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Eljaras olajok finomitasara 7 6 7 U']

NORSK HYDRO A.S, Oslo, NO

KIVONAT

A taldlmany szerinti eljaras telitett és telitetlen zsirsavakat
trigliceridek alakjaban tartalmazé olajkompozici6 kezelése ut-
jan tébbszérésen telitetlen zsirsavakat nagyobb koncentracié-
ban tartalmazé finomitott termék elSallitdsara szolgal. Az elja-
ras soran

a) az olajkompoziciét lényegileg vizmentes korulmenyek
kézott 1-6 szénatomos alkohollal, elsédlegesen telitett és egy-
szeresen telitetlen zsirsavak atészterezését katalizald lipaz
jelenlétében atészterezik, ahol a jelen Iévé trigliceridre vonat-
koztatva legfeljebb 15 mdlekvivalens mennyiség(i 1-6 szénato-
mos alkoholt hasznalnak, és

b) a lipazzal katalizalt atészterezési reakcidban kapott
telitett és telitetlen zsirsav-észtereket tartalmazé frakciotol
tdobbszorosen telitetlen zsirsavak gliceridjeiben dusitott frakciét
valasztanak el.

A talalmany szerinti eljards egyes valtozatai alkalmasak
olajkompoziciébél kérnyezetszennyez8 anyagok eltavolitasara.

(1. abra)
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A talalmany telitett és telitetien zsirsavakat trigliceridek
alakjaban tartalmazé olajkompozicié kezelése utjan tdbbszoro-
sen telitetlen zsirsavakat nagyobb koncentraciéban tartalmazé
finomitott termék Gj elBallitasi eljarasara vonatkozik. A talal-
many elényds valtozatai killonoésen halolaj-kompoziciéban ejko-
zapentansav és dokozahexansav koncentracidjanak novelésére
vonatkoznak.

A leirasban a tébbszordésen telitett zsirsavakat olyan rend-
szerben azonositjuk, amelyben az Q- vagy n-szamok az elsé
kettds kotés helyét a lancvégi metilcsoporttél szamitva adjak
meg, azaz egy Q-3 vagy n-3 tipusa zsirsavban az els6 kettSs
kdtés a sav lancvégi metilcsoportjatél szamitott harmadik szén-
atomnal fordul elé. Egy C18:3 jelzéssel azonositott zsirsav to-
vabba a szénlancban 18 szénatomot és harom kettés kotést
tartalmazé zsirsavat jelent.

Ipari szempontbél fontos tobbszdrdésen telitetlen zsirsavak
az EPA (ejkozapentansav, C20:5), a DHA (dokozahexansav,
C22:6) és az AA (arachidonsav, C20:4). E savak IUPAC rend-

szer szerinti teljes elnevezése a kovetkezd

EPA -  cisz-5.8,11,14,17-ejkozapentansav,
DHA - cisz-4,7,10,13,16,19-dokozahexansav és
AA - cisz-5,8,11,14-ejkozatetraénsav.

Ismeretes, hogy az EPA és DHA fontossaga kalénosen a
gyogyszeripar és az élelmiszerkiegészitéket gyarto ipar szama-
ra fokozatosan ndvekszik. Ezek a savak viszonylag nagy kon-
centraciokban talalhaték bizonyos tengeri allatokbdl eldallitott
olajokban, azonban szamos célra szilkséges ezeknek az ola-

joknak a finomitasa az EPA és/vagy DHA koncentraciéjanak
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megfelelé névelésére vagy a nyers olajban természetesen eld-
fordulé bizonyos mas anyagok eltavolitdsara vagy koncentra-
cidjuk csokkentésére. igy gyogyszerek és élelmiszerek esetén
szilkség van a tengeri allatokbdl eldallitott olajokban szokaso-
san eléfordulé peszticidmaradvanyok lényegileg teljes eltavoli-
tasara még azoknak a halaknak az esetén is, amelyeket inten-
ziven mdvelt teriletektsl egészen tavol esé tengerekben fog-
nak ki.

Természetes eléfordulasi allapotuknak megfeleléen az EPA
és DHA szerkezetében teljes cisz(Z-Z) konfiguraciora van
sziikség ahhoz, hogy biolégiai aktivitasuk foxikusség nélkil ér-
vényesiljon. Ezek a savak azonban hevités soran rendkival
torékenyek”, és nagyon kénnyen gyors oligomerizalasi, izome-
rizaldsi és peroxidaciés reakci6kban vesznek részt. Ennek
megfeleléen tengeri allatokbol eléallitott, EPA- és DHA-
-tartalma olajkompoziciék tisztitasa rendkiviil bonyolult annak
veszélye nélkiil, hogy ezeket a kivant savakat hasznos forma-
jukban elveszitsik.

A tengeri allatokbdl el8allitott olajokban az EPA és DHA
féleg trigliceridjeik alakjaban fordul elé. Az eddig alkalmazott
legtébb finomitasi eljaras kezdetén vagy kis molekulatémegi
alkohollal (szokasosan etanollal) észterezik az olajat, vagy az
olajat szabad savakka vagy séikka hidrolizéljak, majd ezt kove-
téen a kivant termék kinyerésére szakaszos leparlast folytat-
nak le.

A tengeri allatokbé! eléallitott nyersanyagok bonyolult 6sz-
szetétele kovetkeztében azonban egyetlen szakaszos leparlasi

eljarassal nem konnyl tobbszordsen telitetlen zsirsavszarma-
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zékokat nagy tisztasagu alakban eléallitani. Ezért szokasosan
eljarasok kombinacidjat alkalmazzak, ahol 'az egyes esetekben
megvalasztott kombinacié a nyersanyag osszetételétsl és kon-
centraciéjatol, valamint a termék szempontjabdl kivanatos mi-
néségi kritériumoktél fugg. Nagy EPA- és/vagy DHA-koncent-
raciéju készitmények el6allitasara szokasosan alkalmazott elja-
rasokban az egyik elvalasztasi médszer komplexek képzése
karbamiddal.

A karbamid egyik hasznos tulajdohséga, hogy egyenes
lanch szerves vegyliletekkel szilard komplexeket alkot. Ha ten-
geri allatokbdl eldallitott, zsirsavakat vagy -észtereket tartal-
mazé olajkompoziciét karbamidoldathoz adunk, a legkevésbé
telitetlen savakkal kristalyos komplex képzédik. A kristalyokat
elvalasztva telitetlenebb zsirsavak vagy zsirsav-észterek fi-
nomitott terméke marad vissza.

A karbamiddal lefolytatott komplexképzést alkalmazzak
mind szabad zsirsavak, mind zsirsavak metil- vagy etil-észterei
esetén. Az eljaras lefolytathaté folyamatos lzemmddban a
karbamidkivalas reaktoraként kapart feliileti hécserél6k hasz-
nalataval. Eszterek szakaszos elvalasztasa esetén a szokasos
eljaras szerint el8szér az olajat alkohollal és/vagy alkohol/viz
eleggyel reagaltatjadk, majd a karbamiddal lefolytatott komplex-
képzés elStt az észtereket és szabad zsirsavakat elvalasztjak.
In situ észterezés és karbamiddal valé elvalasztas egyuttesen
is lefolytathato (EP A 0 255 824).

Ha egy ilyen, a fentiekben vazolt eljarast tobbek kozott két
vagy tobb 1épésben lefolytatott molekularis desztillaciéval
kombinalnak, tengeri allatokbé! el&allitott nyers olajbol eléallit-
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haté olyan finomitott termék, amely legalabb 85 témeg% n-3
tipusi tobbszorésen telitetlen zsirsavakat, féleg EPA és DHA
komponenseket tartalmaz. A finomitott termékre vonatkozé
brutté kinyerés azonban nemkivant médon csekély. llyen ha-
gyomanyos elvalasztasi mliveleteket alkalmazé jellegzetes ipari
eljarasban 1000 t tengeri allatokbél elSallitott nyers olajbdl
csak 60-80 t 85 tomeg%-os n-3 tipusu zsirsavkoncentratum
varhaté, azaz a kinyerés csak 6-8%-os. Az ilyen csekély kiter-
melés nemcsak azt jelenti, hogy az ilyen finomitasi eljarasok
nagyon koéltségesek, hanem azt is, hogy ezek az eljarasok nagy
méret(, bonyolult berendezéseket igényelnek.

Szamos kornyezetszennyezd anyag (igy peszticidek és
klératommal tobbszérésen helyettesitett bifenilek) lipofil jellege
kovetkeztében ezek a vegyiletek tengeri eredetii lipidekben
felhalmozé6dnak. A karbamid szamos ilyen szennyezd anyaggal
kedvezétlen médon nem képez komplexeket, ennek eredmé-
nyeként a karbamiddal lefolytatott komplexképzés atjan kapott
koncentratum a tengeri allatokbél eldallitott eredeti olajhoz vi-
szonyitva peszticideket és egyéb kéornyezetszennyez8 anyago-
kat megnovekedett - szamos célra elfogadhatatlanul nagy -
mértékben tartalmaz. Ennek kdvetkeztében a karbamiddal le-
folytatott komplexképzésen alapulé jelenlegi finomitasi eljara-
sok bonyolult és koltséges tisztitasi miliveleteket igényelnek a
szennyezd anyagok elfogadhaté koncentracidra csokkentése
céljabél olyan esetekben, ha emberi fogyas.ztésra szant finomi-
tott halolaj eléallitasara szolgailnak.

A talalmany célja javitott eljaras kidolgozasa olajkompozi-

ci6k tobbszorosen telitetlen zsirsavtartalmanak novelésére,
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kdzelebbrél olyan eljaras kidolgozasa, amely ipari eljaraskeént
alkalmas halolajbdl megnovelt kitermeléssel EPA és/vagy DHA
kinyerésére.

Ismeretes, hogy lipazok katalizatorként alkalmasak olyan
eljarasokhoz, amelyekkel tengeri allatokbél el8allitott olajban
el6fordulé, nagy mértékben labilis n-3 tipusa, tobbszdrésen
telitetlen zsirsavakat, igy EPA és DHA komponenseket kezel-
nek. Ez a lipazok alacsony hémérsékleteken is érvényesiilé
hatdsossaganak, semleges pH-janak és kiméletes hatasanak
kovetkezménye, ami lehetévé teszi a nemkivanatos mellékre-
akciok, igy a cisz-transz izomerizalédas, kettés kétések mig-
raciéja, polimerizalédas, oxidalédas és hasonlék minimalis se-
bességen tartasat. A lipazok alkalmazasa tengeri allatokbdl
el6allitott olajban 1évé zsirsavak hidrolizisére ezért a szakiro-
dalomban kellé részletességgel targyalva van.

Beszamoltak arrél, hogy tékehal belélbdl kinyert lipaz a
kapelinolajban trigliceridekként jelen lévé 18:4, 20:5 és 22:6
tipusu tébbszorosen telitetlen zsirsavakat hidrolizalta elsédle-
gesen [Lie és Lambertsen: Comp. Biochem Physiol. 80B, (3),
447-450, (1985)]. Az ismertetés szerint ez a specifikus jelleg
kiilon6sen a 20:5 tipusu sav, azaz EPA esetében érvényesilt.

Azt is megallapitottak, hogy a kapelinolajban trigliceridek-
ként jelen 1évé 14-18 szénatomos telitett és egyszeresen teli-
tetlen zsirsavak kitintetett hidrolizalasahoz vezetett a Candida
cylindracea lipaz, mig a hosszu szénlancli egyszeresen telitet-
len C20:1 és C22:1 tipusu zsirsavak, és kulonosen a tobbszo-

rosen telitetlen zsirsavak, igy a C18:4 és kisebb mértékben az
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EPA és DHA a hidrolizis szempontjabél rezisztens volt [Lie és
Lambertsen: Fette, Seifen, Anstrichmittel, 88, 365 (1986)].

Tébbszdérosen telitetlen zsirsavak koncentratumainak
eléallitdsara ismertettek olyan eljérést.' amely lipazok telitett
és telitetlen savakra vonatkozéan hasonlé eltéré hatasan alap-
szik (JP 59-14 793). Kulénb6z8 (Candida cylindracea, Aspergil-
lus rhizopus és Mucor miehei) lipazokkal tengeri allatokbdl
szarmazé vegyes olajokban, igy szardiniaolajban és makréla-
olajban 1évé etil-észtereket hidrolizaitattak. A hidrolizalt zsir-
savak elvalasztasat kévetden lefolytatott szelektiv hidrolizis
soran kapott etil-észter-koncentratumokban az EPA- és DHA-
-tartalom 25 témeg%-ig, illetve 17 tomeg%-ig terjedt.

Tengeri allatokbol elGallitott olaj hidrolizisére ismertettek
Candida sp. lipazon alapul6 eljarast is (JP 172 691). Az EPA-t
vagy észterét szabad zsirsavkomponensbdl, a DHA-t vagy
észterét a visszamaradé gliceridkomponensbél nyerték ki. Az
eljaras soran lefolytatott miiveletek a kovetkez8k: a zsirsav- és
gliceridkomponensek elvalasztasa, észterezeés rovid szénlancu
alkilcsoporttal, tébbszorosen telitetlen zsirsavak betoményité-
se karbamiddal lefolytatott komplexképzés utjan és tovabbi fi-
nomitas molekularis desztillacid, szuperkritikus CO, kézeggel
lefolytatott folyadékfazist extrakcié vagy folyadékkromatografia
alkalmazéasaval. EPA és DHA elvalasztasara forditott eljarason
alapulé médszert is ismertettek Mucor miehei lipaz alkalmaza-
saval [Takagi: Am. Oil Chem. Soc. 66, 488 (1988)].

Japan szardiniaolajbél a karbamidadalékot alkalmazé elja-
rassal kapott tobbszérésen telitetlen zsirsav-koncentratumokat

szobahémérsékleten n-hexan kézegben metanollal észterezték.
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A lipaz EPA és DHA tekintetében eltéré viselkedése folytan le-
jatsz6do szelektiv észterezés 51 tomeg% EPA- és 6 tdmeg%
DHA-tartalma, EPA komponensben dusitott metil-észter kon-
centratumot, valamint 52 témeg% DHA- és 12 tomeg% EPA-tar-
talmu, DHA komponensben dus szabad zsirsav-koncentratumot
eredményezett 59:41 tomegaranyban. .

Ujabban ki16nbdz6 lipazokat alkaimaztak csukamajolaj és
finomitott szardiniaolaj szelektiv hidrolizisére [Agric. Biol.
Chem. 54, 1459, (1990)]. A legjobb eredményeket a nem régio-
specifikus Candida cylindracea és az 1,3-specifikus Aspergillus
niger lipazok esetén kaptak, azonban a gliceridtermékek EPA-
-tartalmat egyik lipaz sem novelte szignifikans moédon.

A technika allasabél a lipazok tengeri allatokbél elallitott
olajok zsirsav-észtereinek hidrolizisére térténd alkalmazasabdl
kitGnik, hogy a kulonbozd lipazok eltéréen viselkednek, vala-
mint az egyik és masik zsirsav vagy az egyik tipusu és a masik
tipusu zsirsav egészen eltérd szelektivitasa gyakran a lipazok
tulajdonsagainak kovetkezménye.

Bizonyos lipazoknak ezt a szubsztratumra vonatkozé sze-
lektivitasat hasznaltak ki n-3 tipusu tobbszdrosen telitett zsir-
savakban dus frakcié eldallitdsara csukamajolaj lipazzal katali-
zalt alkoholizise utjan [Zuyi és Ward: Enzyme Microb. Technol.,
15, 601-606 (1993)]. Kilenc vizsgalt lipaz kéziil a Pseudomonas
sp. lipaz (CES, gyarté cég: Amano International Enzyme Co.)
hatasara a halolaj alkoholizise nagyobb sebességgel jatszédott
le, mint a tébbi lipaz jelenlétében, ennek koévetkeztében az
EPA és DHA komponensekben jelentésen dusitott monogliceri-

deket allitottak elé. Ebben az ismert eljarasban az alkohol rea-
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gens és egyuttal a reakciokozeg oldészere is volt (az eljaras-
ban etanolt és izopropanolt alkalmaztak).

A fenti kézlemény szerzdi tanulméanyoztak a reakcidelegy-
ben 1évé vizkoncentracié hatasat. Megallapitottak, hogy a 0-7,5
térfogat% viztartalom-tartoméanyban a CES lipaz jelenlétében
(izopropanollal) lefolytatott alkoholizis sebessége né. A kozolt
adatok azt mutatjak, hogy 5 térfogat% viztartalom optimalis, és
akar 2,5 térfogat% viztartalom esetén az olajpan eredetileg
jelen 1&vé trigliceridek tdbb mint 40%-a 12 6ra mulva is reaga-
latlan marad. (A viztartalomra vonatkozé fenti adatok a reak-
cielegyhez hozzaadott vizre vonatkoznak, figyelmen Kkivdl
hagyva a halolajban és a ,szaraz” enzimben jelen 1évé Kkis
mennyiségi vizet.) Kovetkezésképpen a triglicerid szabad zsir-
savva hidrolizise nagyon jelent&s volt (jellemzden meghaladta
a 30%-ot), igy 5 térfogat% viztartalom esetén a hidrolizis foka
18,9% volt (az alkoholizis csupan 15,5%-os mértékéhez ha-
sonlitva).

A fenti eljaras tudomanyos értéke kétségtelen, azonban
nem eredményezett javitott eljarast tisztitott EPA/DHA kompo-
ziciék ipari elBallitasara. Kozelebbrél a lipazzal katalizalt ter-
mékben jelentés mennyiségli szabad zsirsav elkerilhetetien
jelenléte megneheziti a kivant n-3 tipusd tobbszérosen telitet-
len zsirsavak késébbi tisztitasat. gy a szabad zsirsavak kis il-
lékonysaguk kdvetkeztében nem valaszthatok el a gliceridektd!
szokdsos molekularis desztillaciés eljarasokkal. Ezenkivil -
minthogy az észterek és a szabad zsirsavak polaritasa lénye-
gesen kilénbdz8, mig a mono- és digliceridek kdzbilsé polari-

tasuak - az észterek és a szabad zsirsavak nem valaszthaték
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el a gliceridekt8l extrakcioval. Az alabbiakban ismertetettek
szerint a talalmany ezzel szemben elény6sen hasznalhatja a
molekularis desztillaciés eljarast nem csak tobbszérdésen teli-
tetlen zsirsav-gliceridek telitett és egyszeresen telitetlen zsir-
sav-észterektsl valé elvalasztasara, hanem egyidej(ileg arra is,
hogy kérnyezetszennyez6 anyagokat, igy peszticideket és klér-
ral tobbszérdsen helyettesitett bifenileket eltavolitsunk a kivant
tobbszorésen telitetlen zsirsav-glicerid frak.ciébél.

Varatlan médon azt allapitottuk meg, hogy - a talalmany-
nak megfeleléen - bizonyos lipazok, kozéttuk a Pseudomonas
sp. lényegileg vizmentes reakciékérilmények kozott alkalmaz-
hatok tengeri allatokbél eldallitott olajban 1évé trigliceridekben
a telitett és egyszeresen telitetlen zsirsavak észtercsoportja-
inak szelektiv atészterezésére. Megallapitottuk, hogy az ilyen
atészterezés lényeges mértéki hidrolizis nélkal az érzéke-
nyebb telitett zsirsavak monoésztereinek elegyéhez vezet, és a
visszamaradé n-3 tipus tébbszdrésen telitetlen hossza szén-
lanca zsirsavak a glicerinhez k6zott allapotban maradnak ész-
ter alakjaban, a konverzié mértékétsl figgéen f6leg mono- és
digliceridekként, azonban még trigliceridek is eléfordulnak.

A fentiek alapjan a talalmany eljaras telitett és telitetlen
zsirsavakat trigliceridek alakjaban tartalmazé olajkompozici6
kezelése utjan tobbszdrdsen telitetlen zsirsavakat nagyobb
koncentraciéban tartalmazé finomitott termék elSallitasara. Az
eljaras soran

a) az olajkompoziciét lényegileg vizmentes kérilmények
k6zott 1-6 szénatomos alkohollal, elsédlegesen telitett és egy-

szeresen telitetlen zsirsavak atészterezését katalizalo lipaz
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jelenlétében atészterezzik, ahol a jelen lévd trigliceridre vo-
natkoztatva legfeljebb 15 moélekvivalens mennyiség( 1-6 szén-
atomos alkoholt hasznélunk, és .

b) a lipazzal katalizalt atészterezési reakci6ban kapott
telitett és telitetlen zsirsav-észtereket tartalmazé frakciétdl
tobbszérosen telitetlen zsirsavak gliceridjeiben dusitott frakciét
valasztunk el.

A fentiek szerint a talalmany szerinti eljaras lipazt alkal-
maz, amely a tengeri allatokb6l elSallitott olajban Iévd telitett
és egyszeresen telitetlen zsirsavak atészterezését katalizalja
elsédlegesen. Megallapitottuk, hogy szémos lipdz a talalmany
szerinti atészterezési reakciéban viszonylag csekély aktivitast
fejt ki vagy ténylegesen nem aktiv, vagy pedig csekély szelek-
tivitast mutat egyrészt telitett és egyszeresen telitett zsirsa-
vak, masrészt tobbszérésen telitetlen zsirsavak vonatkozasa-
ban. Ez érvényes tébbek kozott a kovetkezd lipazokra: Geotric-
hum candidum (GCL; Amano GC), Aspergillus niger (ANL; Ama-
no A), Candida rugosa (CRL; Amano AY), Chromobactaeirum
viscosum (CVL; Sigma), Humicula lanuginosa (HLL; Amano
CE), Rhizopus delemar (RDL; Amano D), Rhizopus oryzae
(ROL; Amano F), Penicillium camembertii (PCL; Amano G),
Candida lipolytica (CLL; Amano L), Mucor javanicus (MJL,;
Amano M) és Rhizopus niveus (RNL; Amano N). A Candida an-
tarctica (CAL; Novo SP435) az atészterezési reakcidban na-
gyon aktiv, a zsirsavak kiil6nb6z6 osztalyai kozdtt azonban
csekély szelektivitdst mutat vagy egyaltalan nem szelektiv,

ezért a talalmany szempontjabél alkalmatlan.
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A talalmany szerinti eljardsban alkalmazhaténak talalt
lipazok tébbek kozott a Mucor miehei Ii.péz (MML, Novo Lipo-
zyme), amely j6 atészterezési aktivitast, valamint elfogadhaté
szelektivitast mutat a tobbszordsen telitetlen zsirsavak és a
telitett &és egyszeresen telitetien zsirsavak vonatkozasaban;
Candida cylindracea (CCL, Sigma) és Penicillium roguefortii
(PRL, Amano R) lipazok, amelyek kielégité szelektivitast mu-
tatnak, bar aktivitasuk csekélyebb, mint néhany mas lipazé; to-
vabba a Pseudomonas fluorescens (PFL, Amano PS) és Pseu-
domonas sp. (PSL, Amano AK) lipazok, amelyeknek aktivitasa
és szelektivitdsa egyarant j6, ezért gyakran elénydsen hasz-
nalhaték a talalmany megvalésitasahoz.

A lipaz hordozdéanyagon torténé immobilizalasa szamos
eldnnyel jarhat. igy az immobilizalas a lipazoknak nagyobb
stabilitast kolcséndz, ezért tovabb hasznalhaték. Az immobili-
zalas megkonnyiti visszanyerésiiket és lehetévé teszi ismételt
felhasznalasukat, ami jelentésen csokkenti a lipdzok koitséget.
Az észterezési reakciok is kényebben befolyasolhatok, ha
immobilizalt enzimet hasznalunk, és a lipaz folyamatos eljara-
sok irant érzékenyné valhat, ami alapveté fontossagu lehet
enzimatikus ipari eljarasok szempontjabol. Az immobilizalas
olykor javitja az enzimek alkalmassagat. Vegul a lipaz disz-
perziéja a hordoz6 fellletén biztositja a lipaz szubsztratumok-
kal valé érintkezését, ami lényegesen megndveli az enzim t6-
megegységre vonatkoztatott aktivitasat, jelentSsen csokkentve
ezaltal az adagolt enzim mennyiségét és az ezzel jar6 koltsé-

geket.
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Ha az EPA és DHA komponensekben egyarant dusitott fi-
nomitott halolaj-kompozicié el&allitasa kivanatos, akkor elé-
nyés olyan lipaz alkalmazésa, amely e két n-3 tipusu tobbszo-
rosen telitetlen zsirsavakra nézve Iéﬁyegileg inaktiv, azaz
amely lényegében nem tesz kulonbséget az EPA és DHA ko-
z6tt. llyen esetben el6nyésen a Pseudomonas fluorescens és
Pseudomonas sp. lipazokat alkalmazzuk, amelyek kdozul az
utébbi kildndsen eldnyds. E lipazok beszerzési forrasa: Amano
International Enzyme Co., Nagoya, Japan.

A talalmany kritikus jellemzéje, hogy a lipazzal katalizalt
atészterezést lényegében vizmentes reakciokérilmények kozott
kell lefolytatni. A reakcitelegy teljes viztartalma - az Osszes
forrasbol, beleértve a tengeri allatokbol elSallitott olajat és a
lipazt - el6nydsen legfeljebb 1 tomeg%, elénydésebben legfel-
jebb 0,5 tomeg%, legeiénydésebben 0,01-0,25 tomeg%. (Jellem-
z6 esetben a tengeri allatokbél elallitott olaj kiindulasi anyag
viztartalma 0,1-0,2 témeg%, a reagensként hasznalt abszolut
etanol 0,2-0,5 témeg% vizet tartalmaz, és a lipazkészitmeny
viztartalma 2-2,5 tomeg%.)

Teljesen vizmentes reakciokérilmények megvalésitasa
azonban nem lehetséges, minthogy kis mennyiségd, a lipaz to-
megére szamitva &ltaldban 1-2 témeg% viz mindig szukséges
enzimrendszerekben az aktivitds fenntartasara, bar ennek
mennyisége nagyon fiigg a kérdéses enzimtél (a Candida
cylindracea lipaz igy 10 tdmeg% viz hozzaadasat igényeli ah-
hoz, hogy a talalmany szerinti eljarasban optimalis aktivitast
fejtsen ki). Amint az aldbbi példakban bemutatjuk, ilyen Kkis

mennyiségil viz nem vezet jelentés meérteki hidrolizishez, és

84158-3523/VO/LZs P 96 02440



- 14 -

az atészterezett termékben a szabad zsirsavak koncentracidja
3 tomeg%-nal kisebb értéken tarthato, azaz a Zuyi és Ward
fenti kozleményében ismertetett hidrolizis mértékének csak
10%-at teszi Kki.

A talalmany masik kritikus jellemzdje, hogy a jelen 1évé al-
kohol mennyiségét a jelen lévd triglicéridekre vonatkoztatva
legfeljebb 15 mélekvivalens, elénydsen legfeljebb 9 mdlekviva-
lens mennyiségben kell korlatozni (a sztochiometrikus mennyi-
ség 3 moélekvivalens alkohol). Az alkohol igy els8dlegesen in-
kabb reagensként szolgal, mint oldészerként. Meglepd, hogy a
tengeri allatokbél eldallitott olaj trigliceridjeinek lipazzal katali-
z4lt szelektiv atészterzése ilyen eredményesen lefolytathaté
Iényegében oldészermentes reakcidelegyben. El6nydsen lé-
nyegében sztéchiometrikus mennyiségli, azaz a jelen |évé
trigliceridekre vonatkoztatva 2-5 moélekvivalens mennyiségi al-
koholt hasznalunk, minthogy a sztéchiometrikus mennyiséghez
képest nagy alkoholfelesleg a kivant tébbszérosen telitetlen
ssirsavak kisebb mértéki kinyerését eredményezi.

Jollehet barmilyen 1-6 szénatomos alkohoit hasznalhatunk,
elényésen abszolut (jellemzéen 0,1-0,5 tomeg% viztartalmu)
etanolt hasznalunk a hozzaférhetéség és koltségek okan, a lé-
nyegében vizmentes reakcidokorilmények kovetelményet is
szem elétt tartva.

Az atészterezési reakcid lefolytatasanak hémérsékliete nem
kritikus. Megallapitottuk azonban, hogy a reakcié szelektivitasa
novekvd hémérséklettel csdkken, bar a reakciésebesség né. A
reakciot elénydsen altaldban 40-60 °C-ig terjedd hémérsékle-
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ten folytatjuk le az alkalmazott lipaztél fuggSen, a reakciét meg
elénydsebben szobahémérsékleten (20 °C koral) folytatjuk le.

Az atészterezést lefolytathatjuk oly médon, hogy reakcio-
kdzegként szuperkritikus folyadékokat, gy szuperkritikus CO,-
-ot hasznalunk. Halolaj etanolizisét lefolytattuk szuperkritikus
CO,-ban 250 bar nyoméson 40 °C hémérsékleten. A szuperkri-
tikus CO, folyadék nem csak reakciokdzegkent hasznalhaté,
hanem az észterek és szabad zsirsavak maradek gliceridektél
val6 elvalasztasara is.

Tengeri allatokbél eléallitott olaj trigliceridjeinek talalmany
szerinti, lipazzal katalizalt Atészterezését sematikusan a ko-
vetkez8, egyszerisitett reakciéegyenlettel szemléltethetjik,
ahol 1-6 szénatomos alkoholként etanolt alkalmazunk.

a) reakciolépés

OOCR{ . OH OOCR' OH
Lipaz
OOCR. ———» |-OOCR' + |-OOCR' + [—OOCR'+ R'COOE!
2 EoH
OOCR 5 OOCR' oH OH

A fenti reakciolépésben
R,, R, és R; jeloli az eredeti kompoziciéban trigliceridek alak-
jaban jelen lévé vegyes (telitett, egyszeresen telitetlen és
tébbszorosen telitetlen) zsirsavakat,
R’ jeldli a n-3 tipusu tobbszoérodsen telitetlen zsirsavakat, és
R” jeldli a telitett és egyszeresen telitetlen zsirsavakat.
(Az egyszerliség kedvéert a reakciotermékek kozott csak 1,2-
és 2,3-diglicerideket, valamint 2-monoglicerideket tuntettink

fel.)
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Az etil-észter-frakciét alkalmasan molekularis desztillacio
atjan valasztjuk el a gliceridfrakciotél, ahol a viszonylag illé-
kony etil-észtereket konnyen eltavolithatjuk a kevésbé illékony
maradék gliceridelegyt6l. Minthogy az Atészterezési reakcid
terméke - a lényegében vizmentes reakciékoriilmények kovet-
keztében - csak kis mennyiség( szabad zsirsavakat tartalmaz,
a molekularis desztillaciét kovetden visszamaradé frakcié a
nemkivanatos telitett és egyszeresen telitetlen zsirsavaktol 1é-
nyegében mentes. Azonban meg a molekularis desztillacié md-
velete utan is megjelenhet a desztilldtumban a leginkabb illé-
kony monogliceridek kis része, amelyek féleg viszonylag rdvid
lancu zsirsav-észterek monogliceridjei (azaz a desztillatumba
EPA vagy DHA nem jut be veszteségkéni vagy csak nagyon
csekély mértékben). Ennek megfeleléen a kivant, az atész-
terezésben részt vett tobbszérdsen telitetlen zsirsavak viszony-
lag kis mennyisége marad a desztillaciot kéveté6en a visszama-
radé frakciéban. Ezért - bar a molekularis desztillaciot altala-
ban nem tekintik alkalmasnak bonyolult elvalasztasokhoz - a
talalmany szerinti eljarasban meglep&en elénydsnek bizonyult.

Minthogy a kérnyezetszennyezd ariyagok igy peszticidek
és tobbszordsen klérozott bifenilek (PCB) iliékonyabbak, mint
hosszl szénlanch zsirsavak gliceridjei, a molekularis desztil-
l4cié soran ezek a vegylletek eltdvoznak a gliceridfrakciobdl,
mikézben a desztillatumban (észterfrakcidban) feldasulnak. Ez
tovabbi eldnye a molekularis desztillacié talalméany szerinti el-
jarasban valé hasznalatanak.

A fentiek alapjan a talalmany tovabba eljaras kornyezet-

szennyezd anyagok eltavolitasara telitett és tobbszorosen teli-
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tetlen zsirsavakat trigliceridek alakjaban tartalmazé olajkom-
poziciébdl. Az eljaras soran

a) az olajkompoziciét lényegileg vizmentes kérulmények
k6zott 1-6 szénatomos alkohollal, elsédlegesen a telitett és
egyszeresen telitetlen zsirsavak atészterezését katalizald lipaz
jelenlétében atészterezziik, ahol a jelen 1évé trigliceridekre vo-
natkoztatva legfeljebb 15 mélekvivalens mennyiségli 1-6 szén-
atomos alkoholt hasznalunk, és

b) az a) lépésben kapott terméket egy vagy tdbb lépés-
ben lefolytatott molekularis desztillaciéval kezeljik, és kérnye-
zetszennyezd anyagoktdl lényegileg megtisztitott, tobbszoro-
sen telitetlen zsirsavak gliceridjeiben dusitott frakciét nyeriank
ki.

A taldlmany szerinti eljaras kiilonésen alkalmas tengeri
eredetli nyersanyagoktél 40 témeg%-ot, elényésen 70 tomeg%-
allitasara. Minthogy a lipazzal katalizalt atészterezés terméke
tartalmazza a nemkivanatos telitett és egyszeresen telitetlen
zsirsavakat - (etil-alkohol hasznéalata esetén) inkabb etil-ész-
tereik alakjaban mint szabad savakként (a tobbszdérésen telitet-
len zsirsavak lényegében gliceridek alakjdban maradnak) - a
telitett zsirsav-frakciot viszonylag kiméletes molekularis desz-
tillacié Gtjan eltavolithatjuk, ami a kivant tobbszoérésen telitet-
len zsirsavkomponens viszonylag csekély veszteségével jar.
Ugyanakkor a viszonylag illékony kérnyezetszennyezé anya-
gok, igy a peszticidek és klératommal tébbszérésen helyettesi-
tett bifenilek a fentiek szerint az etil-észter-frakcidval tavoz-

nak. EPA/DHA-koncentratumok eléallitasara szokasos hagyo-
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manyos eljarasokkal ésszehasonlitva a talalmany szerinti elja-
ras - kiilondosen az eldnyds valtozatokban - ezaltal lényeges
elénydkkel jar, amelyek kozil a kdvetkezbket emlitjik:

i) az oldészermentesség jelentSsen csokkenti a reak-
ciéelegy volumenét, amit fokoz az a kérulmeny, hogy elegendé
csak sztéchiometrikus mennyiség( alkoholt hasznalni,

ii) az atészterezési reakciot lefolytathatjuk kiméletes ké-
rilmények kozdtt, igy szobah&mérsékleten, ami minimalis
mértékdre csokkenti a mellékreakciékat, tovabba nem igényel
nagy energiaraforditast,

iii) az EPA és DHA komponensek kinyerése nagyon nagy
mértéki, tovabba a kinyert termék lényegében mentes kornye-
zetszennyezé anyagok okozta szennyez8désektdi, és

iv) a hasznalt, lényegében vizmentes reakciéokorilmények
kdvetkeztében a hidrolizis minimalis mértékd, ezaltal az atész-
terezés reakcioelegyébél a gliceridfrakcié_molekuléris desztil-
laciéja altal j6l elvalaszthaték a kivant tdbbszorosen telitetlen
zsirsavak a nemkivanatos telitett és egyszeresen telitetlen
zsirsavaktol.

A talalmany szerinti eljarasban ismertetett alkoholizis
ezért lehet EPA+DHA koncentratum eléallitasara iranyul6 in-
tegralt termelési eljaras kezdeti szakasza. Egy ilyen integralt
eljarasban a molekularis desztillaciot vagy egyéb miiveletet ko-
vetéen a telitett zsirsav-etil-észter-frakcionak a tobbszdrosen
telitetlen zsirsav-glicerid-frakciotél torténé elvalasztasara a ki-
vant tobbszérdsen telitetien zsirsavakat tartalmazé6 utébbi
frakciét a jelen 1évé meghatarozott savak koncentraciéjanak

névelésére tovabb kezelhetjilk. Ha nagy Kkoncentracioju
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EPA+DHA komponenseket tartalmazo6 etil-észter kompozicié
elGallitasa a cél, akkor a molekuléris desztillaciot kdvetSen ka-
pott gliceridfrakciét észterezhetjuk tobbek kozott katalitikus
mennyiség( natrium-etoxid vagy kalium-etoxid jelenlétében ab-
szolGt etanollal lefolytatott kémiai atészterezés utjan. Ezt az

eljarast sematikusan a kdvetkez6 reakciéegyenlet szemlélteti:

OH OOCR OH . orUEOH OH
OOCR + [~OOCR + [~OOCR ———> OH + RCOOEt
OOCR —OH OH OH

(az egyszer(sités érdekében a fenti reakciéegyenletben csak
1,2- és 2,3-diglicerideket, valamint 2-monoglicerideket tiuntet-
tank fel).

A termelt glicerint ezutan ismert eljarasokat hasznailva el-
tavolithatjuk. Ez az eljaras jellemzé moédon 45-50 tomeg%
EPA+DHA-tartalomhoz vezet, ahol - hagyomanyos eljarashoz
hasonlitva - a tébbszorésen telitetlen zsirsavak kitermelése
nagyon jo.

A fentiek alapjan a talalmany még elénydsebben integralt
eljaras dsszesen legalabb 40 témeg% ejkozapentansavat és
dokozahexansavat tartalmazé kompozicié elGallitasara. Az el-
jaras soran tovabba

c) a b) lépésben kapott frakciét csak az atészterezés
katalizalasahoz elegendé mennyiség( bazist, igy natrium- vagy
kalium-etoxidot tartalmazé lGgos kézegben kémiai katalizis
vagy lipazt, igy Candida antarctica lipazt alkalmazé, lényegileg
vizmentes kérilmények kozott lefolytatott enzimatikus katalizis

atjan révid szénlanca alkohollal, igy etanollal atészterezziik,
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d) a kapott alkil-észtert alkanolban karbamid feleslegével
55-99 °C hémérsékletre hevitjik,

e) a d) lépésben kapott terméket (t6bbek kozoétt 0-25 °C
hémérsékletre) hiitve karbamid/zsirsav-alkil-észter adduktumot
csapatunk ki, majd az adduktumot elvalasztjuk a f6leg n-3 tipu-
st zsirsav-észtereket tartalmazé oldattél,

f) az e) lépésben visszamaradé oldatbél az n-3 tipusu
zsirsav-észtereket elvalasztjuk, és

g) azf) lépésben kapott elegyet oldészermentesitjuk.

Ezen integralt eljaras kalonosen eldnyos valtozataban a
kapott koncentratumot a g) Iépésben tovabb toményitjuk egy
vagy tébb, igy kilenc Iépésben lefolytatott molekularis desztil-
laciéval az (EPA+DHA) komponensek koncentracidjanak leg-
alabb 85 tomeg%-ig torténd novelésére.

A csatolt rajzok kézil az 1. abra ilyen, talalmany szerinti
integralt termelési eljarast szemléltet sematikusan 85 tomeg%
EPA+DHA-etil-észter koncentratum eléallitasara.

A gliceridfrakcié kémiai atészterezésének, igy etanollal
katalitikus mennyiségd natrium- vagy kalium-etoxid jelenleté-
ben lefolytatott miivelet helyett ezt az atészterezést lefolytat-
hatjuk enzimatikus Gton, igy Candida antarctica lipazt hasznal-
va. Ez a lipadz n-3 tipusl tobbszdrdosen telitetlen zsirsavakkal,
valamint egyéb zsirsavakkal szemben nagy aktivitast mutat, és
a gliceridfrakcié atészterezésére enyhe reakciékérialmények
kozott és oldészer nélkiil nagyon hatasosan alkalmazhaté,
ezaltal a reakcidelegy volumene tovabb csokkenthetd.

Bizonyos esetekben kivanatos lehet lényegében tisztan

egyetlen telitetlen zsirsav izolalasa a tengeri allatokbdl elsalli-

84158-3523/VO/L.Zs P 96 02440



- 21 -

tott kiindulasi olajkompoziciébdl. llyen eljarast szemiéltet se-
matikusan a 2. abra kalén-kilon lényegéb;—:n 100%-os EPA és
100%-0s DHA eléallitasara. A talalmany szerinti eljarasnak ez
a valtozata nem csak Pseudomonas lipazt (PSL) alkalmaz teli-
tett és telitetlen zsirsavaknak a taldlmany kitanitasa szerinti
kezdeti elvalasztasara, hanem ezt koveté lépésekben Mucor
miehei lipazt (MML) is - amely szelektiv médon inkabb az EPA
észterezésének kedvez, mint a DHA észterezésének, lehetdvé
téve ezaltal e két sav jo elvalasztasat -, valamint Candida
antarctica lipazt (CAL) az utébbi lépés soran eléallitott DHA-
-komponensben dus gliceridelegy etanolizisének lefolytatasara.

Kdzelebbrél a talalmany szerinti el6nyds integralt eljaras
lényegileg tiszta EPA és lényegileg tiszta DHA el&éallitasara a
kovetkez6 lépéseket tartalmazza:

i) a tengeri allatokbol eléallitott kiindulasi olajat etanol-
lal atészterezziltk PSL alkalmazasa mellett a fentiek szerinti,
lényegében vizmentes reakciokorilmények kozott;

ii) a lipazzal katalizalt atészterezés termékét molekularis
desztillacié atjan kezelve 40-50 tomeg% EPA és DHA kompo-
nenseket tartalmazé gliceridfrakciét nyerink ki,

iii) a ii) lépés soran kapott gliceridfrakciét etanollal atész-
terezzilk MML hasznalata mellett a kezdeti atészterezés soran
alkalmazotthoz hasonldé atészterezési reakciokorilmények ko-
zott (azaz lényegében oldészer és viz nélkial sztéchiometrikus
mennyiségl etanolt hasznalva);

iv) a kapott, EPA komponensben dus etil-észter-frakciot

és a visszamaradt, DHA komponensben dus gliceridelegyet a
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ii) Iépéshez hasonlé méddon molekularis desztillacié utjan kezel-
juk;

v) az EPA-etil-észter frakciét tobbek kdzott karbamiddal
lefolytatott kicsapas, kromatografias és hasonlé eljarasokkal
kombinalt molekularis desztillacié atjan kezelve lényegileg
100%-o0s tisztasaga EPA-frakciova betoményitjik;

vi) az MML alkalmazaséaval lefolytatott atészterezés iii)
lépésben kinyert, DHA komponensben duis glicerinelegyét eta-
nollal CAL hasznéalata mellett atészterezziik; és

vii) a kapott DHA-etil-észter koncentratumot az v) lépés-
ben hasznalt eljarashoz hasonlé médon feldolgozva lényegileg
100%-0s tisztasagu DHA-t kapunk.

Bar a talalmany sajatos elénye az, hogy j6l alkalmazhaté
nagy EPA- és/vagy DHA-koncentracidji kompozicidk eldallita-
sara szolgalé integralt eljarasokban, megjegyzendd, hogy
ugyanezen altalanos eljarasok hasznalhatok tengeri eredetii
olajtermékekbdl egyéb telitetlen zsirsavak, igy 18:4 n-3, 20:4
n-3, 21:5 n-3 és 22:5 n-3 tipusl zsirsavak izolalasara is. A ta-
lalmany szerinti eljaras alkalmazhaté egyéb forrasbél, igy fer-
mentaciés termékekbdl és novényi olajokbél szarmazéd, tébb-
szorosen telitetlen zsirsavakat tartalmazé olajokhoz is. A no-
vényi olajokra jellemz8ek az n-6 tipusu tobbszérdsen telitetlen
zsirsavak. A fontos n-6 tipusu zsirsavakhoz tartoznak tébbek
k6zo6tt az arachidonsav (AA, 20:4 n-6), a biszhomo-y-linolénsav
(BHGLA, 20:3 n-6) és a y-linolénsav (GLA, 18:3 n-6). Arachi-
donsavat tartalmazé olajtermékeket iparilag is elSallitottak

Mortierella alkalmazasaval lefolytatott fermentalas atjan.
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Megallapitottuk, hogy a talalmany szerinti eljarassal koény-
nyen el3allithaték névényi olajokbél legalabb 40 tomeg% ara-
chidonsavat tartalmazé kompoziciék. Az eljarasban el6nydsen
alkalmazhaté lipazok a Pseudomonas sp. lipadz és a Pseudomo-
nas fluorescens lipaz. Az arachidonsav-tartalma frakciot tovabb
toményithetjitk 1ényegileg 100%-os tisztasaguva.

A talalmany szerinti eljarasban kiindulasi anyagként alkal-
mazott tengeri eredet(i olajkompozicié lehet barmilyen halbél
vagy egyéb tengeri forrasb6l szarmazé nyers vagy részlegesen
kezelt olaj, amely trigliceridek alakjaban zsirsavakat, k6zottuk
tobbszérdsen telitetlen zsirsavakat tartalmaz. Az ilyen tengeri
eredet(i olajban 1évé trigliceridmoleulak jellemz8en - tobbé
vagy kevésbé véletlenszer(i eloszlasban - tartaimaznak kilon-
bdz6 zsirsav-észter-szarmazékokat, legyenek azok telitettek,
egyszeresen vagy tébbszdrdsen telitetlenek, rovid vagy hosszu
szénlancuak.

A kévetkezSkben a talalmanyt példakkal szemléltetjak.

1. példa

E kisérlet célja killonb6z8 lipazok alkalmazasanak vizsga-
lata olyan eljarasban, amelyben tobbszérdsen telitetlen zsirsa-
vakat, killonésen EPA és DHA komponenseket valasztunk el
halolaj-kompoziciéban 1évé telitett és egyszeresen telitett zsir-

savaktol.
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A kdvetkezé lipazokat tanulmanyozzuk:

név rovidités allapot gyarté cég
Mucor miehei MML immobilizalt Novo
Candida antartica CAL immobilizalt Novo
Candida cylindracea CCL por Sigma
Pseudomonas fluorescens PFL por Amano
Penicillium roqueforti PRL por Amano
Pseudomonas sp. PSL por Amano

Az egyik vizsgalatban a fenti lipazokat 37 °C hémérsékle-
ten tanulmanyozzuk, az erre vonatkoz6 eredményeket az |.
tablazat foglalja 6ssze. Egy tovabbi vizsgalatban a két Pseudo-
monas lipazt (PFL és PSL) vizsgaljuk 20 °C hémérséklieten, az
erre vonatkozé eredményeket a Il. és |ll. tdblazat mutatja.

Ezekben a vizsgalatokban a kdvetkezd eljaras szerint ja-
runk el. A vizsgalatokhoz 14,9 tomeg% EPA- és 9,8 tomeg%
DHA-tartalmu halolaj-triglicerideket hasznalunk (gyarté cég:
Pronove Biocare a.s., Norvégia). Ezt a kiindulasi anyagot
szallitasi allapotban tovabbi kezelés nélkil hasznaljuk. Vala-
mennyi alkalmazott oldészer analitikai tisztasagu (gyarté ceg:
Merck AG, NSZK). Egyéb utalas hianyaban sztéchiometrikus
mennyiség(, azaz a trigliceridre vonatkoztatva 3 molekvivalens
(abszolut) etanolt hasznalunk. A reakciéelegyhez - a Candida
cylindracea lipaz esetétdl eltekintve - nem adunk vizet. A hal-
olaj triglicerid kiinduldsi anyagbél és a lipazbél szarmazé viz
szamitott mennyisége 0,3-0,4 témeg%. A Candida cylindracea
lipaz esetén a lipaz tomegére szamitva 10 tomeg% mennyiségl

vizet adunk a reakciéelegyhez, ami a reakciéelegy tdmegére
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vonatkoztatva 0,8 tomeg% koncentraciénak felel meg, azaz
még ebben az esetben is lényegileg vizmentes kérilményeket
alkaimazunk.

A zsirsavakat metil-észterek alakjaban elemezzik, ehhez
30 m hosszGsaga, DB-225 30N tipusd 0,25 mm-es kapillaris
oszloppal felszerelt Perkin-Elmer 8140 tipust gazkromatografot
hasznalunk hidrogén vivégazzal a szakirodalomban ismertetett
médon [G. G. Haraldsson és O. Almarsson: Acta Chemica
Scandinavica, 45, 723-730 (1991)]. A PSL és PFL esetén le-
folytatott, a Il., illetve lll. tablazatban feltiintetett részletes
vizsgalatokhoz preparativ vékonyréteg-kromatografias eljarast
alkalmazunk, ennek soran alkalmas id6kézékben a reakcidk
el6rehaladasanak kovetésére a lipidfrakciokat elvalasztjuk a
reakcidelegyt6l. Merck gyartmanya (5721 ‘azonositasi szama)
szilikagé! lemezeket hasznalunk kloroform és metanol 50:50
térfogataranyu elegyével végzett mosas és 30 percen at 110 °C
hémérsékletre valé hevités utan. Elualészerként petroléter/die-
til-éter/ecetsav 80:20:1 térfogataranya elegyét hasznaljuk. Az
egymast kovetéen Ilekapart savok megjelenitésére Merck
gyartmanyd Rhodamine 6G-t hasznalunk, majd a zsirt metile-
zés utadn a fentiek szerint elemezzik. Belsé standardként a
mintdkhoz injektalas eldtt Sigma gyartmanyu C,q.0 vagy Cyi.0
metil-észtert adunk.

Az |. tablazatban bemutatott kisérletekben az etil-észtere-
ket és glicerideket Waters PrepL 500A tipusi berendezésen
valasztjuk el. A Millipore gyartmanya PrepPak 500 tipusu
szilikabetétes oszlopon eluélészerként petroléterben 1évé 10

térfogat% etil-étert hasznalunk 250 ml/min aramlasi sebesség
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mellett. Mindegyik kisérlet két csucsot szolgaltat a refrakcids
detektor indexének megfeleléen, ahol az els§ csics 1 névleges
oszloptérfogatot kévetéen jelenik meg, és-tiszta etil-észterek-
b&él all, mig a masodik csiucs 2 névieges oszloptérfogat utan
hagyja el az oszlopot, és TLC vizsgalat alapjan tiszta trigliceri-
deket tartalmaz. A visszamaradé mono- és diglicerideket meta-
nollal mossuk ki az oszlopbél.

Az altaldanosan alkalmazott eljarasban 0,5 g lipazt adunk
5,0 g (5,67 mmol, kézelitd molekulatomeg 882) halolaj és 0,80
g (17,4 mmol) abszolut etanol elegyéhez. A kapott enzimszusz-
penziét szobah&mérsékleten (az I. tablazatban bemutatott ki-
sérletekben 37 °C hémérsékleten) nitrogénatmoszféra alatt ki-
méletesen keverjik. Megfelel6 id6tartam utan a reakciét kloro-
form hozzaadasaval megszakitjuk, és az enzimet szliréssel el-
tavolitjuk. A szerves olddszert vakuumban (forgé rendszeri
bepariéban és nagy vakuumot létesité szivattydaval kezelve) ta-
volitjuk el, ennek sordn a nyers termékelegyet kvantitativ ki-
termeléssel kapjuk. A terméket azonos térfogatu kloroformban
oldjuk, és a fentiekben leirtak szerint a HPLC berendezésbe
injektaljuk. Az egyes frakciokat 6sszegyijtjik, az oldészert va-
kuumban elparologtatjuk, a visszamaradé termék témegét
meghatarozzuk, majd végil gazkromatograffal elemezzuk.

Amikor preparativ HPLC helyett preparativ TLC eljarast
hasznalunk, alkalmas id6pontokban Pasteur-pipettaval kis
(100-200 mg) tomegl mintakat veszink a reakcidelegybél. Az
enzimrészecskéket ugy valasztjuk el, hogy a mintat egy maso-

dik Pasteur-pipetta belsejében elhelyezett gyapotbetéten ke-
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resztiill szGrjiuk. A TLC lemezre adas elStt mindegyik mintat klo-
roformmal (250 mg/ml koncentraciéra) higitjuk.

Az eredményeket az I-ill. tdblazatok foglaljak o6ssze.

Az |. tablazat (3 mélekvivalens mennyiség(i etanollal) 37
°C hémérsékleten lefolytatott kisérletek eredményeit mutatja

valamennyi vizsgalt lipaz esetében.

l. tablazat
MML (10%*, 23 h) EPA . DHA
frakcié témeg% | tomeg% |kinyerés (%) | tomeg% | kinyerés (%)
EE 32,0 8,73 18,66 0,96 3,13
TG 35,0 20,12 47,04 11,49 41,14
MG/DG 32,0 16,07 34,35 17,01 55,70
MG/DG/TG 67,0 18,19 81,39 14,12 96,84
CAL (2%*, 10 h) EPA DHA
frakcié tdmeg% | tdomeg% |kinyerés (%)| tdmeg% | kinyerés (%)
EE 47,3 18,51 54,51 4,33 20,36
TG 338 15,56 32,74 12,45 41,84
MG/DG 18,9 10,83 12,74 - 20,11 37,79
MG/DG/TG 52,7 13,68 45,49 15,20 79,64
CAL (2%*, 23 h) EPA DHA
frakcid tomeg% | tomeg% |kinyerés (%)| tomeg% | kinyerés (%)
EE 69,5 17,28 76,45 6,77 44,11
TG 16,6 13,16 13,91 14,73 22,92
MG/DG 13,9 10,90 9,64 25,30 32,97
MG/DG/TG 30,5 12,13 23,55 19,55 55,89
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841568-3523/VO/L.Zs

CCL (10%*, 71 h) EPA DHA
frakcid tomeg% | tomeg% |kinyerés (%)| tomeg% | kinyerés (%)
EE 5 6,52 2,17 2,73 1,45
TG 69 16,19 74,53 10,81 79,00
MG/DG 26 13,43 23,30 71 19,55
MG/DG/TG 95 15,43 97,83 9,79 98,55
PRL (10%*, 102 h) EPA DHA
frakcié tomeg% | tomeg% |kinyerés (%)| tomeg% | kinyerés (%)
EE 8,4 7,70 4,12 2,48 2,14
TG 61 17,08 66,37 10,53 65,90
MG/DG 30,6 15,14 29,51 10,18 31,96
MG/DG/TG | 91,6 16,43 95,88 10,41 97,86
PSL (10%*,5 h) EPA DHA
frakcié tomeg% | témeg% |kinyerés (%)| tomeg% | kinyerés (%)
EE 40,3 2,42 6,00 2,92 11,70
TG 11,5 30,87 21,84 13,53 15,47
MG/DG 48,2 24,34 72,16 15,20 72,83
MG/DG/TG | 59,7 25,60 94,00 14,88 88,30
PFL (10%*, 10 h) EPA DHA
frakcid tomeg% | tdmeg% |kinyerés (%) | témeg% | kinyerés (%)
EE 36 2,87 6,44 2,39 8,48
TG 17,7 28,23 31,13 11,41 19,90
MG/DG 46 21,78 62,43 15,8 71,62
MG/DG/TG | 63,7 23,57 93,56 " 14,58 91,52
P 96 02440
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* A %-ban megadott adatok a hozzaadott lipaz mennyiségét

jelentik a trigliceridek tdomegére vonatkoztatva.

A Candida cylindracea lipazra (CCL) megadott eredmenyek
a lipaz tdmegére vonatkoztatva 10 tomeg% vizadalékkal érten-
d&k, minthogy ez a lipaz viz hozzdadéasa nélkil inaktiv. Megije-
gyezziik, hogy a Candida antarctica lipaz (CAL) EPA és DHA
esetén csekély szelektivitast mutat, ezért ez a lipaz a talal-
many szempontjabél nem hasznalhaté. Ezzel szemben az osz-
szes tobbi lipaz megfeleld aktivitast és szelektivitast mutat, e

tekintetben a két Pseudomonas tipusu lipaz kiemelkedd.

{I. tablazat
PSL 3 mélekvivalens etanollal 20 °C hémérsékleten

lipidosztalyok (tdmeg%)

osztaly 1h 2 h 4 h 8 h 13 h 24 h
MG 5,0 9,4 13,0 17,9 16,8 15,9
DG 29,1 35,6 31,6 23,3 24,9 25,9
FFA 2,6 2,9 2,5 2,7 2,7 2,7
TG 42,9 17,9 14,2 9,1 7,5 3,7
EE 20,4 34,2 38,7 47,0 48,1 51,8

EPA teriilet (%)

osztaly 1h 2 h 4 h 8 h 13 h 24 h
MG 12,0 12,8 16,4 19,2 22,5 26,1
DG 19,3 21,6 26,0 28,1 32,3 32,3
FFA 3,0 2,7 5.0 6,2 5,7 9,0
TG 19,2 23,2 30,3 31,8 32,7 32,0
EE 1,1 1,2 1,6 2,0 2,2 2,8

MG/DGTG | 18,8 20,7 24,9 25,6 29,0 30,1
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osztily | 1h | 2h | 4n 8h | 13nh | 24n
MG 155 | 16,2 | 16,4 | 17,3 | 18,4 | 17,7
DG 12,7 | 13,2 | 13,7 | 141 | 151 | 149
FFA 25 | 2,7 4,9 6,4 6,7 9,9
TG 98 | 10,3 | 11,6 | 12,2 | 12,9 | 12,3
EE 1,5 1,4 1,9 2.4 2,8 3,6
MeDGTG| 11,3 | 12,8 | 138 | 149 | 159 | 157
EPA + DHA teriilet (%)
osztily | 1h 2 h 4h 8h | 13h | 24h
MG 275 | 290 | 32,8 | 36,5 | 40,9 | 43,8
DG 320 | 348 | 39,7 | 42,2 | 47,4 | 472
FFA 55 | 5.4 99 | 12,6 | 12,4 | 18,9
TG 200 | 335 | 41,9 | 44,0 | 456 | 44,3
EE 2.6 | 2,6 3,5 4,4 5,0 6,4
MGIDGTG | 30,0 | 33,6 | 387 | 40,5 | 44,9 | 458
EPA (tomeg%)
osztily | 1h | 2h | 4n 8h | 13h | 24h
MG 35 | 7.8 | 121 | 21,4 | 21,8 | 22,4
DG 372 | 56,5 | 535 | 51,3 | 53,1 | 51,7
FFA 06 | 07 0,9 1,2 1,2 1,6
TG 57,3 | 32,2 | 20,4 | 203 | 17,0 | 154
EE 1,5 | 2,9 4,1 5,7 6,9 9,0
MGDGTG | 98,0 | 96,5 | 950 | 93,0 | 91,9 | 89,5
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osztaly 1h 2 h 4 h 8h 13 h 24 h
MG 7,5 15,6 22,8 33,0 29,9 26,2
DG 40,4 55,0 48,3 38,6 41,5 41,0
FFA 0,8 1.1 1,5 2,2 2,3 3,0
TG 48,1 22,6 19,4 13,8 11,4 10,3
EE 3,3 5,7 8,0 12,4 14,8 19,6

MG/DG/TG | 96,0 93,2 90,5 85,4 82,8 77,5

A |l. tablazat adatai szemléltetik, hogy a Pseudomonas sp.

lipdzzal kitin6 eredményeket érink el az atészterezési reak-

ciéban. igy 13 éra reakciéidé utan a konverzié 48%-os, a gli-

ceridek egyuttes EPA- és DHA-koncentraciéja 44,9 tomeg%. Az

EPA kinyerése 91,9%-o0s, mig a DHA kinyerése 82,8%-0s. 24

ora reakciéidé utan a konverzié 52%-os, a gliceridekben az

egylittes EPA- és DHA-koncentracié 45,8 tomeg%. Az EPA és

DHA kinyerése 89,5%-os, illetve 77,5%-0s, ez azt mutatja,

hogy a gyakoriatban célszeri a reakciét egy korabbi stadium-

ban megszakitani. A hidrolizis melléktermékeinek mennyisége

a reakcié soran alacsony allandé értéken marad a 2,5-2,9%

tartomanyban.
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l1l. tablazat
PFL 3 mélekvivalens etanollal 20 °C hémérsékleten

lipidosztalyok (tomeg%)

osztaly 1h 2h 4 h 8 h 14 h | 25h | 49 h
MG 2,2 2,9 4,8 10,2 | 15,1 18,1 16,7
DG 10,8 | 15,6 | 23,4 | 34,8 | 29,2 | 22,5 | 16,0
FFA 0,9 0,9 1,3 1,2 1,2 1,0 1.4
TG 81,9 | 71,0 | 49,1 | 27,3 | 15,8 9,9 6,3
EE 4,2 9,6 21,3 | 26,5 | 38,7 | 48,4 | 59,7

EPA terilet (%)

osztaly 1h 2h 4 h 8 h 14 h | 25h | 49 h

MG 11,6 | 12,7 | 13,7 | 12,7 | 14,5 | 16,9 | 21,5
DG 17,9 | 19,6 | 16,9 | 17,8 | 25,5 | 28,9 | 27,1
FFA 3,5 4,5 6,3 5,1 5.5 8,8 14,2
TG 15,9 | 16,4 | 18,0 | 22,0 | 29,2 | 31,8 | 26,7
EE 0,0 1,5 1,3 1,9 2,2 3.1 4,7

MG/DG/TG | 16,0 | 16,8 | 17,4 | 18,7 | 23,7 | 25,2 | 24,6

DHA terulet (%)

osztaly 1h 2 h 4 h 8 h 14h | 25h | 49 h
MG 10,5 | 14,7 | 18,1 18,1 | 18,6 | 18,7 | 13,2
DG 12,2 | 12,9 | 13,5 | 10,9 | 13,8 | 14,4 | 11,8
FFA 3,4 3,5 4,3 4,4 3,2 9,4 8,4
TG 9,6 9,6 9,3 9,8 10,8 | 11,4 | 10,1
EE 0,0 1,3 1,1 1,5 2,0 2,7 3,7

MG/DG/TG | 9,9 10,3 | 11,1 11,56 | 14,2 | 154 | 12,1
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osztaly 1h 2h 4 h 8 h 14 h | 25h | 49h
MG 22,1 | 27,4 | 31,8 | 30,8 | 33,1 | 35,6 | 34,7
DG 30,1 | 32,5 | 30,4 | 28,7 | 39,3 | 43,3 | 38,9
FFA 6,9 8,0 10,6 9,5 8,7 18,2 | 22,6
TG 25,5 | 26,0 | 27,3 | 31,8 | 40,0 | 43,2 | 36,8
EE 0,0 2,8 2,4 3,4 4,2 5,8 8,4
MG/DG/TG | 25,9 | 27,2 | 28,5 | 30,2 | 37,9 | 40,5 | 36,8
EPA (tomeg %)
osztaly 1h 2h 4 h 8 h 14h | 25h | 49 h
MG 1,4 2,0 4,1 8,0 12,7 | 18,8 [ 25,5
DG 12,1 | 19,4 | 28,0 | 43,6 | 49,2 | 46,1 35,3
FFA 0,2 0,3 0,6 0,5 0,5 0,7 1,7
TG 86,3 | 77,5 | 65,4 | 44,4 | 32,2 | 23,7 | 14,4
EE 0,0 0,9 1,9 3,5 5,5 10,6 | 23,0
MG/DG/TG | 99,8 | 98,9 | 97,5 | 96,0 | 94,1 | 88,6 | 75,2
DHA (tdmeg%)
osztaly 1h 2h 4 h 8 h 14 h | 25h | 49 h
MG 2,0 3,8 8,5 18,5 | 27,1 | 33,7 | 28,1
DG 13,3 | 20,7 | 35,1 | 44,0 | 44,3 | 36,9 | 27,6
FFA 0.4 0,4 0,7 0,7 0,4 1,2 1,8
TG 84,3 | 73,9 | 53,2 | 32,5 | 19,9 | 13,5 9,8
EE 0,0 1,3 2,5 4.4 8,2 14,7 | 32,6
MG/DG/TG | 99,6 | 98,4 | 96,8 | 95,0 | 91,3 | 84,1 65,5
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A Ill. tablazat azt mutatja, hogy a Pseudomonas fluores-
cens lipazzal is j6 eredményeket ériink el az atészterzésben,
bar a konverzi6 sebessége valamivel kisebb, mint PSL esetén.
Igy 25 6ra utan 48%-os a konverzié mértéke, ami 49 o6ra utan
60%-ra n6. Masrészt a hidrolizis mértéke valamelyest cseké-
lyebb. A Pseudomonas sp. lipazhoz hasonlitva az EPA és DHA
kinyerés (88,6%, illetve 84,1%) és az egyuttes EPA- és DHA-
-koncentracié (40,5 tdomeg%) tekintetében ézen lipaz alkalmas-
saga is alarendelt 25 6ra reakci6idé utan.

A fenti 1-11l. tablazatokban a koévetkezé jeloléseket alkal-
mazzuk:

- MG monoglicerid
- DG diglicerid
-TG triglicerid

- FFA szabad zsirsav

- EE etil-észter

- EPA terilet (%) a %-ban megadott terulet

- DHA teriilet (%) a megfelelé6 GC-kromatogram
- EPA + DHA teriilet (%) integralasan alapszik.

Ezeket a roviditéseket a tovabbi példakban is alkalmazzuk.

Az eléz6 tablazatokbdl kitiinik, hogy mindkét Pseudomonas
lipdz egyedilalléan csekély aktivitast mutat az EPA és DHA
komponensekkel szemben, viszont a kezdeti trigliceridekkel
szembeni aktivitasuk nagy.

Az is megjegyezendd, hogy a két Pseudomonas lipaz bizo-
nyos mértékben inkabb a DHA atészterezésének kedvez, mint

az EPA atészterezésének. Ez rendkiviil szokatlan viselkedés,
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minthogy az osszes tobbi vizsgalt lipaz ellentétes tendenciat
mutat.

A ll. és |ll. tablazat adataibél 1athaté tovabba, hogy bizo-
nyos idé utdn az MG/DG/TG arany az optimumhoz képest csok-
kenni kezd. Ennek megfelel6en altalaban kivdnatos az atészte-
rezési reakcié megszakitdsa annak befejez6dése el6tt.

2. példa

Ebben a kisérietben a két Pseudomonas lipazt (PSL és
PFL) nagyobb anyagmennyiséggel lefolytatott vizsgalatban ta-
nulmanyozzuk.

2a példa - PSL vizsgalata

100 g (25 200 aktivitasegység/g) Pseudomonas sp. lipazt
adunk 1000 g (1,13 mol) halolaj és 170 g (3,70 mol) abszolut
etanol elegyéhez. A kapott enzimszuszpenziét magneses keve-
rével szobahémérsékleten nitrogénatmoszféra alatt kimélete-
sen keverjiuk. A reakcidelegy szamitott viztartalma 0,3-0,4 t6-
meg%.

25 6ra mulva az 1. példaban ismertetett médon mintat ve-
sziink és megelemezziik. A reakciét tovabbi 24 éran at folytat-
juk. A reakcidelegybdl a lipaz elvalasztasara centrifugalast al-
kalmazunk (percenként 5000 fordulat mellett 10 perc idétarta-
mig).

A reakciét 50 o6ra utan megszakitjuk, az ekkor kapott ter-
mék osszetételét a IV. tablazat tunteti fel.
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IV. tablazat

50 h EPA DHA EPA + DHA
lipidosz- |tdmeg%| teriilet |tomeg% | terillet | témeg% tertiilet
talyok (%) (%) (%)
MG 17,1 17,0 18,0 17.8 28,9 34,8
DG 26,0 28,9 53,1 14,5 42,1 43,4
FFA 2,8 5,7 1,2 6,0 1,9 11,7
TG 8,9 28,8 19,3 1.1.8 12,2 40,6

EE 46,2 2,6 8.4 2,9 14,8 5,6
MG/DG/TG | 52,0 25,0 90,4 15,1 83,2 40,1

A termék egy (902,4 g témeg() részét az illékony kompo-

nensek eltavolitasara 80

°C hémérsékleten vakuum alatt

gaztalanitjuk. Az illékony komponenseket cseppfolyds nitro-

génnel hatétt kifagyasztéedényben gyijtjuk Ossze. Gaztala-

nitas utadn 844,1 g glicerid/etil-észter elegy marad vissza. En-

nek 756,3 g tomegil részét 125 °C hémérsékleten és 0,005

mbar nyomason lefolytatott molekularis desztillaciéval kezeljuk.

Ennek soran 358,6 g (47,4%) desztillatumot kapunk, mig a ma-

radék tdmege 388,3 g (51,3%). A frakciok Osszetételét az V.

tablazat mutatja be.

V. tablazat
TG DG MG EE EPA DHA | EPA+DHA
terlilet (%)
gaztalanitas utan { 11,2 | 35,5 | 19,7 | 33,6 | 16,4 | 11,0 27,4
desztillatum - 0,9 10,6 88,5 3,6 3,4 7,0
maradék 18,5 | 54,0 | 25,2 2,3 29,1 18,2 47,3
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A tablazat adatai szerint a maradék egyiittes EPA- és
DHA-koncentraciéja 47,3 témeg%, azaz ezen kivanatos n-3 ti-
pusG tobbszdrésen telitetlen zsirsavak koncentraciéja megha-
ladja a molekularis desztillacié elStti értéket (lasd a IV. tabla-
zatot). Ez azt jelenti, hogy ismert eljarasokat, igy a karbamid-
dal lefolytatott frakcionalast kovetSen tovabbi betémeényités
szempontjabél idealis a molekularis desztillacié alkalmazasa.

Megjegyezzilk, hogy a desztillatum figyelemreméité meny-
nyiségd (10,6 tdémeg%) monoglicerideket tartalmaz, mig a ma-
radékban 2,3 témeg% mennyiségl etil-észterek vannak jelen.
Az el6z6ekben targyaltak szerint ezek féleg viszonylag rovid
szénlancu zsirsavak monogliceridjei, illetve hosszi szénlancu
zsirsavak etil-észterei.

2b példa

A 2a példaban haszndlttal azonos minéségl 1 kg tomegl
olajat a PFL enzim alkalmazéasaval etanollal atészterezink. A
reakciét 48 6ra malva megszakitjuk. A koézblilsé termék ossze-

tételét a VI. tablazat foglalja 6ssze.

VI. tablazat
EPA DHA EPA + DHA
lipidosz- |tomeg% | teriilet | tomeg% | teriilet | tomeg% | teriilet
tilyok (%) (%) (%)
MG 16,2 14,3 14,0 16,4 27,3 30,7
DG 26,8 26,5 48,6 13,'} 43,1 40,2
TG 14,9 26,3 28,3 9,0 17,9 36,2
EE 42,2 2,9 9,9 2,4 11,6 5,3
MG/DGMTG | 57,9 23,0 90,9 13,5 88,3 36,5
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A 2a példaban ismertetett kérilmények k6zott a kozbilsé

terméket gaztalanitjuk és molekularis desztillaciéval kezeljiik.

A kapott eredményeket a VIA tablazat foglalja 6ssze.

VIA tablazat
TG DG MG EE EPA DHA | EPA+DHA
terlilet (%)
gaztalanitds utan | 15,8 | 31,4 | 20,1 | 32,8 | 15,9 | 10,0 25,9
desztillatum - - 13,7 | 86,3 4,2 2,9 7.1
maradék 25,7 | 48,8 | 23,5 2,0 27,8 | 18,1 45,9
3. példa

A 2. példaban ismertetetthez hasonlé kériilmények kozott

lefolytatott harom féliizemi kisérlet termékeit elemezzik a kor-

nyezetszennyezd anyagok mennyiségének meghatarozasara.

Az eredményeket a VII. tablazat szemlélteti.

VIl. tablazat

Harom minta alapjan meghatarozott értékek (mg/kg)

vizsgalt anyag a-BCH HCB |dsszes DDT | toxafén
kiindulasi anyag nk nk 0,03 nk
PSL gliceridtermék nk nk nk nk
PSL etil-észter mel-

léktermék nk 0,01 0,03 nk
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VIl. tablazat (folytatds)
Hérom minta alapjan meghatarozott értékek (mg/kg)

vizsgalt anyag a-BCH HCB |6sszes DDT | toxafén

PFL #1 gliceridter-
mék nk nk nk nk

PFL #1 etil-észter .
melléktermék 0,005 0,02 0,03 0.4

PFL #2 gliceridter-
mék nk nk nk nk

PFL 43 etil-észter

melléktermék nk 0,03 0,03 0,4
nk = nem kimutathaté

HCH = hexaklér-ciklohexan

HCB = hexaklér-benzol

DDT = diklér-difenil-triklér-etan

Az eléz6ekben kozolt eredmények azt mutatjak, hogy a
szennyez6 anyagok az etil-észter-frakciékban dasulnak fel. A
peszticidek némelyikére a kiindulasi anyagban lévé koncentra-
ci6 lathatéan az analitikai médszer kimutatasi hatara alatt van.
Ez az oka annak, hogy ezeket a peszticideket az etil-eszter-
-frakciékban vizsgaljuk és nem az eredeti halolajban. Furcsa
médon a DDT koncentracié az eredeti olajhoz viszonyitva az
etil-észter-frakciéban nem novekszik. Az etil-észterek és glice-
ridek (molekularis desztillacidval lefolytatott) elvalasztasa elétt
kiméletes molekularis desztillaciét folytatunk le a reagalatian

etanolnak a reakciéelegybdl valé kihajtasara. Ez az etanolki-
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hajtas nyilvanvaléan elegendé a DDT részleges eitavolitasara.
A visszanyert etanol (PSL minta) elemzése 0,03 mg/kg DDT-
-dsszkoncentraciét mutat, mig a tobbi peszticid nem mutathato
ki.

4. példa

E vizsgalat célja a lipdz immobilizalasara szolgalé kalon-
b6z6 eljardsok 6sszehasonlitdsa, tovabba a talalmany szerinti
eljarasban immobilizalt alakban 1évé lipazok hasznalatanak ta-
nulmanyozésa.

A) Immobilizasi eljarasok

i) PSL és PFL immoblilizdldsa Duolite hordozén

Bichner-télcséren 10,0 g Duolite A 562 kereskedelmi nevii
terméket (gyarté cég: Duolite International) egyenként 250 ml
30 mmol/l koncentraciéjG NaOH-oldattal 3-4 alkalommal mo-
sunk, majd 40 ml vizzel és magneses keveré forgdrészével
egyitt 150 ml térfogatu f6z6poharba vissziik at. Az oldat pH-jat
(1,00 mol/l koncentraciéja NaOH-oldattal) 8-ra allitjuk be au-
tomatikus titraléberendezést hasznalva. Ha az oldat kezdeti
pH-ja <5,0, az egyensulyi 8-as pH-érték elérése jelentSs id6t
vehet igénybe. Ha viszont a pH-értéke >8,0, a lipazoldat hoz-
zdadasaig nem csdkken. A (20 mil) vizben oldott 2,0 g
(PSL/PFL) lipazt Pasteur-pipettaval adjuk a Duolite-oldathoz.
Az oldat adagolasa kdzben az automatikus titraloberendezéssel
a pH értékét 8,0 és 8,4 kozott tartjuk, és az oldatot 1 éran at
magneses keverdvel keverjik. Ezen idétartam utan a lipaz 95-
-99%-a a Duolite hordozén immobilizalédott. A keverést kéve-
téen a lipazkészitményt (8,0 pH-ju Tris-HCI) pufferoldattal
mossuk. Az immobilizalt lipazkészitményt végal 0,5-1 6ran at
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(133,3-13,3 Pa nyoméason) vakuumban szaritjuk. A szaritasi
eljaras gyorsitasara hasznalhatunk (40 °C hémeérsékletet biz-
tosito) gézfirdst. Az immobilizalt lipazkészitményt hitészek-
rényben (4 °C hémérsékleten) taroljuk.

ii) PSL immoblilizdldsa Amberlie hordozén

50 g 70 tdmeg% viztartalmid Amberlite XAD-7 gyantat
(gyart6 cég: Rohm and Haas) alaposan mosunk (két alkalom-
mal, egyenként 125 ml) 0,1 mol/l koncentraciéju 7-es pH-jua
natrium-foszfat-pufferral. 200 ml 7,0 pH-ja 0,1 mol/l koncent-
raciéju natrium-foszfat pufferoldatban 1,5 g [20 000 lipazegy-
ség (LU, amely definicié szerint tributirin hidrolizissel 1 perc
alatt elallitott szabad zsirsav mennyisége pmol egységben; 17
LU/mg por), gyarté cég: Amano AK] oldunk. A pH értékében
beallt esetleges csdkkenést kévet6en a pH értékét 7,0-ra allit-
juk be. A lipazoldatot ezutan a gyantahoz adjuk, és a kapott
szuszpenziét addig keverjuk, amig legalabb 95%-o0s immobiliza-
las végbement (1 éra), amit a felliliszé folyadék tributirin hid-
rolizis soran mutatott aktivitAsanak mérésével allapitunk meg.

iii) Immobilizalt lipdzkészitmények aktivitisanak méré-
se

40 mg névieges tdmegl immobilizalt gyantat pontosan le-
mérunk és 310-315 mg n-butil-palmitathoz adjuk. Az elegyhez
120 pul 95 tomeg%-os etanolt adunk, és ;tn kapott elegyet 90
percen at intenziven keverjilk. A mintat 6sszegydjtjik es GLC
atjan elemezzilk. A lipadz-alkohol-egységek (LAU) mennyiségét
az 1 perc alatt keletkezett (upmol egységben kifejezett) etil-
-palmitat mennyiségeként definialjuk.
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B) A termelékenység vizsgilata immobilizalt PSL al-
kalmazasaval

Halolaj etanolizisének termelékenysegi vizsgalatat Duolite,
illetve Amberlite hordozén immobilizalt PSL alkaimazasa ese-
tén az alabbi eljaras szerint folytatjuk le.

100 g halolajat, 20 ml abszolut etanolt és 1 ml vizet 6ssze-
keveriink, és a kapott elegyet intenziven addig keverjik, amig
finom eloszlasu diszperzié képzédik. A diszperziéhoz 10 g ned-
vességmentes immobilizalt lipazt adunk, és a kapott elegyet
atlatszé oldat keletkezéséig intenziven keverjik. Ezutan az
elegyet 50%-0s konverzi6 eléréséig (24 ora idStartamig) kimé-
letesen keverjik. A lipazt sziiréssel elvalasztjuk és a kdvetkezé
kisérletsorozatban hasznaljuk, mig a zsirt a fentiek szerint
elemezziik.

A Duolite hordozén immobilizalt PSL alkalmazasaval lefoly-
tatott termelékenységi vizsgalatok eredményeit a VIIl. tablazat

foglalja 6ssze.
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VIil. tablazat

Termelékenységi vizsgalatok Duolite hordozén 16vé

PSL alkalmazéasaval

kisérlet

osztaly 1 2 3 4 5

lipidosztalyok (tomeg%)
EE 46,1 51,0 51,7 49,2 46,9
FFA 4,5 4,4 5,0 4,1 5,6
MG 15,9 16,8 17,3 16,5 17,0
DG 26,3 22,8 21,3 25,2 25,1
TG 7,3 5,1 4,7 5,0 5,6
MG/DGI/TG 49,5 44,7 43,3 46,7 47.6

EPA teriilet (%)
EE 1,6 1,9 1,9 1,8 1,8
FFA 7,6 8,9 9,8 6,8 6,9
MG 26,5 26,5 251 23,7 22,9
DG 42,0 37,6 37,1 35,3 35,7
TG 41,0 35,8 35,2 35,6 42,7
MG/DG/TG 36,9 33,2 32,1 32,1 31,9

DHA teriilet (%)
EE 1,9 2,3 2,3 2,2 2,1
FFA 9,3 10,8 9,8 8,1 18,4
MG 20,2 20,0 19,8 18,0 18,5
DG 17,5 15,6 15,0 14,6 14,5
TG 15,5 12,5 13,2 12,7 13,9
MG/DG/TG 18,1 16,9 16,7 15,6 15,9
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EPA + DHA teriilet (%)

EE 3,5 4,2 4,2 4,0 3,9
FFA 16,9 19,7 19,6 14,9 25,3
MG 46,7 46,5 44,8 41,7 41,4
DG 59,6 53,2 52,1 49,8 50,2
TG 56,5 48.4 48,3 48,3 56,5
MG/DG/TG 55,0 50,1 48,8 46,8 47,8
EPA (tomeg%)
EE 3,8 6,1 6,4 5,7 5,1
FFA 2,0 2,7 3,6 2,0 2,6
MG 19,1 24,3 25,0 21,9 20,8
DG 57,9 54,3 52,8 57,7 55,5
TG 17,1 12,6 12,2 12,7 16,0
MG/DGI/TG 94,2 91,2 90,0 92,3 92,3
DHA (tomeg%)
EE 8,7 13,2 14,1 12,7 10,6
FFA 4,7 5,9 6,3 4.4 12,1
MG 27,9 32,7 34,2 30,7 29,1
DG 46,4 40,3 37,5 43,8 39,2
TG 12,4 7,9 8,0 8,4 9,0
MG/DG/TG 86,7 80,8 79,6 82,9 77,3
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VIll. tablazat (folytatas)

Termelékenységi vizsgalatok Duolite hordozén 1évd

PSL alkalmazéasaval

kisérlet

osztaly 6 7 8 9 10

lipidosztalyok (témeg%)
EE 55,4 53,7 54,9 48,3 48,9
FFA 2,5 2,3 3,0 3,6 4,4
MG 16,5 14,7 13,5 16,7 14,6
DG 23,7 27,4 26,1 25,5 25,9
TG 1.8 1,9 2,5 5,9 6,2
MG/DGI/TG 42,0 44,0 42,1 48,1 46,7

EPA terilet (%)
EE 1,7 1,9 1,6 1,4 1,4
FFA 11,2 11,8 11,1 8,2 7,7
MG 22,4 19,5 17,4 20,9 21,6
DG 35,1 36,7 34,2 36,3 38,7
TG 29,1 31,7 34,8 44 .4 42,6
MG/DG/TG 29,9 30,7 30,0 32,0 33,9

DHA teriilet (%)
EE 1,9 2,2 1,8 1,5 1,6
FFA 18,8 20,6 21,5 9,0 7,7
MG 15,4 16,3 14,9 17,6 18,9
DG 13,2 15,0 141 15,1 16,1
TG 9,8 10,7 11,7 14,2 14,0
MG/DG/TG 13,9 15,3 14,2 15,9 16,7
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EPA + DHA teriilet (%)

EE 3,6 4,1 3,4 2,9 3,0
FFA 30,0 32,4 32,6 17,2 15,4
MG 37,8 35,7 32,1 38,5 40,5
DG 48,3 51,7 48,3 51,4 54,7
TG 38,9 42,4 46,6 58,7 56,6
MG/DG/TG 43,8 45,8 44,2 47,9 50,6
EPA (tomeg%)
EE 7.1 7,0 6,8 4,1 4,1
FFA 2,3 2,1 2,8 2,0 2,2
MG 23,9 17,0 15,3 18,7 16,4
DG 62,4 69,3 67,9 57,4 60,0
TG 4,4 4,6 7,3 17,7 17,4
MG/DG/TG 90,6 90,9 90,5 93,8 93,7
DHA (tomeg%)
EE 15,0 14,4 13,1 8,8 8,9
FFA 7,3 6,5 9,6 4,2 4,2
MG 30,7 25,4 23,4 30,3 27,7
DG 44,2 50,9 49,7 45,7 48,1
TG 2,8 2,8 4,4 10,9 11,1
MG/DGI/TG 77,7 79,2 77,4 87.0 86,8

A VIIl. tablazat adatai szemléltetik, hogy egymast kovetd
10 kisérletben egydntetiien magas foku (46-55%-0s) konverziét
ériink el, ami az immobilizalt lipdz termelékenységét igazolja.

Az EPA és DHA kinyerése rendszerint legalabb olyan jé vagy
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meghaladja a |l. tablazatban a por alaki lipdzra bemutatott
értéket, bar a lipdz mennyiségének csak 1/5 részét hasznaljuk.
Ennek megfeleléen a glicerid termékelegyben az egyittes EPA-
és DHA-tartalom ténylegesen nagyon magas, a 44-55 tomeg%
tartomanyban marad. A hidrolizis mellékreakci6 mertéke vala-
melyest meghaladja a |l. tablazatban k6zolt értéket, ez vélhe-
t6en az immobilizalt lipaz esetében szikséges nagyobb viztar-
talom eredménye, bar a reakcidéelegy viztartalma a kitlizott 1%-
-os hatar alatt van.

A Duolite hordoz6 esetében alkalmazottal azonos reakcio6-
kérilmények kézdtt Amberlite hordozon lévé PSL alkalmazasa-
val lefolytatott termelékenységi vizsgalatok eredményeit a IX.
tablazat mutatja.

IX. tablazat
Termelékenységi vizsgalatok Amberiite hordozén lévéd
PSL alkalmazasaval

kisér- |konver- EPA DHA
let zi6 (%) |EE terii-| EE t6- |GL terii-|EE terii-| EE té- (GL teru-
let (%) | meg% | let(%) | let (%) | meg% | let (%)
1 48,2 2,3 6,6 30,1 3,1 15,0 16,3
2 48,6 2,5 7,5 29,6 3,1 16,2 15,2
3 49,2 2,4 7,4 29,4 3,2 16,6 16,4
4 47,6 2,6 7.1 30,8 3,2 15,6 15,7
5 45,7 2,6 6,5 31,6 3,4 14,2 17,3
6 48,8 2,7 7.8 30,7 3.6 16,8 16,8
7 48,5 2,6 7,4 30,4 3.4 16,8 15,7
8 50,1 2,8 8,6 30,1 3,0 16,7 15,3

GL: glicerid termék (MG/DF/TG)
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A IX. tdblazat adataibél nyilvanvalé, hogy az immobilizalas
még kedvez8bb az Amberlite hordozén, mint a Duolite hordozé
esetén. Az immobilizalt lipaz hasonlé eredmények eléréséhez
szilkséges mennyisége csak 50%-a a Duolite hordozé esetén
hasznaltnak (10%-a a por alaku lipaz eredeti mennyiségének).
Igy nyolc egymast kovetd kisérletben 24 ‘6ra reakci6idé utan
(48-50%-0s) alland6é konverziét ériink el, ahol a glicerid ter-
mékelegy egyiittes EPA- és DHA-koncentracidja allandé jelleg-
gel a 45-47%-os tartomanyban marad. Az EPA és DHA kinyeré-
se, valamint a hidrolizis mellékreakcié mértéke a Duolite ke-
szitményhez hasonlitva hasonlé marad (a viztartalom a kitGzott
1%-o0s hatar alatt van, a hidrolizis eredménye a tablazatban
nincs feltintetve).

5. példa

E vizsgalatok célja a Candida antarctica lipaz (CAL) és
Mucor miehei lipaz (MML) aktivitAsanak meghatarozasa halolaj
PSL jelenlétében a fentiek szerint Iefolytafott atészterezésével
kapott gliceridelegy etanolizisében.

a) Glicerinek etanolizise CAL jelenlétében

2,5 g (8,5 mmol) észterekvivalens, halolaj PSL altal katali-
zalt atészterezése utjan kapott, 25,0 tomeg% EPA és 15,1 t6-
meg% DHA kezdeti koncentraciéju gliceridelegyhez 0,5 g 1-2
tomeg% viztartalmu, SP 435 kereskedelmi nevii immobilizalt
CAL terméket (gyarté cég: Novo-Nordisk) és 0,80 g (17,4
mmol) abszolat etanoit adunk. A kapott enzimszuszpenziot
szobahémérsékleten nitrogénatmoszféra alatt kiméletesen ke-
verjilk. A megfeleld iddpontokban vett mintdkat a fentiek sze-

rint elemezzik. 22 6ra reakcididd utan a reakciot az enzim sz(-
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réssel térténd elvalasztasaval megszintetjiik. Az eredményeket

a X. tablazat foglalja 6ssze.

X. tdblazat

Gliceridelegy etanolizisének folyamata 20 °C hémérsék-

leten CAL jelenlétében (EE termék)

idé 10 min 20 min 30 min | 40 min 50 min
EE (tdmeg%) 12,7 20,3 29,1 29,0 35,8
EE tertilet (%) 29,0 29,3 31,2 34,5 29,4
EPA (tdémeg%) 15,4 24,6 36,8 42,6 34,2
DHA tertilet (%) 57 6,3 6,9 6,9 7,2
DHA (tdmeg%) 5,4 9,5 14,7 14,7 14,7

id& 1h 3h 6h 10h 22 h
EE (tdmeg%) 40,2 68,1 76,6 80,4 100,0
EE teriilet (%) 28,1 25,5 27,0 26,0 25,3
EPA (tdmeg%) 47,1 72,6 83,4 83,9 98,0
DHA tertilet (%) 7.1 8,2 10,3 10,4 14,8
DHA (tdmeg%) 20,8 40,4 55,4 54,9 100,0

A X. tablazat adatai gliceridelegy etanolizisének folyama-

tat szemléltetik 20 °C hémérsékleten CAL jelenlétében. A kez-

deti gliceridelegyben 1évé molekvivalensben megadott észter-

csoportokra vonatkozéan az etanolt kozelitéleg kétszeres feles-

legben alkalmazzuk. A tabladzatban csak az etil-észter termék

Osszetétele van feltiintetve. Lathaté, hogy 22 6ra reakci6idd

utan a reakcié teljesen lejatszédik. Az is lathat6é, hogy bar a
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lipdz nagy aktivitast fejt ki mind az EPA, mind a DHA kompo-
nenssel szemben, az elébbi zsirsav, azaz EPA esetén aktivita-
sa jelentésen nagyobb.

b) Gliceridek etanolizise MML jelenlétében

CAL jelenlétében lefolytatott etanolizis reakciokoérilménye-
ivel azonos, a fenti a) pont alatt ismertetett reakcidkérialmeé-
nyeket alkalmazunk. 0,5 g 10 tomeg% viztartalmid Lipozyme ke-
reskedelmi nevl immobilizalt MML terméket (gyarté cég: Novo-
-Nordisk) adunk 2,5 g (8,5 mmol észterekvivalens, halolaj PSL
altal katalizalt atészterezésével kapott, 25 tomeg% EPA és
15,1 tomeg% DHA kezdeti koncentracidju) gliceridelegyhez és
0,80 g (17,4 mmol) abszolut etanolhoz. A kapott enzimszusz-
penziét szobahémérsékleten nitrogénatmoszféra alatt kiméle-
tesen keverjuk. A megfeleld id6k6zékben vett mintakat a fenti-
ekben ismertetett médon elemezziik. A reakciét 27 6ra reakcio-
idé utan az enzim szliréssel torténé elvalasztasaval megszakit-
juk.

A CAL jelenlétében lefolytatott reakciéban hasznalttal azo-
nos gliceridminta MML altal 20 °C hémérsékleten lefolytatott

etanolizis folyamatat szemléltetik a XI. tablazat adatai.
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Xl. tablazat
Gliceridelegy etanolizisének folyamata 20 °C hémérsék-
leten MML jelenlétében

idé 1h 2 h 3h 6 h 9h |12h |27 h
konverzié (%) 15,8 | 21,7 | 25,4 | 33,7 | 39,5 | 43,0 | 50,1
etil-észterek

EPA terilet (%) 25,4 | 28,7 | 30,4 | 32,1 | 31,5 32,3 |28,4

EPA (t5meg%) 14,4 | 24,1 | 27,5 | 39,3 | 47,1 | 50,2 | 55,0
DHA terillet (%) 37 |29 |37 |50 |55 ]| 66|63
DHA (t5meg%) 40 | 47 | 6,4 | 11,2152 (16,7 | 21,7
maradék MG/DG/TG

EPA tertilet (%) 26,4 | 26,5 | 30,1 | 23,1 | 21,8 | 20,8 | 20,9

EPA (tdmeg%) 85,6 | 759 (72,5 (60,7 | 52,9 | 49,8 | 45,0
DHA terlilet (%) 18,3 1 20,9 | 23,2 | 23,2 | 23,0 | 22,9 | 24,9
DHA (témeg%) 96,0 | 95,7 [ 93,6 | 88,8 | 86,8 | 83,3 | 78,3

A Xl. tablazat adataibdl kitiinik, hogy az EPA/DHA kompo-
nensekben dus gliceridek etanolizisének folyamataban MML jo
hatasfokkal tesz kiilonbséget EPA és DHA koézott. 27 é6ra reak-
ci6idé utan 50%-os konverzional a kezdeti.DHA-tartanm kdzel
80%-a van a visszamaradé gliceridelegyben. Az EPA eloszlasa
nem ilyen eldnyds, 55%-a van az etil-észterekben és még
mindig 45%-a a visszamaradé gliceridben. Javithatunk ezen a
helyzeten oly mddon, hogy a visszamaradé gliceridde! azonos
koralmények ko6zott egy masodik etanolizist folytatunk le.
Megjegyezziik, hogy az MML aktivitasa lehetSvé teszi, hogy
EPA komponensben das halolajat hasznaljunk EPA és DHA
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komponensekben dus halolaj (igy tonhalolaj), illetve DHA eld&-
allitasara az ismertetett eljarassal.

6. pélida

Ezzel a kisérlettel azt szemléltetjik, hogy a talalmany
szerinti eljaras alkalmazhaté ndvényi olajokhoz.

Arachidonsavat (AA) tartalmazé extraktum PSL altal ka-
talizalt etanolizise

31,1 tdbmeg% arachidonsavat (AA, 20:4 n-6) tartalmazé
extraktumot (gyarté cég: Pronova Biocare) kezeliink az 1. peél-
daban halolajra megadott ejaras szerint, azaz por alakjaban lé-
vé 10 témeg% PSL jelenlétében 20 °C hémérsékleten 50%-os
konverzidig 24 é6ran at.

Az eredményeket a XIl. tablazat tinteti fel.

XIl. tablazat
osztaly osztaly (tomeg%) AA teriilet (%) AA (tomeg%)
EE 50 7,6 12
FFA 2 23,3 1
MG 17 49,0 24
DG 24 57,4 47
TG 8 58,9 16
MG/DGI/TG 49 54,2 87

A XII. tablazat adatai szerint a gliceridelegyben AA kinye-
rése nagyon magas, 50%-os konverziénal 87% értéket ér el,
ami a halolajjal lefolytatott megfelelé reakciékkal 6sszehason-
litva magasabb, mint DHA esetén, azonban alacsonyabb, mint

EPA esetében. A hidrolizis mellékreakciéja 6sszehasonlithaté
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mértékl (2%) a halolajjal lefolytatott kisérletekben megallapi-
tottal. A glicerid termékelegy AA-tartalma 54,2%. Meglep§ mé-
don ez a TG-frakciéban volt a legnagyobb és az MG-frakciéban
a legkisebb.
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras telitett és telitetlen zsirsavakat trigliceridek a-
lakjaban tartalmazé olajkompozicié kezelése Gtjan tébbszoro-
sen telitetlen zsirsavakat nagyobb koncentraciéban tartalmazé
finomitott termék el8allitasara, azzal jellemezve, hogy

a) az olajkompozici6ét lényegileg vizmentes kdérulmények
kdz6tt 1-6 szénatomos alkohollal, elsGdlegesen telitett és egy-
szeresen telitetlen zsirsavak atészterezését katalizalé lipaz
jelenlétében &atészterezziik, ahol a jelen lévé trigliceridre vo-
natkoztatva legfeljebb 15 mélekvivalens mennyiségili 1-6 szén-
atomos alkoholt hasznalunk, és

b) a lipazzal katalizalt atészterezési reakcioban kapott
telitett és telitetlen zsirsav-észtereket tartalmazé frakciétol
tobbszorosen telitetlen zsirsavak gliceridjeiben dasitott frakciot
valasztunk el.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azz.al jellemezve, hogy
immobilizalt alakban Iévd lipazt hasznalunk.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy 1-6 szénatomos alkoholként abszolit etanolt haszna-
lunk.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a jelen lévé trigliceridre vonatkoztatva 2-5
moélekvivalens mennyiségli 1-6 szénatomos alkoholt haszna-
lunk.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy az atészterezési reakciat szobahdmérsékle-

ten folytatjuk le.
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6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a b) elvalasztasi lépésben egy vagy tobb
molekularis desztillaciés miveletet folytatunk le.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy olajkompoziciéként tengeri allatokbdl elSalli-
tott olajat vagy n-3 tipusu tobbszorosen telitetlen zsirsavakat
tartalmazé fermentaciés terméket kezellnk.

8. AT. igénypont‘szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
ejkozapentansavra és dokozahexansavra nézve lényegileg
inaktiv lipazt hasznalunk.

9. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
Pseudomonas sp. lipazt vagy Pseudomonas fluorescens lipazt
hasznalunk.

10. A 7-9. igénypontok barmelyike szgrinti eljaras ossze-
sen legalabb 40 témeg% ejkozapentansavat és dokozahexan-
savat tartalmazé kompozicié eléallitasara, azzal jellemezve,
hogy tovabba

c) a b) lépésben kapott frakciét lugos kdzegben kémiai
katalizis vagy lipazt alkalmazé enzimatikus katalizis atjan rovid
szénlancu alkohollal atészterezzik,

d) a kapott alkil-észtert alkanolban karbamid feleslegével
55-99 °C hémérsékletre hevitjik,

e) ad) lépésben kapott terméket hiitve karbamid/zsirsav-
-alkil-észter adduktumot csapatunk ki, majd az adduktumot el-
valasztjuk a féleg n-3 tipusu zsirsav-észtereket tartalmazé ol-
dattél,

f) az e) lépésben visszamaradd oldatbdél az n-3 tipusu

zsirsav-észtereket elvalasztjuk, és
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g) azf) lépésben kapott elegyet oldészermentesitjuk.

11. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a g) lépésben kapott koncentratum betdményitéset egy
vagy tobb lépésben lefolytatott molekularis desztillacié utjan
legalabb 85 témeg% egyittes ejkozapentansav- es dokoza-
hexansav-koncentracié eléréséig tovabb folytatjuk.

12. A 7-9. igénypontok barmelyike szerinti eljaras lényegi-
leg tiszta ejkozapentansav és Iényegileg tiszta dokozahexan-
sav elBallitasara, azzal jellemezve, hogy tovabba

i) a gliceridfrakciét 1-6 szénatomos alkohollal Iényegileg
vizmentes koriimények kozétt elsédlegesen ejkozapentansav
észterezését katalizald lipaz jelenlétében atészterezzik,

ii) a kapott, ejkozapentansavban dusuilt 1-6 szénatomos
alkohol-észter frakciét és a maradék, dokozahexansavban du-
sult glicerinelegyet elvalasztjuk,

iii) az ejkozapentansav-(1-6 szénatomos)alkohol-észter
frakciot feldolgozzuk, és az ejkozapentansav frakciot lényegi-
leg 100%-os tisztasagura betdmeényitjuk,

iv) a dokozahexansavban dusult glicerinelegyet 1-6
szénatomos alkohollal elsé8dlegesen dokozahexansav észtere-
zését katalizalé lipaz jelenlétében atészterezzik, és

v) a kapott dokozahexansav-(1-6 szénatomos)alkohol-
-észter frakciot feldolgozzuk, és a dokozahexansav frakciot lé-
nyegileg 100%-o0s tisztasagi dokozahexansavva betdmenyitjiuk.

13. A 12. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az i) Iépésben Mucor miehei lipazt hasznalunk.

14. A 12. vagy 13. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-

ve, hogy az iv) lépésben Candida antarctica lipazt hasznalunk.
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15. A 12-14. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy az i) és/vagy iv) lépésben 1-6 szénatomos
alkoholként etanolt hasznalunk.

16. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy olajkompoziciékent novényi olajkompoziciét
vagy n-6 tipusu tobbszoérdsen telitetien zsirsavakat tartalmazé
fermentaciés terméket hasznalunk.

17. A 16. igénypont szerinti eljaras, azzal jéllemezve,
hogy arachidonsavra nézve lényegileg inaktiv lipazt haszna-
lunk.

18. A 17. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy Pseudomonas sp. lipazt vagy Pseudomonas fluorescens
lipazt hasznalunk.

19. A 16-18. igénypontok barmelyike szerinti eljaras leg-
alabb 40 témeg% arachidonsavat tartalmazé kompozicié els-
allitasara, azzal jellemezve, hogy tovabba

c) a b) lépésben kapott frakciét lugos kézegben kémiai
katalizis vagy lipazt alkalmazé enzimatikus katalizis atjan rovid
szénlancu alkohollal atészterezziik,

d) a kapott alkil-észtert alkanolban karbamid feleslegével
55.99 °C hémérsékletre hevitjik, _

e) ad) lépésben kapott terméket hiitve karbamid/zsirsav-
-alkil-észter adduktumot csapatunk ki, majd az adduktumot el-
vélasztjuk a féleg n-6 tipustu zsirsav-észtereket tartalmazé ol-
dattol,

f) az e) lépésben visszamaradé oldatbdl az n-6 tipusu
zsirsav-észtereket elvalasztjuk, és

g) azf)lépésben kapott elegyet oldészermentesitjuk.
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20. A 19. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a g) lépésben kapott koncentratum ‘betoményitését egy
vagy tobb lépésben lefolytatott molekularis desztillacié utjan
legalabb 85 tomeg% egyiittes arachidonsav-koncentracio el-
éréséig tovabb folytatjuk.

21. A 20. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az arachidonsav-frakciét lényegileg 100%-os tisztasaguva
betoményitjik.

22. Eljaras kornyezetszennyez8 anyagok eltavolitasara te-
litett és tobbszordsen telitetlen zsirsavakat trigliceridek alak-
jaban tartalmazé olajkompoziciébédl, azzal jellemezve, hogy

a) az olajkompoziciot lényegileg vizmentes korilmények
k6zott 1-6 szénatomos alkohollal, els6dlégesen a telitett és
egyszeresen telitetlen zsirsavak atészterezését katalizalé lipaz
jelenlétében atészterezziik, ahol a jelen lévé trigliceridekre vo-
natkoztatva legfeljebb 15 mélekvivalens mennyiségl 1-6 szén-
atomos alkoholt hasznalunk, és

b) az a) lépésben kapott terméket egy vagy tobb lépés-
ben lefolytatott molekularis desztillacidéval kezeljuk, és kérnyezet-
szennyezd anyagoktél Iényegileg megtisztitott, tébbszorésen teli-
tetlen zsirsavak gliceridjeiben dasitott frakciét nyeriink ki.

23. A 21. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az a) lépést a 2-5. igénypontok barmelyikében meghata-

rozott médon folytatjuk le.
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