste
processparametrar viljas och optimeras efter enzymets aktivitet.

I dagens lage pagar forskning for att hitta ndgot lipas som é&r specifik och ger
godtagbart utbyte av EPA/DHA.



1 Teori

1.1 Fetternas egenskaper och halsoaspekter

1.1.1 Triglycerider och fettsyror

Fettsyror lagras i form av triglycerider 1 fiskens fettvidvnad. En triglycerid
(TG) innehéller tre fettsyror som dr bundna med esterbindningar till en
glycerolmolekyl. Om en fettsyra innehéller fler antal dubbelbildningar kallas
den fleromittad. EPA har 20 kolatomer och 5 dubbelbildningar, C20: 5 cis-
5,8,11,14,17-Eikosapentaensyra. DHA har 22 kolatomer och 6
dubbelbildningar, C22: 6 cis-4,7,10,13,16,19-Dokosahexensyra. De langa
fettsyrorna ligger oftast 1 mitten av en triglycerid [2]. Om numrering pé en
fettsyra borjar fran metylgruppens dnda betecknas dé den sista kolatomen som
“omega”, eftersom det ar sista bokstaven i grekiska alfabetet [3]. Déarifran
kommer namn som omega-3/omega-6. Bdde EPA och DHA forekommer
naturligt som cis- isomerer. Dubbelbildningarnas cis- orientering har betydelse
for bl.a. fettsyrornas funktion och upptag 1 kroppen. Cis- formen kan passera
genom cellmembran for att utgdra olika funktioner i cellen [4].

1.1.2 Essentiella fettsyror

Teoretiskt finns det tva fettsyror som &r essentiell for manniskan, alfa-
linolensyra (18:3, n-3) som tillhér omega-3 serien och linolsyra (18:2, n-6)
som tillhér omega-6 serien [5]. Frén alfalinolensyra kan bildas bdde EPA och
DHA som har fler dubbelbildningar och lingre kolkedjor. Det fungerar
langsamt 1 praktiken. Elongeringen &r bl.a. beroende av forhallandet mellan
omega-6 och omega-3 fettsyror i kosten[6]. Studier visar att elongering till
EPA/DHA varierar bl.a. mellan olika grupper. Kon och alder kan bestimma
mingd bildat EPA/DHA [7]. Vid andra studier har undersokts méangd bildat
EPA respektive DHA hos 30 friska personer. I den dagliga kosten ingick 7 %
energi frdn linolsyra och 0,4 % fran alfa-linolen syra. Efter ca 28 dagar har det
konstaterats att halten bildat EPA blev mycket hog, 99 %. Déaremot blev DHA
halten bara 1 % [8]. Det innebér att kvoten av linol/alfa- linolensyror spelar
viktig roll for EPA/DHA-syntes. Antagligen finns det fler metabola vigar eller
andra faktorer som kan himma elongeringen och dr okdnda idag. Forskning
pagar fortfarande 1 det omrade.

1.1.3 Halsa

De hélsoeffekterna av de 1dngkedjiga omega-3 fettsyrorna i fisk har pdvisats i
olika studier.

DHA ér en predominant fettsyra som spelar avgorande roll for normal
funktion i CNS och nithinna (den innersta hinnan 1 6gonglobens vigg), och



normal utveckling av hjarnan [9]. DHA/EPA minskar risk for hjért-
karlsjukdom t.ex. risken att avlida 1 hjart-kirlsjukdom minskas med 20 %[ 10].
Tillrackligt méangd EPA/DHA kan intas med kosten idag genom fisk eller
fiskolja koncentrat. Tyvirr finns i fiskens fettvdvnader inte bara de nyttiga
fettsyror, dér finns ocksa organiska gifter som PCB, DDT och
dimetylkviksilver [11]. Darfor kan renat oljakoncentrat vara mer att foredra
istéllet for fisk.

1.2 Lipaser

Enzymer som nedbryter fetter kallas lipaser. Lipaser hydrolyserar
esterbildningarna mellan glycerol och fettsyror.

En del lipaser kan hydrolysera av alla tre fettsyror i en TG och kallas d&
ospecifika. Produkterna blir fria fettsyror och glycerol. Andra lipaser dr mer
specifika och foredrar vissa t.ex. mittade fettsyror och lamnar kvar t.ex.
flerométtade. Om reaktionen avbryts nér tva av fettsyrorna 1 sn-3 position har
kopplats bort far vi kvar en sn-2 monoglycerid.

2 Befintliga metoder

2.1 Kemisk produktion av fettsyror

2.1.1 Fettspaltning

Idag framstills fettsyror genom fettspaltning. Fettspaltning ar en industriell
process dér fettsyror och glycerol framstélls ur fetter. Vanligen anvinds vatten
(hydrolys), metanol (metanolys), lut (fortvalning), eller aminer (aminolys) for
spaltning. Hydrolys och metanolys &r 1 princip samma reaktion eftersom
samma produkter bildas. Skillnaden &r att olika reaktanter anvénds.

Den hydrolytiska spaltningen gér mycket ldngsamt. Vid 100°C och 10 dagars
hydrolys produceras 20 % FFA [12]. Vid temperatur éver 225°C och tryck
2MPa tar reaktionen ca 3 timmar for kokosfett. Om en katalysator, t.ex.
basiska oxider tillsdtts kan temperatur sénkas till 150-190°C[13].Triglycerider
som innehaller mittade fettsyror dr mer 16sliga &n flerométtade. Loslighet
minskar och viskositet 6kar d& antal kolatomer och dubbelbildningar 6kar.
Kokosfett innehéller 90 % av mittade fettsyror jamfort med t.ex. lax som
innehéller 24%([14]. Nar reaktionen katalyseras med kemikalier bildas ménga
olika biprodukter t.ex. tvalar, steroler och glycerider[15].

Hog reaktionstemperatur och kemikaliernas ospecifik nedbrytning av fetter
kan resulteras 1 olika reaktioner och reaktionsprodukter.

Framstillning av fleromittade fettsyror som EPA och DHA kraver mycket
hogre temperaturer, tryck och langre tider jaimfort med framstillning av
mattade fettsyror.



2.2 Enzymatisk produktion av fettsyror

I en metanolysreaktion hydrolyserar lipaser esterbildningar mellan glycerol
och fettsyror. Enzymet katalyserar substratnedbrytning med hjélp av metanol.
Fettet bryts ner stegvis:

TG — ME + DG — ME + MG — ME + glycerol

TG ar forkortning for triglycerider, ME ar forkortning f6r metylestrar, DG och
MG ér forkortning for di-, respektive monoglycerider.

Slutprodukter kan variera beroende pd enzymets specificitet.

Andra reaktioner som kan katalyseras med lipaser dr en direkt esterifikation
och en transesterifikation. Produktbildningen beror pa b.la.vattenaktivitet 1
systemet.

Eftersom enzymer tillhor till proteinklassen tal de inte hoga temperaturer.
Reaktionsoptimum ér diarfor mycket lagre jamfort med den kemiska
fettspaltningen. Reaktionshastighet dar TG fullstdndigt bryts ner till glycerol
och fettsyror varierar beroende pd enzymets specificitet.

2.2.1 Metanolys i en superkritisk atmosfar

Att utfora enzymatisk metanolys i superkritisk koldioxid med ett fluid i
overkritiskt tillstind kan vara mycket anviandbar for industriellt produktion av
fettsyror.

Alla @mnen har ett sa kallad kritisk punkt. Superkritiskt tillstdnd intréffar 6ver
ett visst temperatur och tryck. Amnen som ir i flytande form éver denna punkt
har densitet mellan vétska och gas. Vid den superkritiska punkten &r fluidets
tillstdnd oberoende av trycket.

Principen for extraktionen i superkrisk atmosfar dr foljande.
Processparametrar som temperatur, tryck och flode stélls in. Ett fluid 1
gastillstind pumpas igenom systemet in till reaktorn som innehaller substrat,
katalysator och 16sningsmedel. Darefter startar nedbrytning av oljan.
Metanolys 1 en superkritisk atmostar mojliggor [16]:

¢ Enkel instillning av processparametrar som temperatur och tryck.

e Sidnkning av oljans och fettsyrornas viskositet och darmed 6kning av
reaktionshastigheten. Det underléttar masstransport 1 systemet och gor
substratet mer tillgdngligt for enzymet. Foljden ar korta reaktionstider.

e Produkterna i form av metylestrar kan extraheras selektivt frdn andra
produkter Normalt &r 16slighet av metylestrar hogre én 16sligheten av
tri-, di- och monoglycerider.



e Produkterna i extraktet kan insamlas genom enkel reduktion av trycket
eller extraktion, da produkter skiljs fran koldioxiden.

o Lag vattenaktivitet 1 systemet gynnar enzymatisk bildandet av
fettsyrametylestrar, mono- och diglycerider.

e Enzymer l6ses inte 1 superkritiska fluider. Det mdjliggor
ateranvdndning av enzymer.

For metanolys 1 superkritisk miljo kan anvéndas koldioxid 1 form av gas.
Fordelar med koldioxid &r ménga. Den ér billig, inte toxisk och det ar latt att
uppna gasens kritiska punkt som ar 31, 3°C och 72,9 atm.

I en studie undersoktes paverkan av trycket pd en etanolys 1 superkritisk
koldioxid med enzymet (Novozym 435 IM) isolerad fran Candida antarctica
[17]. Hog utbyte av DHA, 52 % kunde uppnds genom att anvénda tryck i
systemet pa 9 MPa.

2.2.2 Metanolys i en normal atmosfar

Principen for metanolys i normal atmosfir #r foljande. Onskad temperatur i
systemet stélls in. Substrat, katalysator och 10sningsmedel blandas in i en
reaktor och reaktionen startas. Tidigare studier visar att immobiliserade lipaser
isolerade fran Pseudamonas sp.(Amano-C ) gav hog utbyte(80%) av 2-MG
som innehéll EPA och DHA. Alkoholysen dgde rum vid 40°C i aceton, med
tonfiskolja som substrat [18].

I en annan studie [24] undersoktes etanolys av tonfiskolja med enzymet
isolerad fran Candida antarctica. Studien visar att 95 % av alla tillgidngliga
fettsyror 1 oljan omvandlas till motsvarande etylestrar efter den totala
reaktionstiden pd 48 timmar. Studien visar bra utbyte av etylestrar men det ar
oklart om enzymet &r specifik for produktion av EPA/DHA 2-MG.

2.3 Kromatografi

Kromatografi innefattar en grupp av metoder som anvénds for att separera
nirbesldktade @mnen ifrdn varandra 1 komplexa provblandningar. Har anvands
tva faser; en stationdr fas som sitter fast 1 en kolonn eller pa en fast yta och en
mobil fas.

2.3.1 TLC

Tunnskiktskromatografi (TLC) &r en analytisk vitskekromatografisk metod
som ger snabb och effektiv separationsteknik for organiska foreningar av
liknade polaritet. Kromatografin utférs pa en platta, i regel av glas, bestruken
med stationédrfasen vanligen silika (Si0,), manga ganger tillsatt ett
fluoriserande @mne som absorbera UV-ljus vid 254 nm, och av en tjocklek pa
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0.1-0.25 mm. P4 plattan appliceras vid nedersta kanten en liten prick av
provldsning, varpd den nedsinks i en bagare (vanna) innehéllande mobilfasen
pa botten. Vitskan far sedan vandra, med hjilp av kapilldrkraften, uppfor
plattan och tar d& med sig de i1 den applicerade pricken innehéllande
analyterna. Hirvid kan separation av de olika analyterna 4stadkommas genom
deras olika interaktioner med den polidra stationdrfasen och den opoldra
mobilfasen. Vilket leder till att analyterna vandrar olika langt pa plattan. Nér
vitskefronten borjar na plattans 6vre kant avbryts kromatografin. De olika
analyternas ldage pé plattan visualiseras med UV-ljus, jodanga eller ndgon
annan framkallningsmetod.

Vanliga mobilfaser dr blandningar av petroleumeter/etylacetat,
toluen/etylacetat, metylenklorid/metanol etc. ofta med tillsatts av baser eller
syror sasom trietylamin och dttiksyra beroende pa analytens egenskaper.

Det finns dven tjockare plattor (ofta 1-2 mm) for preparativ
tunnskiktskromatografi dir prickarna dvs. de olika analyterna kan skrapas av
och extraheras[19].

23.2GC

GC (gaskromatografi) anviands vid separation av olika flyktiga organiska
amnen.

I gaskromatografi (GC) utgors den mobila fasen av en gas. Stationdrfasens
polaritet mdste matcha analyternas polaritet. Separationen dr endast beroende
av analyternas interaktion med den stationéra fasen. Separations-, och
effektivitetsgrad dkar med analyternas flyktighet.

Mobilfasen ér en inert gas som dven kallas bargas. Analyterna injiceras med
split injektion 1 en kolonn déar man forst injicerar genom ett septum till
injektorn. Biargasen sveper sedan med analyterna till splittingpunkt dir endast
en liten del gér in pd kolonnen. I kolonnen fordelas analyterna mellan den
stationdra och den mobila fasen. Bdde analyternas kokpunkter och deras
polaritet inverkar pé hur ldnge de binder till den stationédra fasen. Nir
analyterna passerat genom kolonnen nar de en detektor t ex. en
flamjonisationsdetektor (FID). I FID blandas bargasen med vétgas och luft
som tillsammans brinner 1 en flamma. Nir analyterna passerar flamman
joniseras dessa och ger upphov till en strom som registreras. Den homologa
seriens retentionsbeteende beskriver hur retentionstiderna forhaller sig till
antalet kolatomer.

Teoretiskt 6kar kokpunkten med antalet kolatomer i serien, och med
kokpunkten 6kar ocksa retentionen [20-21].

For analys av organiska foreningar som t.ex. fettsyror kan anvandas bade gas-,
och vitskekromatografi(HPLC). GC ger béttre separationseffektivitet och
lagre detektionsgrinser jaimfort med HPLC.



2.3.2.1 GC; Kvalitativ och kvantitativ analys

Kvalitativ analys, identifikation sker vid jamforelse av provanalytens
retentionstider, d.v.s. den tid det tar att eluera &mnet ur kolonnen, med
standarder vid identiska separationsforhallanden . Exempel pa olika
separationsforhdllanden &r typen stationdr- och mobilfas som anvinds,
temperatur, flode, m.m.

For kvantitativ analys anvinds toppens hojd eller area. Topphojdsmétningar i
jamforelse med toppareamétningar gors i regel med hogre precision, vilket
leder till noggrannare analysresultat, under forutséttningar att toppbredden for
ett och samma dmne &r konstant fran analys till analys. Vid kvantifiering
bereds en kalibreringskurva med ett antal standarder i ett
koncentrationsomrdde dir provet forvantas ligga. Prov och standarder
analyseras ddr identiska separationsparametrar anvands. Toppstorleken for
standarder avsitts mot koncentrationen varefter provtoppen jimfors med
erhéllen kalibreringskurva [20].

2.3.2.2 Metylering av fettsyror for GC analys

For en effektivare separation 1 GC krivs flyktiga foreningar. Fettklassers
polaritet, 1 detta fall monoglycerider (MQG) kan reduceras genom en
metyleringsreaktion. Vid metylering bryts esterbindningen mellan en fettsyra
och en glycerolmolekyl. Fettsyrans polaritet reduceras och flyktighet 6kar. Det
ger en forbéttrad detektorkinslighet och en minskad svansning pé topparna.
Det finns bade syra- och baskatalyserade metyleringsmetoder, diar ndgra av de
vanligaste syrakatalyserade metoderna ar saltsyra i metanol och bortrifluorid 1
metanol [22].

2.3.3 HPLC

HPLC kan klara av olika typer av komplexa separationer som t.ex. separation
av aminosyror, proteiner och oorganiska substanser. [20]. 1
vitskekromatografi (HPLC) utgors mobila fasen av en vétska, oftast tva olika
vitskor med olika polaritet. Genom att variera proportioner mellan vitskorna
kan separations-, och effektivitetsgrad for analyten paverkas. Forutséttning for
separationen ir att analyten méste vara 16slig 1 den mobila fasen.

3 Experimentellt

3.1 Kemikalier

”Ledins” fiskolja var en blandning extraherad av oceanernas olika fiskklasser.
Oljan var kopt i1 lokal livsmedelsaffar och inneholl dven antioxidanter som
vitamin E och naturlig citronolja.

Sn-1,3 specifika lipaser var isolerade fran Thermomyces lanuginosa (Lipozym
TL IM fran Novozymes, Danmark) och Rhizomucor miehei (Lypozym RM
IM fran Novozymes, Danmark ) och ospecifik lipas frin Pseudamonas



sp.(Amano-C frdn Amano Enzyme Inc. Japan). Alla enzymer var
immobiliserade pd jonbytare.

Koldioxid hade 99,99 % renhet och var kopt frin Air Liquide Gas, Sverige.
Rena referenskemikalier (MG, DG, TG och FF), metylheptadecanoate och
metyltricosanoate var kopta pa Larodan Fine Chemicals AB, Sverige.
Natrium metoxid (30 % losning 1 metanol) hade mérke "Merck”, Tyskland.
2,7 -dikloroflourescein var mérke ”Sigma”, Tyskland

Metanol, kloroform, hexan, dietyleter, isdttiksyra hade mirke "Merck” med
95-99,8 % renhet.

3.2 Metoder

3.2.1 Metanolys

Metanolys av fiskoljan med hjilp av olika lipaser utférdes 1 normal och
superkritisk atmosfar. Reaktionsméngder enzymet/olja/metanol var teoretisk
enligt [17]. Proportioner olja/metanol anpassades efterhand, dar mangd
metanol 1 forsoken var ¥4 del hogre dn motsvarande mingd etanol som
foreslogs 1 artikeln [17].

Extra metanol tillsattes till reaktorn vid provtagningar som kompensation for
bortextraherad metanol. Reaktionsmingder enzymet/olja/metanol var lika stor
bade for normal och superkritisk reaktion enligt tabell 1.

Enzymklass Enzymméngd Olja Metanol
(mg resp. mi) (mg) (mg)
TL IM 1800mg 4500 790
RM IM 3,9 ml 4500 790
Amano-C IM 200mg 552 273

Tabell 1. Mangd enzym/olja/metanol for férsoken

3.2.1.1 Reaktion i normal atmosfar

For extraktionen 1 normal atmosfar anvdndes en bathcreaktor av glas med lock
pa. De immobiliserade enzymerna och olja blandades i1 en rundkolv. Kolven
kopplades till en vattenslang for borttagning av 16st luft. Darefter enzym/olja
blandning 6verfordes till reaktorn till vilken tillsattes metanol.
Reaktionsblandning omrérdes kontinuerligt med en magnetloppa. Ca 200-
300ul prov togs med relativt jdmna mellanrum. Reaktionen pagick under
omrorning i ca 22 h vid 40°C. Darefter extraktets innehall gick igenom en
TLC analys.




3.2.1.2 Reaktion i superkritisk atmosfar
For reaktionen 1 superkritisk atmosfar anvindes anldggning enligt figur 1.

Figur 1 [adopterat frAn 17 ]. Schemat 6ver anlaggningen for reaktionen i superkritisk miljo.

1. Gastub, 2. Kylare (-10°C), 3. Membranpump, 4. Hjalpventil, 5. Stoppventil, 6. Tryckméatare, 7.
Avstangningsventil, 8. Provtagningsanordning 10. Filter; 3,2mm OD* 0,8mm tjock, 0,25mm 11.
Reaktor, 12. Mikrométnings ventil, 13. Kylningsfélla, 14. Kylbad (0°C), 15. Flédesmatare

Till batchreaktor av stal tillsattes enzymet, olja och metanol. Méngden var
enligt tabell1. Darefter kopplades allt till anldggningen enligt figur 1.

For test med TL IM och RM IM anvindes anldggning enligt figur 1 1 vilken
reaktorn var utrustad med en provtagningsanordning.

For test med enzymet Amano anviandes samma anldggning (figur 1) men med
en mindre reaktor utan en provtagningsanordning. Provtagningar (10ul prov)
skedde med en pipett

genom Oppning av reaktorn.

Koldioxid bdrjade pumpas igenom systemet in till reaktorn. Komponenter i
reaktorn omrordes kontinuerligt med en magnetloppa. Efter att trycket 1
systemet stabiliserades pdgick den statiska extraktionen 1 ca 60 min. Sedan
Oppnades den variabla ventilen som ledde till att utgdende koldioxidens tryck
sjonk till atmosfarstryck och den dynamiska extraktionen pabdrjades. Under
den dynamiska extraktionen insamlades tva typer av prov. Prov togs i form
extrakt och 1 form av rent olja.

Det tog ca 1h att samla extrakt i form av ME. Provet som bestod av andra
fettklasser togs fran reaktorn med hjélp av provtagningsanordning (for test TL
IM och RM IM) respektive genom Oppning av reaktorn (for test med Amano).
Metanol som fanns delvis i bada prov fordngades med hjélp av rullindunstare
("Laborota 4000, Heidolph) dar provmassa bestdmdes gravimetrisk.
Extraktionen 1 superkritisk milj6 pagick under ca 22h vid 40°C, 90 Bar.
Koldioxid fléde var 0,1-0,2 1/min for TL IM; 0,3-0,4 1/min for RM IM; och
0,04-0,07 1/min f6r Amano-C. Prov insamlades med relativt jimna mellanrum.
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Diérefter provet med olika fettklasser gick igenom en TLC analys. ME
studerades direkt med GC.

3.22TLC

Insamlade prov frén olika enzymreaktioner 1 form av extraktet separerades
med tva olika metoder, analytisk och preparativ TLC [17,23]. Mobilfasen fran
borjan var enligt Kates [23]. Proportionerna hexan/dietyleter/koncentrerad
iséttiksyra 1 mobilfasen optimerades efter hand och blev slutligen 70/30/1.
Fettklasser som fanns 1 fiskoljan 1 borjan av forsoken analyserades med
analytisk TLC.

3.2.2.1 Analytisk TLC

For analytisk TLC anvéndes aluminium plattor (Merck; 60F254; nr1.05554)
med silika som stationérfas. Analyten applicerades pa plattan med en 50l
mikrodosator (Drummond, nr.3-606-086).

For identifikation av olika fettklasser i prover anvindes analytisk TLC. Olika
standarder monolaurin (1-MQG), 1-3 dipalmitin (1-3 DG), tripalmitin (TG),
palmitinsyra (FFA) och en etylester av palmitinsyra (EE) anviandes for
detektion av specifika fettklasser. Efter framkallningen relaterades
vandringsstrackan for standarden till vandringstrackan for analyten och
position av en specifik fettklass kunde bestammas.

Sul prov/standard spdddes med 750ul kloroform dérefter applicerades
10ul/prick pé en platta (10*10cm). Nér kloroform avdunstade nedsanktes
plattan i en TLC behéllare med mobilfasen. Kromatografi avbrots efter ca 20
min. Plattan togs ut och torkades med en varmluftspistol. Plattan besprutades
med 20 % ammoniumsulfatldosning 1 vatten, torkades med en varmluftspistol
och olika fettklasser framkallades genom uppvarmning i en ugn i 20min,
180°C.

3.2.2.2 Preparativ TLC

For preparativ TLC anvindes Pre-Coated glasplattor med silika som
stationédrfas (Merck, 60F-254; nr.143517). For applikation av analyten
anvéndes en glaspipett

MG separerades fran 6vriga fettklasser och forbereddes infor kvantitativt
analys med preparativ TLC [17].

100ul for TL IM och RM IM (alternativ 50ul for Amano-C) av varje prov
spaddes i var sin behéllare med 1000ul {for TL IM och RM IM(alternativ
500pul for Amano-C) kloroform dérefter applicerades hela blandningen som ett
band pa en platta (20*20cm). Nér kloroform avdunstade nedsédnktes plattan i
en TLC behallare som innehdll mobilfasen. Efter ca 50 min avbrots
kromatografin. Efter att viatskan avdunstade framkallades fettklasser pa plattan
genom besprutning av 0,1 % dikloroflourescein i metanol. Band av MG kunde
identifieras utan ndgon UV detektor. Banden skrapades av 1 glasprovror for
forestring infor GC.
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3.2.3 Metylering

ME preparerades frdn MG genom en metyleringsreaktion [17].

Till den uppskrapade blandningen av MG och silika partiklar adderades 2ml,
0,5 M natriummetoxid i metanol. Reaktionen flashades med kvivgas.
Blandningen omskakades med hjilp av vortex och vdrmdes i ett vattenbad i 10
min, 50°C.

3.2.3.1 Fasextraktion

ME extraherades i hexan fran ovriga partiklar. Till blandningen fran
metyleringsreaktionen tillsattes 1ml hexan och 2ml méttad
natriumkloridvattenldsning. Blandningen omskakades med hjilp av vortex och
centrifugerades i 5 min, 2000rpm. Ovre skiktet uppsamlades for kvalitativ och
kvantitativ analys 1 GC.

3.24 GC

ME som var uppsamlade under en superkritisk extraktion och ME som var
forestrade fran MG analyserades kvalitativt och kvantitativt med GC. For
kvalitativ analys av EPA/DHA metylestrar anvindes GCn, ”Varian 3380
(ISO 9001). Som stationdr fas anvindes en DB-WAX kolonn (30m*0, 25mm
1.d, fastjocklek 0,25um,nr.Va-122103-20).For injektionen 1 GC anvidndes en
50ul injektionsspruta(Hamilton-Bonadus,nr 84810100).

3.2.4.1 Kvalitativ analys

Retentionstider for EPA/DHA sdkerhetsstéilldes medhjilp av interna
standarder av metyltricosanoat (23:0) och metylheptadecanoat (17:0) [17].
Retentionstider for EPA/DHA ME bestimdes med standarden i1 form av
fettsyrametylestermix.

Standard 1 form av fettsyrametylestermix var utspidda med trimetylpentan.
Metyltricosanoat och metylheptadecanoat var utspidda med tetrahydrofuran.

Processparametrar var fran borjan enligt [17] med foljande instillningar:
Spliten var 1:100, kvdvgas anvindes som bargas med flode 1ml/min,
injektionsvolym 1pl, injektor/detektortemperaturer var 240°C.
Kolontemperatur var programmerat frdn 140°C som hojdes med 3°C/min. Den
slutliga temperaturen var 220°C med hold 1 8§ min.

Processparametrar optimerades enligt tabell 2.

Forsok Analystid Kolonntemperatur Temperaturgradient
(min) (°C) (°C/min)
1-2 40 180-240 3 resp.8
3-4 40 180-230 3 resp.8
5-6 40 resp.25 200-240 8

Tabell 2. Optimering av GC parametrar
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3.2.4.2 Kvantitativanalys

For kvantitativ bestimning av EPA/DHA ME mingder 1 prover bereddes en
kalibreringskurva.

Kalibreringskurvan bereddes av standarden metyltricosanoat (23:0) i omradet
0,05-0,2 mg/ml. 20mg metyltricosanoat var spadd med tetrahydrofuranlosning
1 en 2ml métkolv. Dérefter togs 10, 20, 30ul och spiaddes upp till mérket med
tetrahydrofuran 1 var sitt 2ml métkolv. Vid varje forsok injicerades 1pl av
respektive losning/prov.

4 Resultat och diskussion

4.1 Metanolys

Proportioner mellan enzym/olja/metanol frdn borjan planerades enligt [17].
Forst vigdes enzymet TL IM, dir méngder enzym/olja/metanol kunde
anpassas efter artikeln. Vid vagning av enzymet RM IM kunde inte
enzymproportion anpassas efter artikeln eftersom RM IM antog forstor volym
1 forhallandet till oljan, se tabell 1. Det skulle omgjliggora provtagningar.

4.2 Metanolys i normal atmosfar

Reaktioner 1 normal atmosfar pagick under omrorning i ca 22 h.
Reaktionsgang for varje enzymreaktion kan ses frén bilaga 1-7.

Fullstandigt metanolysreaktion kunde inte pavisas for enzymer TL IM och
RM IM, eftersom TG som fanns 1 fiskoljan frdn borjan har aldrig fullstindigt
forbrukats under reaktionsgang, se bilaga 5. Det kan innebéra att
reaktionsparametrar inte dr optimerade. Méangd tillsatt metanol vid borttagning
av luft och provtagningar kunde begrinsa enzymreaktionen. Alternativt kan
det innebéra att enzymerna &r ospecifika just for fiskoljan.

Genomford reaktion med Amano-C utvecklades mycket bittre, se bilaga 5.
Efter ca 5,5 h borjade bildningen av MG. Efter ca 7 h har alla TG har
forbrukats. Efter ca 24 h har dven alla DG forbrukats.

4.3 Metanolys i superkritisk atmosfar

Reaktionsgang for varje enzymreaktion framgar i bilaga 1-7.

En helt genomford metanolysreaktion kunde inte pavisas for enzymer RM IM
och Amano-C, eftersom TG som fanns 1 fiskoljan fran borjan har aldrig
fullstdndigt forbrukats,se bilaga 4. Prover som togs i reaktionen med Amano-
C var grumligare och mer viskdsa édn andra prov. Det kunde tyda pa att
immobilisationsmaterial inte klarade av hoga tryck. Nér
immobilisationsmaterial krossas frigdrs enzymet. Det kan innebéra att
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enzymmangd i reaktorn minskades vid varje provtagning och jamviktstillstand
for reaktionen uppnaés inte.

Triglycerider 1 reaktionen med TL IM var forbrukade efter ca 4,2 h, se bilaga
1.

4.4 Analytisk TLC

Mobilfasens sammansittning fran borjan var 40/60/1, enligt Kates [23].
Proportionerna hexan/dietyleter/isittiksyra i mobilfasen optimerades efter
hand eftersom fettklasserna i form av DG och MG l4g for nédra varandra efter
framkallningen. Efter en optimering till proportioner 70/30/1 blev
separationen mellan DG och MG bittre.

Fiskoljan 1 borjan av forsoken var av bra kvalité eftersom majoriteten av de
pavisade fettklasserna var 1 form av TG. Mycket svaga flickar av DG kunde
ses pa plattan.

Vandringsstrickan for olika fettklasser kunde bestimmas med hjélp av
standarder i form av TG, FFA, 1-3 DG och 1-MG. Efter framkallning hade
fettklasser ett griaktig utseende 1 form av att avrunda fléckar.

EE vandrade mest pd plattan, déarefter kom FFA, 1-3DG och slutligen 1-MG.
Efter att position bestaimdes for TG, FFA, 1-3DG och 1-MG kunde
vandringsstrackan uppskattas for ME och 1-2DG. Vandringsstrackan for
fettklasserna tagna vid olika reaktionstidpunkter i prov finns i bilaga 4-5.

4.5 Preparativ TLC

MG separerades fran ovriga fettklasser och visualiserades genom
framkallning. Bandet var gult och kunde ses klart utan hjilp av UV-detektor.

4.6 Metylering och fasextraktion

Metoden for preparation av ME var adopterad frén [17].

Metylering antas vara fullstindig och inga undersékningar av metodens
metyleringsgrad gjordes.

Blandningen av hexan och ME med volym pé ca Iml var kunde extraherades
under fasextraktioner.

4.7 GC-kvalitativ analys

Utgangsmetod av [17] detekterade olika fettsyrametylestrar med upp till 17
kolatomer 1 kedjan och standarden 1 form av metylheptadecanoat. Topparna
var baslinjeseparerade.

4.7.1 Optimering

Forsok 1-2
13



Vid forsok 1-2 6kades starttemperatur i kolonnen med 40°C och slutlig
kolonntemperatur med 20°C inklusive en temperaturgradientférandring pa 3
respektive 8°C. Detektion av EPA/DHA metylfettsyraestrar pavisades inte.

Forsok 3-4

En 6kning av den slutliga kolontemperaturen med 10°C och en variation av

temperaturgradient med 3 respektive 8°C gav inga skillnader i analysresultat
jamfort med forsok ett och tva.

Forsok 5-6

Vid en 6kning av slutlig kolonntemperatur med ytterligare 10°C kunde bade
standarder och provanalyter detekteras. Total analystid forkortades fran 40 till
25 min. Topparna var baslinjeseparerade men breda.

Retentionstider for EPA ME blev slutligen cal5,3 min och for DHA ME ca
24,2 min,

se figur 2.
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4.8 GC-kvantitativ analys

Koncentrationen av varje detekterad analyt i olja och 1 varje prov berdknades
med hjélp av gemensam kalibreringskurva. Kalibreringskurva och dens
ekvation presenteras 1 figur 3.

Kalibreringskurva
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Figur 3. Kalibreringskurva med areaenheter avsatt som funktion av trimetylpentankoncentration.

Koncentration av EPA 1 oljan fore metanolysreaktion berdknades till 13 %.
Koncentration av DHA berdknades till 8 %.

Maximalt berdknat utbyte av varje malfettsyra som insamlades efter
enzymreaktioner kan ses 1 tabell 3 och exempel pa berdkning av utbytet
framgér frin bilaga 8.

Maximalt utbyte av MG EPA i % Maximalt utbyte av MG DHA i %
Enzym Normal Tid Superkr. | Tid | Normal Tid Superkr. | Tid
atm. I atm. I atm. I atm. I
tim tim tim tim
TL IM 2 22 29 4 5 22 100 4
RM IM 60 22 30 22 63 22 56 22
Amano C 94 22 13 22 100 22 15 22

Tabell 3. Maximalt utbyte (experimentellt/teoretiskt) av varje malfettsyra efter reaktionstid i tim

5 Slutsats

I oljan fanns fran borjan 13 % EPA och 8 % DHA.
Maximal teoretiskt utbyte berdknades till 57mg EPA MG/1g olja respektive
38mg DHA MG/1g olja, se bilaga 8.

I studierna undersoktes ej eventuella forluster i metyleringsreaktion. Det kan
vara till fordel att undersoka det 1 framtiden.

Av nedanstédende kan dras slutsatser att reaktioner i superkritisk atmosfar géir
snabbt och hogt utbyte kan erhéllas vid kortare reaktionstider jamfort med
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reaktioner 1 normal atmosfdr. Detta géller i fall processparametrar dr
optimerade.

Amano-C

Studier i normal atmosfar visar att Amano C ar mer specifikt for fiskoljan dn
andra undersokta enzymer, se bilaga 5. Redan efter 5,5 tim reaktionstid blev
alla TG fyllstandigt forbrukade. Utbytet blev 67 % EPA MG och 82 % DHA
MG, se bilaga 3. Efter 22h reaktionstid blev utbyte av EPA MG 94 % och
DHA MG 100 %. Det innebér att enzymet dr mycket specifik bade for EPA
och for DHA produktion.

Studier i superkritisk atmosfar visar ldgre aktivitet av enzymet Amano C
jamfort med normal atmosfar, se bilaga 3. Maximalt utbyte blev erhallet efter
22 tim. Utbyte av EPA MG blev 13 % och DHA MG 15 %. TG har aldrig
fullstdndig forbrukats, se bilaga 4. Det innebér att processparametrar for
superkritisk atmosfar méaste optimeras. Sdnkning av trycket kan vara till fordel
eftersom vid provtagningar var l0sningen i reaktorn grumlig. En grumlig
16sning kan tyda pé att immobilisationsmaterial krossas 1 processen och
enzymaktivitet himmas.

TL IM

I normal atmosfar visade enzymet TL IM ldgst specificitet, se tabell 3. Hogsta
utbytet berdknad for EPA MG till 2 % respektive for DHA MG till 5 %. Det
kan innebdra att enzymatisk nedbrytning paverkas av omgivande miljo. Det
kan vara luft som kommer in i systemet vid reaktionsging.

| superkritisk atmosfar maximalt utbytet konstaterades efter reaktionstid pa 4
tim. Utbyte for EPA MG blev 29 % och for DHA MG 100 %. Det innebér att
enzymet dr mycket specifik for DHA produktion.

Reaktionen 1 superkritisk atmosfar gav hogre resultat dn reaktion i normal
atmosfdr, se bilaga 1. I superkritisk atmosfar har max utbyte kunde fas efter 4
tim. I normal atmosfar har TG aldrig fullstindig forbrukats och det har bildats
bara sma méangder av respektive EPA MG/DHA MG. Det innebér att
fullstdndig reaktion 1 superkritisk atmosfar kan uppnds snabbt och specifikt
jamfort med andra enzymer, se bilaga 4. Det ar svért att fA hogt utbyte med
enzymet TL IM i1 normal atmosfir.
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RM IM
| normal atmosfar efter 22 tim blev utbyte av EPA MG 60 % och DHA MG

63 %, se bilaga 2.
TG har aldrig fullstdndig forbrukats, men det har bildats relativt stora mangder

EPA MG/DHA MG.

| superkritisk atmosfar efter 22 tim blev utbyte av EPA MG 30 % och av DHA
60 %, se bilaga 2. TG har aldrig fullstindigt forbrukats. Mangd DG under
reaktionen var relativt konstant, se bilaga 4.
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Bilaga 1

1. Extraktets innehdll ( vid analytisk TLC analys) efter reaktionstid (i tim) med
Enzymet TL IM 1 superkritisk atmosfir.

TL IMA{CO)

’. * oo TG

et i Wi ' DG
- ] L] c : MG
1h 2h 4h Sh 22h

2. Extraktets innehdll (vid analytisk TLC analys) efter reaktionstid (i tim) med
Enzymet TL IM 1 normal atmosfir.

TL I (Atinosfar)

® & o &

- g, s 1,2DG

3. Berédknad koncentration av MG EPA/DHA efter reaktion med TL IM i superkritisk
atmosfar.

TL IM i superkritisk atmosfar

g 40

%% 30 -

S = O EPA
235 20

C o m DHA
T s

2 0- S

g 1 2 4 9

OEPA | 74 8,5 16,7 | 2,7
mDHA | 12,2 | 153 38 17,2
Tid i tim
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4. Beriknad koncentration av ME EPA/DHA efter reaktion med TL IM i superkritisk
atmosfdr.

KOncentration av ME i

mg/g extrakt

TL IM i superkritisk atmosfar

1000

500 -

0

b

7

22

B EPA
m DHA

0O EPA | 882
m DHA |21,5

886 | 486
58 242

795
398

744
340

Tid i tim
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Bilaga 2

1. Extraktets innehdll ( vid analytisk TLC analys) efter reaktionstid (i tim) med
Enzymet RM IM i superkritisk atmosfir.

RMIM{CO;)

LB N N N L

1h 2h 4h Gh 22h

2. Extraktets innehall (vid analytisk TLC analys) efter reaktionstid (i tim) med
Enzymet RM IM i normal atmosfir.

RIM IM {AtmosTin

® e 0 6

DG

2h 4h Gh 22h

3. Berdknad koncentration av ME EPA/DHA efter reaktion med RM IM i superkritisk
atmosfar.

RM IM i superkritisk atmosfar

800
600 -

0 EPA
@ DHA

400 {1
200 1 |-
0

koncentration av ME i
mg/g extrakt

2 4 6

OEPA | 418 | 440 | 514 | 602
mDHA | 19,2 | 194 | 204 | 22
Tid i tim

20



Bilaga 3

1. Extraktets innehéll (vid analytisk TLC analys) efter reaktionstid (i tim) med

Enzymet Amano-C i superkritisk atmosfar.

Amvanoe O {(COg)

ME
& & 8

1,30G
peEe s e 1206
e 5 - MG

Zh 3.5h 22h

2. Extraktets innehall (vid analytisk TLC analys) efter reaktionstid (i tim) med
Enzymet Amano-C i normal atmosfir.

Amane C {ARtimosfar)

ﬁigmw#?‘é

- DG
&5
. . -] & & ® MG
2?h 4h 5,5h Th 22h 24h

3. Beridknad koncentration av MG EPA/DHA efter reaktion med RM IM i normal

atmosfar.

o Amano-Cinormal atmosfar
s
> +—
8% 100
o ¥ O EPA
£e m [ o
S E 2 4 55 | 22
(o]
X 0 EPA 6,1 5,6 38,3 | 53,8

mDHA | 5,2 4,6 31,2 38

Tid i tim




Bilaga 4

1.

22

Extraktets innehall (vid analytisk TLC analys) efter reaktionstid (i tim) med

Enzymet TL IM 1 superkritisk atmosfar.

TL IV {COgh

e - -
‘ ﬁ T TG

o i Wi DG
o & & S MG
1h 2h 4h Sh 22h

Extraktets innehéll (vid analytisk TLC analys) efter reaktionstid (i tim) med

Enzymet RM IM i superkritisk atmosfar.

RM IMA{CO;)

LN N N N L

1h Zh 4h Gh 22h

Extraktets innehéll (vid analytisk TLC analys) efter reaktionstid (i tim) med

Enzymet Amano-C i superkritisk atmosfar.

Amvano C {CO;)

. ME
= am W

1,3DG
s e 8 1206
e = - MG

2h 3.5h 22h




Bilaga 5
1. Extraktets innehéll (vid analytisk TLC analys) efter reaktionstid (i tim) med

Enzymet TL IM 1 normal atmosfar.

TL IM {AtimosTar)

- & o o

P e 1,2DG

MG

Zh “Hh Sh 22h

2. Extraktets innehall (vid analytisk TLC analys) efter reaktionstid (i tim) med

Enzymet RM IM 1 normal atmosfir.

RM IM {AtmosTark

® 2w 2w B
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3. Extraktets innehéll (vid analytisk TLC analys) efter reaktionstid (i tim) med

Enzymet Amano-C i normal atmosfir.
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Bilaga 6
Tabeller i bilaga 6 (1-3) representerar massa uppsamlat extrakt under reaktionens géng och

1 slutet av reaktion.

1. Enzym TL IM

Superkritisk | Massa Reaktionstid

atmosfar uppsamlad i timmar
extraktig

MG1 0,3 1

MG2 0,3 2

MG3 0,3 4

MG4 0,4 7

MG5 0,2 9

MG6 0,1 22

ME1 0,1 1

ME?2 0,28 2

ME3 0,14 4

ME4 0,38 7

MES 0,31 9

MEG6 0,19 22

Normal Massa Reaktionstid

atmosfar uppsamlad i timmar
extraktig

MG Data saknas 22
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2. Enzym RM IM

Superkritisk | Massa Reaktionstid

atmosfar uppsamlad i timmar
extraktig

MG1 0,15 2

MG2 0,14 4

MG3 0,41 6

MG4 1,44 22

ME1 0,05 2

ME2 0,05 4

ME3 Data saknas 6

ME4 Data saknas 22

Normal Massa Reaktionstid

atmosfar uppsamlad i timmar
extraktig

MG Data saknas 22

3. Enzym Amano-C

Superkritisk | Massa Reaktionstid

atmosfar uppsamlad i timmar
extraktig

MG1 0,13 22

ME1 0,11 3,5

ME2 0,06 22

Normal Massa Reaktionstid

atmosfar uppsamlad i timmar
extraktig

MG1 0,1 1

MG2 0,18 2

MG3 0,06 4

MG4 0,05 5,5

MG5 0,1 22
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Bilaga 7

Tabeller i bilaga 7 representerar berdknad data fran olika enzymreaktioner efter en viss

reaktionstid.

e Koncentrationen av EPA/DHA i mg/ml hexan berdknad (med hjilp av

kalibreringskurva, inklusive antal spddningar) genom erhéllna areaenheter for varje

prov i GC analys.

e Direfter beriknas koncentration av EPA/DHA 1 extraktet

1. Enzym TL IM

Superkritisk | Koncentration | Koncentration | Koncentration | Koncentration | Reaktionstid

atmosfar EPAimg/ml | DHA mg/ml EPA i mg/g DHA i mg/g i timmar
hexan hexan extrakt extrakt

MG1 0,26 0,46 7,4 12,2 1

MG2 0,30 0,58 8,5 15,3 2

MG3 0,59 1,5 16,7 38,0 4

MG4 0,08 0,65 2,7 17,2 9

ME1 88,23 2,15 882,3 21,5 1

ME2 95,6 3,06 341,4 11,0 2

ME3 124,01 8,1 886,0 58,0 4

ME4 184,5 91,8 485,5 242,0 7

ME5 246,5 123,5 795,2 398.,4 9

MEG6 141,3 74 744,0 340,0 22

Normal Koncentration | Koncentration | Koncentration | Koncentration | Reaktionstid

atmosfar EPAimg/ml | DHA mg/ml EPA i mg/g DHA i mg/g i timmar
hexan hexan extrakt extrakt

MG 0,043 0,065 1,2 1,7 22
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2. Enzym RM IM

Superkritisk | Koncentration | Koncentration | Koncentration | Koncentration | Reaktio

atmosfar EPAimg/ml | DHA mg/ml EPA i mg/g DHA i mg/g nstid
hexan hexan extrakt extrakt i timmar

MG 0,6 0,8 17,0 21,2 22

ME1 20,9 0,96 418 19,2 2

ME2 22,0 0,97 440 19,4 4

ME3 25,7 1,02 514 20,4 6

ME4 30,1 1,1 602 22 22

Normal Koncentration | Koncentration | Utbyte Utbyte DHA i | Reaktio

atmosfar EPAimg/ml | DHA mg/ml EPA mg/g mg/g extrakt | nstid
hexan hexan extrakt i timmar

MG 1,2 0,9 34,0 23,8 22

3. Enzym Amano-C

Superkritisk | Koncentration | Koncentration | Koncentration | Koncentration | Reaktio

atmosfar EPAimg/ml | DHA mg/ml EPA i mg/g DHA i mg/g nstid
hexan hexan extrakt extrakt i timmar

MG 0,13 0,096 7,4 55 22

ME1 16,3 16,0 148,2 146,0 3,5

ME2 18,2 14,1 303,3 235,0 22

Normal Koncentration | Koncentration | Koncentration | Koncentration | Reaktio

atmosfar EPA img/ml | DHA mg/ml EPA i mg/g DHA i mg/g nstid
hexan hexan extrakt extrakt I timmar

MG1 0,108 0,094 6,1 52 2

MG2 0,098 0,087 5,6 4,6 4

MG3 0,67 0,59 38,3 31,2 5,5

MG4 0,95 0,72 53,8 38,0 22
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Bilaga 8
1. Berdkning av teoretiskt utbyte av EPA/DHA

Antar att i oljan frén borjan finns TG i form av tripalmitin (Cs;HogOg)
M 16 = 807,35 g/mol
1g olja innehaller 1g/807,35 g/mol = 0, 00124mol TG

Fran borjan

Oljan innehaller 13 % EPA

1 1g olja finns n=0,00124 * 0,13 = 1,612"‘10”4 mol EPA

Efter reaktion

Antar att vi far max utbyte dvs.

antal mol EPA innan reaktion i oljan= antal mol EPA efter reaktionen i extraktet

en EPA monoglycerid har molmassa=352,5g/mol

m=n*M

max teoretisk massa EPA i 1g olja=352,5g/mol*1,612*10~* mol=57 mg EPA MG/g olja
teoretisk utbyte av EPA=57mgEPA MG/qg olja

Fran bérjan

Oljan innehaller 8 % DHA

i 1 g olja finns n=0,00124mol *0,08 = 9,9 *10~ mol DHA

Efter reaktion

Antar att vi far max utbyte dvs.

antal mol DHA innan reaktion = antal mol DHA efter reaktionen

En DHA monoglycerid har molmassa=378, 5g/mol

m=n*M

max teoretisk massa DHA i 1g olja=378,5g/mol*9,9 *10"™ mol=38mgDHA MG/g olja
teoretisk utbyte av DHA=38mgDHA MG/q olja

2. Exempel pa berékningar av experimentellt utbyte av MG EPA/DHA

Berikningar avser reaktion med enzymet TL IM i superkritisk koldioxid, efter reaktionstid
4h

Koncentration med hinsyn till antal spddningar erhélls fran kalibreringskurva=0, 59mg

EPA/ml hexan
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Hexan och trimetylpentan (16sningsmedel i kalibreringskurvan) har samma densitet

Utbyte for EPA: n=m/M =0, 59mg/353g/mol MG EPA=1, 67 umol

Vid TLC analys var injicerad 100ul extraktet pd plattan. Volymen fanns slutligen i 1ml
uppsamlad efter metylering hexan

—1, 67 umol/100ul= 16,7 mg/1 g olja

Utbyte for DHA berdknas pa samma satt dir Mpya= 378g/mol

3. Max Utbyte i % ( for tabell 3)
Exempelvis for EPA 1 koldioxid efter 4 h
Experimentellt utbyte/teoretiskt = 16,7/57 *100 % =29, 3 %
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