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1 JOHDANTO

Rasvoista puhutaan yleisesti nykyaan paljon. Ihmisid neuvotaan syomaan vahérasvaisia
ruoka-aineita sekd kasvipohjaisia, pehmeité rasvoja. Ravintorasvoja ovat esimerkiksi voi,
margariinit, kasvioljyt, lihassa oleva rasva sekd kookosrasva. N&issé rasvoissa on hyvin
paljon erilaisia  rasvoja, joilla on erilaisia  vaikutuksia  elimistossamme.
Ravitsemussuositusten mukaan suurin osa rasvoista tulisi saada kertatyydyttymattomista
rasvahapoista. Hyvia lahteitd ndille ovat esimerkiksi oliivi- ja rypsioljy sekda manteli ja
erilaiset  p&hkinat.  Lisdksi  rasvojen  vaikutuksiin  elimistossa  vaikuttavat

monityydyttymattdmien omega-3 ja omega-6 rasvahappojen suhde.’

Ihmisille suositellaan kalan syontid, koska kalassa on elimistdlle tarkeitd omega-3
rasvahappoja seka luuston kasvuun tarvittavaa D-vitamiinia. Markkinoilla on myds paljon
erilaisia funktionaalisia tuotteita, joissa mainostetaan olevan elimistélle hyvid omega-3
rasvahappoja, kuten omega-3 kananmunia. Na&iden lisdksi myyddédn omega-3
rasvahappolisid, joilla kehutaan olevan monenlaisia edullisia vaikutuksia esimerkiksi

oppimiseen.

Valitsin omega-3 rasvahapot kandidaatintyoni aiheeksi, koska tama aihe liittyy
peruskoulun aihekokonaisuuteen ihmisena kasvaminen.’> Aihekokonaisuuden tavoitteena
on ymmartd4 omaa fyysista kasvua, johon mielestani oleellisesti liittyy hyva ravinto. My6s
keskeisissa sisélloissa 7-9 luokille kemian opetuksessa mainitaan rasvat yhtend osana
opetusta.  Lukion  opetussuunnitelmien  perusteissa®  mainitaan  hyvinvoinnin
aihekokonaisuus ja kemian kaikille oppilaille pakollisella ykkdskurssilla kasitelldadn
ihmisen ja elinympériston kemiaa, johon rasvat kuuluvat. Tama aihe antaa my0s hyvat
mahdollisuudet kemian ja terveystiedon integroimiseen ja ndin voisi aiheen kasittelylle

saada enemman oppituntiaikaakin.

Tdassa tyossa halusin ottaa tarkemmin selvdd omega-3 rasvahapoista ja rasvahappolisien
valmistusperiaatteista. Tyon alussa esitetdan lipidien rakenteet pééapiirteittain. Sen jalkeen
tarkastellaan rasvahappojen rakenteita ja nimedmistd. Neljannessa kappaleessa selvitellaan
rasvahappojen merkitystd elimistossda: toimimista energian lahteend, rasvahappojen

synteesia sekd luetellaan lyhyesti rasvahappojen muita térkeitd toimintoja elimistossa.



Viimeisessa luvussa kasitella&n erilaisia valmistusmenetelmid, joilla pystytdan erottamaan

erilaisia rasvahappoja toisistaan niiden ominaisuuksien avulla.

2 RASVAHAPOT OVAT LIPIDEJA

Lipidit ovat veteen liukenemattomia aineita. Ne liukenevat hyvin poolittomiin liuottimiin
ja voidaan tdman perusteella eristdd soluista. Elimiston lipidit voidaan jakaa
molekyylirakenteensa perusteella neljaan eri paaryhméan: rasvat, fosfolipidit, vahat ja
steroidit.* Naista kolmen ensimmaisen rakenteessa esiintyy rasvahappoja ja neljas ryhma
steroidit, eroaa edellisista rakenteensa puolesta merkittavasti. Seuraavaksi esitellaan ndiden

neljan padaryhmaén rakenteet.

2.1 Rasvat

Rasvoilla tarkoitetaan glyserolin  ja  pitkdketjuisten karboksyylihappojen  (eli
rasvahappojen) estereitd. Naita kutsutaan yleisnimella triglyseridit. Triglyseridien yleinen
rakennekaava on esitetty alla kuvassa 1. Rakenteeseen merkityt yleiset ryhmét (R, R’, R””)
voivat olla joko samanlaisia pitké&ketjuisia rasvahappoja tai keskenddn erilaisia

pitkaketjuisia rasvahappoja.”

H,C—O0—

Kuva 1. Triglyseridi.*

Rakenteessa on kolme esterisidosta, jotka ovat muodostuneet glyserolin
hydroksyyliryhman sek& rasvahapon karboksyyliryhman vélille.



2.2 Fosfolipidit

Kuten rasvatkin, mygs fosfolipidit ovat glyserolin estereitd. Erona on se, ettd kun rasvoissa
on glyseroliin liittyneend kolme rasvahappoa, niin fosfolipideissé niitd onkin vain kaksi.
Kolmannen rasvahapon tilalla on fosfolipideissa fosfaattiryhma.* Tahan fosfaattiryhmaan
on vield kiinnittyneend jokin alkoholi esimerkiksi aminoalkoholi. Alla, kuvassa 2, on
esitetty yhden fosfolipidin, lesitiinin rakennekaava. Siind glyseroliin on Kiinnittyneen&
kaksi pitkaketjuista karboksyylihappoa, oktadekaanihappo (steariinihappo) ja cis-9-
oktadekeenihappo (cis-Oljyhappo) sekd fosfaattiryhmd, johon on Kkiinnittyneena
aminoalkoholi, koliini. Fosfolipidien rakenteessa on kaksi "normaalia” esterisidosta eli
karboksylaattirynméé seka fosfodiesterisidos. Myds fosfodiesterisidoksessa esterisidos on

muodostunut happo- ja alkoholiryhman vélille.

Kuvassa 2. on yhtendiselld viivalla

ympyroity glyserolitdhde ja katkoviivalla

koliinitahde.  Pitkat rasvahappoketjut
muodostavat lesitiinin poolittoman eli
hydrofobisen p&an ja fosforihappotahde
ja  positiivisesti  varautunut  Kkoliini
muodostavat molekyylin poolisen eli
hydrofiilisen p&éan.

Solukalvojen rakenneaineina fosfolipidit
muodostavat  kaksoiskerroksia, joissa

pooliset p&&t osoittavat ulospdin ja pitkat

poolittomat  rasvahappohdnndt  ovat

H3C

e isé lella.
Kuva 2. Lesitiini.’ sisapuo



2.3 Vahat

Samoin kuin rasvat ja fosfolipidit, my6s vahat ovat estereitd. Rakenne eroaa kuitenkin
edellisistd siten, ettd niiden rakenteessa ei ole glyserolia. Esterisidos muodostuu
yhdenarvoisen pitkéketjuisen alkoholin ja pitk&ketjuisen karboksyylihapon vilille.
Esimerkkina vahoista kuvassa 3 on mehilaisten tuottama mehilaisvaha*, joka koostuu
palmitiinihaposta (heksadekaanihappo) sek& 1-triakontanolista, joka on suoraketjuinen
tyydyttynyt yhdenarvoinen alkoholi.®

O

I

Kuva 3. Mehilaisvaha koostuu palmitiinihaposta ja triakontanolista.”

2.4 Steroidit

Steroidimolekyylit koostuvat neljastd yhdistyneestd hiilirenkaasta, joista kolme on
kuusihiilisia ja neljas viisihiilinen. Kuvassa 4 on steroidien perusrunko, joka on yhteinen

kaikille steroideille.

Kuva 4. Steroidien runkorakenne.*

Elimistossda on steroideja, jotka ovat muodostuneet pitkien rasvahappoketjujen
muodostaessa renkaita, mutta koska steroidien rakenteeseen ei kuulu rasvahappoja

sellaisenaan, ei niita tassé yhteydessa kasitella timan enempaa.



3 RASVAHAPPOJEN NIMEAMISESTA

Tarkeimmaét asiat, jotka ovat maaradvié rasvahappojen nimedmisessd, ovat hiilivetyketjun
pituus sekd tyydyttyneisyyden aste. Rasvahapot voivat olla tyydyttyneitd tai
tyydyttymattomid. Tyydyttyneet rasvahapot sisaltdvat vain yksinkertaisia hiili-hiili-
sidoksia, kun taas tyydyttyméattoméat rasvahapot voivat siséltdd yhden tai useampia hiili-
hiili-kaksoisidoksia. Rasvahapot nimetddn kuten lyhyemmatkin karboksyylihapot
systemaattisesti. Liitteessdé 1 olevassa taulukossa on esitetty joidenkin yleisimpien

rasvahappojen rakenteita, systemaattisia nimié seka triviaalinimié.

Systemaattisesti nimettdessa on myos ilmoitettava kaksoissidosten paikat rakenteessa. Jos
numeroiminen aloitetaan karboksyylihapporyhmén hiilestd, niin symbolina kaytetdén A.
Sen ylaindeksina on hiilen numero, josta kaksoissidos lahtee. Esimerkiksi merkinté cis-A°
tarkoittaa, ettd hiilien 9 ja 10 (ensimmadinen hiili on karboksyyliryhmé&an kuuluva hiili)

valissa on cis-kaksoissidos.

Toinen tapa ilmoittaa kaksoissidosten paikat on aloittaa hiilien laskeminen ketjun
vastakkaisesta péa&std eli metyyliryhmdn pdaéstd, o-hiilestd. Kaikki rasvahapot, joiden
ensimmainen kaksoissidos on kolmannessa hiilessa metyyliryhmasta péin laskettuna,
kuuluvat ®-3 rasvahappoihin.” Samalla logiikalla muodostavat tietyn rakenteen omaavat

rasvahapot ®-6, »-9 ja ®-12 rasvahappojen ryhmat.

Merkintd 18:0 tai C18:0 tarkoittaa, ettd rasvahapossa on kahdeksantoista hiilta ketjussa ja
nolla kaksoissidosta eli rasvahappo on tyydyttynyt. VVastaavasti eikosapentaeenihappoa eli
EPA:a merkittdisiin 20:5. Jos haluttaisiin viel& tarkentaa, ettd rasvahappo kuuluu omega-3

ryhmaan, voidaan kayttdd merkintana 20:5n-3.

4 RASVAHAPOT ELIMISTOSSA

Jo neljan vuosikymmenen ajan ollaan oltu tietoisia siitd, ettd monityydyttymattomien
rasvahappojen merkitys ihmisen ravinnossa on suuri. Sen liséksi, ettd ne toimivat
solukalvojen rakennusaineina, ne toimivat “polttoainemolekyyleind” ja solujen vélisina

signaalimolekyyleina.’



Sekd omega-3, ettd omega-6 rasvahapot toimivat my6s eikosanoidien esiasteina.
Eikosanoidit ovat hormonien kaltaisia yhdisteité, joilla on térkea rooli elimist6ssa.? Taman
lisdksi ndillda monityydyttymattomilla rasvahapoilla on tdarked rooli ndkemiseen,

hermostoon ja lisadntymiseen liittyvissa elimistén systeemeissa.’

Tarkeimmé&t omega-3 ryhmaén kuuluvat rasvahapot ovat eikosapentaeenihappo (EPA,
C20:5), dokosaheksaeenihappo (DHA, C22:6) ja alfalinoleenihappo (ALA, C18:3)

4.1 Toimiminen "polttoainemolekyyling”

Rasvoja saadaan elimistoon ravinnosta. Imeytydkseen verenkiertoon rasvat pitad ensin
pilkkoa pienemmiksi yksikdiksi. Sappisuolat erottavat rasvan pieniksi miselleiksi, jolloin
haiman lipaasi p&dsee toimimaan. Lipaasi hajottaa triglyserolit monoglyseroliksi ja

kahdeksi vapaaksi rasvahapoksi kuvan 5 mukaisesti.
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Kuva 5. Haiman lipaasi pilkkoo triglyseridit.”

Osat kulkeutuvat veren mukana kudoksiin, joissa ne joko varastoidaan taas triglyserideina

tai kaytetaddn energian tuottamiseen.

Rasvojen metabolisessa hapettumisessa vapautuu elimistédn enemman energiaa kuin esim.
hiilihydraattien hapettumisessa. Rasvojen hapettuminen vaatii myds happea enemman.
Tama selittyy sillg, ettd rasvojen rakenteessa on enemman hiilig, jotka ovat erittéin
pelkistyneessa metyylimuodossa, kun taas esim. hiilihydraateissa hiilet ovat jo
hapettuneessa muodossa.’?




Elimiston tarvitessa energiaa triglyseridit hydrolysoituvat glyseroliksi ja vapaiksi
rasvahapoiksi. Tatd kutsutaan lipolyysiksi. Kulkeuduttuaan kudoksiin, joissa tarvitaan
energiaa, rasvahapot aktivoituvat ja siirtyvat mitokondrioon. Mitokondrioissa
rasvahappojen hiiliketjut pilkkoutuvat beetaoksidaatiossa kahden hiilen mittaiseksi
asetyyliksi, joka esterdityy asetyylikoentsyymi-A:n kanssa aktiiviseksi etikkahapoksi (kuva
6). Aktiivinen etikkahappo hapettuu edelleen hiilidioksidiksi ja  vedeksi

sitruunahappokierrossa. Prosessissa vapautuu energiaa elimiston kayttoon.”’
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Kuva 6. Asetyylikoentsyymi-A:n rakenne (Ac-CoA, aktiivinen etikkahappo)®

Betaoksidaatiossa tyydyttynyt rasvahappo aktivoituu (aktiivinen rasvahappo, fatty acyl-
CoA) ja hapettuu flaviiniadeniinidinukleotidin (FAD) toimiessa koentsyyminé. T&lloin
molekyyliin syntyy uusi hiili-hiili kaksoissidos. Tamén jalkeen kaksoissidokseen liittyy
vetta, jonka jalkeen syntynyt hydroksyyliryhmé hapettuu
nikotiiniamidiadeniinidinukleotidikoentsyymin  (NAD™") avulla ketoniksi. Lopuksi
molekyyli katkeaa kahden karbonyylihapen vélisestd kohdasta koentsyymi A:n
vaikutuksesta, jolloin tuloksena on aktiivinen etikkahappo ja aktiivinen rasvahappo, jonka
ketjun pituus on kaksi hiiltd lyhyempi kuin alkuperdinen rasvahappo. Tamé prosessi jatkuu
edelleen, kunnes koko alkuperéinen rasvahappo on muuttunut aktiiviseksi etikkahapoksi.

Taman prosessin vaiheet on esitelty kuvassa 7.



aktiivinen rasvahappo +
(kaksi hiiltd lyhyempana)
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sidokset muutettava trans-muotoon.

Kuva 7. Betaoksidaatio, jossa rasvahappo pilkkoutuu aktiiviseksi
Reaktiossa vapautuu energiaa.™

isomeraasi tai 2,4-dienoyyli-CoA reduktaasi.'

etikkahapoksi.

Tyydyttyméttémien rasvahappojen pilkkoutumisreaktiot ovat péaapiirteittdin samanlaiset.
Kuitenkin ennen trans-sidoksen hydratoitumista on tyydyttyméattdmien rasvahappojen cis-
Tahan reaktioon osallistuu joko enoyyli-CoA



4.2 Rasvahappojen synteesi elimistdossa

Rasvahappojen synteesi tapahtuu sytoplasmassa. Se on paapiirteittdin edelld kuvatun
pilkkoutumisreaktion vaiheita péinvastaiseen suuntaan noudattava prosessi. Tassa
monivaiheisessa prosessissa rasvahapposyntaasi kokoaa rasvahappomolekyylin alkaen
kahden hiiliatomin pituisista aktiivisista etikkahapoista. N&it4 yksikoit4d saadaan muista
elimist0ssa tapahtuvista reaktioista, esim. glykolyysin jalkeisessa puryvaatin oksidaatiossa.
Rasvahapposynteesin pdatuotteena on 16 hiiliatomin pituinen palmitiinihappo ja jonkin
verran muodostuu my6s 18 hiiliatomin mittaista steariinihappoa. Muut rasvahapot
muodostuvat ndistd pidennys- ja desaturaatioreaktioilla, joita Kkatalysoivat tietyt
desaturaasi- ja elongaasi-entsyymit. Tavallisimmat tyydyttymattomat rasvahapot
eldinsoluissa ovat 6ljyhappo (18:1) ja palmitoleiinihappo (16:1). Nisak&ssolut eivat pysty
valmistamaan kaksoissidosta kauemmaksi kuin 9 asemaan karboksyylihappopaasté lukien.
Taman takia naitd rasvahappoja on saatava ravinnosta. Tasté syysta linolihappoa (18:2n-6)

ja linoleenihappoa (18:3n-3) kutsutaan valttamattomiksi rasvahapoiksi.'

4.3 Omega-3 rasvahappojen merkitys terveydelle

On esitetty, ettd varsinkin lansimaissa tyypillinen ruokavalio, joka siséltdd paljon omega-6
rasvahappoja, mutta véhdn omega-3 rasvahappoja, ei ole kovin hyva elimiston toiminnalle.
Né&iden rasvahappojen puutteen on todettu yhdistyvan erilaisiin tauteihin, kuten sydan- ja
verisuonitauteihin, tulehdus- ja autoimmuunisairauksiin, sokeritautiin, depressioon ja
neurologisiin hairidihin.***

Omega-3 rasvahapoilla on todettu olevan monenlaisia terapeuttisia ja la&kinnallisia
kayttokohteita. Niista valmistetuilla tuotteilla on positiivisia vaikutuksia sydamen ja
verenkiertoon liittyvien ongelmien hoitamisessa, sek& vaikutuksia tulehduksien ja jopa
sydvan hoidossa.’

Seuraavassa luvussa kasitelladn menetelmid, joita voidaan kéyttdd omega-3 rasvahappojen

eristamiseen ja rasvahappovalmisteiden teolliseen valmistamiseen.



5 OMEGA-3 RASVAHAPPOSEOSTEN
MUOKKAUSMENETELMIA

Mikali ravinnosta ei saada tarpeeksi omega-3 rasvahappoja, on mahdollista sy6da
rasvahappoja ravintolisdnd. Téllaiset ravintolisit ovat yleensa erilaisia kapseleita, jotka
sisaltavat kalaoljyja, erityisesti yleensd kalanmaksadljyd. Jotta naillda tuotteilla olisi
rasvahappojen suhteen tarpeeksi vaikutusta, on niité otettava niin paljon, ettd riski saada A-
vitamiinia ja D-vitamiinia liikaa lisdantyy. Samalla lisdantyy kolesterolin sekd muiden

tyydyttyneiden rasvahappojen saanti. TAman takia on kehitetty rasvahappotiivisteita.>*?

Rasvahappotiivisteet voidaan valmistaa konsentroimalla eli poistamalla ei-toivottuja
rasvahappoja siséltavét rasvat seoksesta, jolloin jaljelle jad suurempi pitoisuus haluttuja
rasvahappoja sisaltavid rasvoja. Voidaan myos valmistaa vapaita rasvahappoja sisaltavia

tiivisteita seké rasvahappojen metyyli- ja etyyliesteritiivisteita.®

Pitk&ketjuisia monityydyttyméttdmid omega-3 rasvahappoja, erityisesti EPA ja DHA -
happoja on paljon meressa elavissa kala- ja nisdkaslajeissa. Etenkin Atlantin valtameressa
alhaisemmissa l&mpotiloissa asustavissa kalalajeissa on paljon omega-3 rasvahappoja.
N&mé& meresté saatavat 6ljyt toimivat erilaisten rasvahappovalmisteiden raaka-ainel&hteina.
Oljyissa rasvahapot ovat triglyserideind, joiden erottaminen on hankalaa. Naiden
triglyserideissé olevien rasvahappojen hiiliketjun pituus ja tyydyttyneisyysaste vaihtelevat

suuresti. Naiden ominaisuuksien takia erottaminen on kuitenkin mahdollista.®

Seuraavaksi kasitellddn muutamia menetelmid, joilla on mahdollista erotella eri

rasvahappoja toisistaan.

5.1 Kromatografiset menetelmat

Kéaanteisfaasikromatografia on ehk& kaikista erotusmenetelmista suosituin. Sitd k&ytetdan
usein taydentdmadn urean avulla suoritettua kiteyttamistd. Menetelmd koostuu kolmesta
kohdasta: kala6ljyn triglyseridien hajottaminen vapaiksi rasvahapoiksi

saippuoimismenetelmalla, rikastamalla vapaiden rasvahappojen seos jonkin tietyn hapon

10



suhteen  kiteyttamalla urean avulla ja  eri  rasvahappojen  erottaminen

kaanteisfaasikromatografin avulla.’

Kromatografia perustuu pakkausmateriaalin ja vapaiden rasvahappojen valisiin erilaisiin
vuorovaikutuksiin. Toisilla rasvahapoilla on enemmén vuorovaikutusta pakkausmateriaalin
kanssa kuin toisilla. Erotusta voidaan parantaa kytkemall4 kolonneja sarjaan ja lisaédmalla
antioksidanttia estamaan rasvahappojen hapettuminen.® Antioksidanttina voidaan kayttaa
esimerkiksi butyylihydroksianisolia, joka on 2-tert-butyyli-4-hydroksianisolin ja 3-tert-
butyyli-4-hydroksianisolin ~ seos ja  joka tunnetaan lisdainekoodilla  E320.

Elintarvikeviranomaiset tosin epailevat aineen aiheuttavan yliherkkyytta.'?

Korkean erotuskyvyn nestekromatografia (HPLC = High Performance Liquid
Chromatography) kayttaa korkeata painetta pakottaakseen ajoliuoksen kulkemaan pakatun
kolonnin l&pi. Kolonni on pakattu hyvin hienojakoisilla partikkeleilla, jotka aiheuttavat
suuremman virtausvastuksen kolonnin I&pi kulkevalle nesteelle, kuin isommat partikkelit.
Né&in saadaan erotus tapahtumaan paremmin ja jotta virtaus olisi suuresta vastuksesta

huolimatta kaytannéllinen, on nayte pakotettava kolonnin lapi suurella paineella.'*

Rasvahappojen erotuksessa voidaan kayttdd esimerkiksi seuraavanlaisia kolonneja:
hopeanitraatilla kyllastettya silicageelikolonnia, fenyylisilicageelikolonnia,
piihappokolonnia (silic acid), hopealla kyll4stetty4 hartsikolonnia.®

Erotukseen vaikuttaa tietysti kdytetyn pakkausaineen liséksi liuotin, johon néayte on
liuotettu. Rasvahappojen estereiden erotuksessa kaytettavan liuottimen valinta riippuu
tuotteen halutusta puhtaudesta sek& tuotteen lopullisesta kayttotarkoituksesta. Liuottimina
voidaan kéyttaa esimerkiksi n-heksaania, dietyylieetterid, asetonitriili4, metanolia tai vetta.
Na&ita kaytetdan erilaisina seoksina, joiden koostumus vaikuttaa erotuksen lopputulokseen.
Myés tetrahydrofuraanilla (THF) on saatu valmistettua hyvin puhtaita tuotteita, mutta
koska THF hapettuu helposti ja saattaa olla rgjahtavaa ei sitd voida kayttda varsinkaan
silloin, kun lopullinen kayttotarkoitus on tuotteen kayttdminen ravintolisana.® Tata on

mietittava kaikkien liuottimien kohdalla.

11



5.2 Tislausmenetelma

Tislausmenetelmédt eivat ole tarpeeksi tehokkaita, mutta niitd on kéytetty
rasvahappoesteriseosten osittaiseen erotukseen. Tislausmenetelmat k&yttavat hyvakseen
rasvahappojen kiehumispisteiden eroja sekd eroja molekyylipainossa. Eniten kaytetty
menetelmd on rasvahappojen metyyliestereiden fraktiotislaus alipaineessa (0,1 - 1,0
mmHg). Jopa tdssa paineessa tarvitaan kuitenkin myos suhteellisen korkeita lampdtiloja.
Korkeiden lampotilojen kayttd altistaa kuitenkin pitkaketjuiset omega-3 rasvahapot
hydrolysoitumiselle, termiselle hapettumiselle, polymeroitumiselle seka isomeroitumiselle,
jolloin alkuperdinen molekyyli vahingoittuu. Tutkimukset osoittavat, ettd rasvahappojen
etyyliestereiden tislaaminen onnistuu paremmin kuin vastaavien vapaiden rasvahappojen

tislaaminen.®

5.3 Entsymaattiset menetelmat

Lipaasit ovat entsyymiryhmid, jotka katalysoivat rasvahappojen estergitymista,

rasvahappoestereiden hydrolyysi4 ja rasvahappojen vaihtumista niiden estereissa.’

5.3.1 Entsymaattinen hydrolyysi

Tiivisteitd valmistettaessa voidaan my0ds ensin hydrolysoida eri triglyseridit ja vasta sen
jalkeen konsentroida seos. Hydrolysointi voidaan tehdd joko kemiallisesti tai
entsymaattisesti. Entsymaattisessa hydrolysoinnissa kaytetadn matalampia |&mpotiloja,
jolloin on pienempi mahdollisuus rasvahapon epatoivotulle muuttumiselle hapettumisen tai
cis-trans-isomeroitumisen johdosta.™

Lipaasit ovat entsyymiryhma, johon kuuluvat entsyymit katalysoivat hyvin rasvojen
hydrolyysireaktioita. Lipaasit toimivat hyvin hydrolyysireaktioissa, joissa mukana olevat
rasvahapot ovat tyydyttyneitd tai monotyydyttyméattomid, mutta reaktiot, joissa on mukana
pitkaketjuisia ja monityydyttyméttomid omega-3 rasvahappoja eivat onnistu yhtd hyvin
kaikilta lipaaseilta. Tdma johtuu steerisesta esteestd, joka syntyy rasvahapoissa olevista

monista kaksoisidoksista: molekyyli on niin monin kerroin taittunut, ettd lipaasi ei mahdu
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toimimaan. Tastd syystd lipaaseja voidaan kayttdd erottamaan EPA ja DHA muista

rasvahapoista.®

Edellisen periaatteen mukaisia tutkimuksia on tehty enemman, mutta on tutkittu myos
lipaaseja, jotka pystyvat hydrolysoimaan EPA:a ja DHA:ta siséltavid triglyserideja.
Meksikolaisessa tutkimuksessa kéytettiin Pseudomonas sp. lipaasia, joka hydrolysoi EPA
ja DHA:ta sisdltavia triglyseroleja sardiinioljystd. Taman entsymaattisen hydrolyysin
jalkeen vapaat rasvahapot erotettiin seoksesta sekd metyloitiin ja eri rasvahappojen

pitoisuus maaritettiin kaasukromatografilla.*®

Liséksi lipaasien avulla on mahdollista tehdd eroa EPA:n ja DHA:n valillg, jolloin voidaan
valmistaa joko EPA:n tai DHA:n suhteen rikkaita rasvahappotiivisteita.®

Rasvahappojen entsymaattisessa hydrolyysisséd liuotetaan ensin entsyymi sopivaan
puskuriliuokseen, jonka jalkeen lisatddn hydrolysoitava rasva. Seosta sekoitetaan ja
lampdtila pidetddn sopivana. Seoksesta otetaan ndytteitd tietyin valiagjoin ja kun haluttu
pitoisuus on saavutettu, lisdtdan seokseen alkoholia, joka deaktivoi entsyymin. Seoksesta

maéritetadn vapaiden rasvahappojen pitoisuudet.®

Entsyymien toimintaa hydrolysoida tietyn tyyppisid rasvoja ja ndin lisata jonkin tietyn
omega-3 rasvahapon estereiden pitoisuutta hydrolysoitumattomassa osassa, on tutkittu
paljon. Tanaka et al.'® havaitsivat, ettd Candida cylindracea, CC-lipaasi oli kaikkein
tehokkain  mikrobinen lipaasi  hydrolysoimaan tonnikalan Oljyd siten, ett4
hydrolysoitumattoman 6ljyn osan DHA-pitoisuus nousi kolminkertaiseksi alkuperéiseen
verrattuna.

Tallaista entsyymejéd hyddyntdvaa tutkimusta on tehty paljon ja tutkijat ovat todenneet, etta
lipaasien spesifisyys on tarkein tekija, kun valmistetaan erilaisia tuotteita merenelavisté

saatavista 6ljyista.?

5.3.2 Entsymaattinen esterdinti

Mikali halutaan lisata rasvahappojen saantia, on elimist6lle suotuisampaa, ettd rasvahapot

ovat mieluummin triglyserideind kuin erilaisina etyyli- ja metyyliestereind. Rasvahappoja
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myyd&én ravintolisind kummankinlaisessa muodossa, mutta elimistd kasittelee paremmin

"normaalirasvojen” tyyppisia molekyyleja eli neutraalilipideja eli triglyseroleja.®

Erilaisten lipaasien katalysoimia esterditymisreaktioita on tutkittu paljon. Tiedetaan
esimerkiksi, ettd Chromobacterium viscosum, CV-lipaasi katalysoi hyvin glyserolin ja
vapaiden rasvahappojen (sisdltdéen EPA ja DHA) suoraa esteroitymisreaktiota. N&issé
esterditymisreaktioissa maaraavin tekija on veden méaara tasapainoreaktiossa. Jos vettd on
paljon, siirtyi reaktiotasapaino hydrolyysin suuntaan ja jos taas vettd on liian v&han,
entsyymi deaktivoituu. Optimi veden mé&&rd on siis minimi, jossa entsyymi pystyy
toimimaan. Na&in pienennetddn osittaisen hydrolyysin ja mono- ja diglyserolien

syntyminen.®

5.4 Kiteyttdminen alhaisessa lampotilassa

Menetelma perustuu rasvahappojen erilaisiin liukoisuuksiin orgaanisiin liuottimiin seka
niiden erilaisiin sulamispisteisiin. Rasvahappojen tyydyttyneisyysaste ja ketjun pituus seké

haaroittuneisuus vaikuttavat niiden ominaisuuksiin.

Shahidi et al.? esittavat artikkelissaan kirjallisuudesta I6ytamiaan liukoisuussaantoja:

tyydyttyneista rasvahapoista lyhytketjuiset ovat liukoisempia

tyydyttyneet rasvahapot ovat niukkaliukoisempia kuin samanpituiset yhden tai
kahden kaksoissidoksen omaavat rasvahapot

- tyydyttymattomistd rasvahapoista cis-isomeerit ovat liukoisempia kuin trans-
isomeerit

- suoraketjuiset rasvahapot ovat niukkaliukoisempia kuin haaroittuneet

Néiden liukoisuussaantdjen perusteella on mahdollista erottaa eri rasvahappoja toisistaan.
Kiteyttdminen  voidaan  suorittaa  esimerkiksi metanoli/asetoni  -seoksessa.
Kiteyttdmismenetelmassad lopputuloksen omega-3 rasvahappopitoisuuteen vaikuttaa
kaytettyjen liuottimien valinta sekd lampotila. Menetelm& on yksinkertainen seka
tarvittavan laitteiston ettd tydvaiheiden suhteen. Tarvitaan vain erotettavan seoksen (6ljy)
jaédhdyttamisté liuottimessa sopivaan lampdtilaan, seoksen pitdmista halutussa lampotilassa

tietyn ajan (eli kiteytymisen odottelua) ja kiteytyneen osan erotus suodattamalla.®
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5.4.1 Natriumsuolojen kiteyttdminen

Shahidi et al.® kertovat artikkelissaan korealaisesta tutkimuksesta, jossa tutkijat
huomasivat, ettd vahemman tyydyttymattomien (véhemmén kaksoissidoksia siséltavien)
rasvahappojen alkalisuolat kiteytyvat nopeammin liuoksen ja&htyessd, kuin niiden
tyydyttymattomien rasvahappojen alkalisuolat, joissa on nelja tai useampi kaksoissidos
(kuten EPA ja DHA).

Tama menetelmd sisaltdd rasvahappojen alkalisuolojen valmistuksen, jota kaytet&dan
hyvaksi myo6s saippuan valmistuksessa. Siind rasvoja hydrolysoidaan emésten, kuten
NaOH tai KOH, kanssa, jolloin rasvahapot irtoavat glyserolista ionisoituneina Na* ja K* -
suoloina.*®*

Tata reaktiota voidaan kuvata esimerkiksi seuraavasti:

CH,—0O—C—R CH,—O—H
O
O
I NaOH .,
HC—O0—C—R > 3R—C-0 Na 4+ pé—o—H
\ 0 H,0
CH,~O—C—R CH,~0—H
saippua ,
Triglyseridi glyseroli
(R =Cy; - Cyg alifaattinen ketju)

Kuva 8. Saippuoitumisreaktio.*’

Taman menetelmén tuloksiin ei ndyttdnyt vaikuttavan jaahdytyksen nopeus eik&
jaghdytysalue.® Tama menetelma voisi olla kaytannéllinen erilaisia omega-3

rasvahappovalmisteita valmistettaessa suuressa mittakaavassa.

Guil-Guerrero et al.'® ovat julkaisseet artikkelin menetelmasts, joka perustuu naihin
liukoisuuseroihin. Tdma menetelm& on yksivaiheinen. Siind kolme eri asiaa; eristys,
kemiallinen hydrolyysi ja rasvahappojen konsentroiminen tapahtuvat yhdelld kertaa.
Menetelm& perustuu rasvahappojen natriumsuolojen erilaiseen liukoisuuteen etanoliin.

Enemman kaksoissidoksia sisaltavét ja lyhnyemmat saman tyydyttyneisyysasteen omaavat
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rasvahappojen suolat liukenevat paremmin etanoliin, jolloin l&mpdtilan laskiessa seoksessa
ei-toivotut vdhemmén kaksoissidoksia sisdltdvat rasvahapot kiteytyvat ja ne voidaan

suodattaa seoksesta pois.

5.5 Eristys ylikriittisen nesteen avulla

Joillakin kaasuilla tiedetd&n olevan erityisid ominaisuuksia, kun ne saavuttavat Kriittisen
pisteensd. Taman ylitettyd niitd kutsutaan ylikriittisiksi nesteiksi, joilla viskoosi- ja
diffuusio-ominaisuudet ovat ldhempénda kaasujen ominaisuuksia kuin tavallisten

nesteiden.®

Hiidioksidi (CO,) on todettu hyvaksi yliriittiseksi nesteeksi, jota kdytetdan rasvahappojen
erotuksessa. Taman tekniikan avulla voidaan erottaa aineita, jotka ovat herkkid liian
korkealle lampdtilalle tai hapettumiselle. Menetelmdsséd ei myoOskadn tarvitse kéyttaa
toksisia liuottimia, kuten heksaania. Hiilidioksidi ei ole toksinen eika helposti syttyva, se

on halpaa ja se voidaan erottaa helposti seoksesta.*®

Hiilidioksidin kriittinen piste sijaitsee aika helposti saavutettavalla alueella (p = n. 74 bar,
T = n. 31°C ). Seuraavalla sivulla olevassa kuvassa on esitetty hiilidioksidin
faasidiagrammi. Vaaka-akselilla on lampdtila ja pystyakselilla paine. Kriittinen piste ja

ylikriittisen nesteen alue on merkitty punaisella.®

A
Paine
Thlernthnen
Kiintea Meste neste
T bar -
Enithinen piste
Eaasu
-4 o
Lampeatila a1 astetta

Kuva 9. Hiilidioksidin faasidiagrammi.®
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Erotus perustuu siihen, ettd vapaat rasvahapot liukenevat paremmin ylikriittiseen
hiilidioksidiin kuin mono-, di- tai triglyseridit.*® Ylikriittisen nesteen avulla tapahtuva
erotus perustuu enimmakseen molekyylin molekyylimassaan kuin
tyydyttyneisyysasteeseen. Tamén takia ennen ylikriittisen nesteen kaytt0a tarvitaan

esierottelu. Esierottelu voidaan tehda muilla kuvatuilla menetelmilla.

5.6 Ureakompleksointi

Menetelm& perustuu siihen, ettd urea muodostaa komplekseja helpommin tyydyttyneiden
kuin tyydyttymattomien rasvahappojen kanssa. Kompleksinmuodostustaipumus véahenee
myods kaksoissidosten lisaantyessa.® Talla menetelmalla saadaan siis ei-toivotut rasvahapot

kompleksoitumaan urean kanssa, jolloin kiinted osa voidaan suodattaa liuoksesta pois.

H,>N
S

QO HN .
HoN_
H2N N NH2

\ O:(

-~ 0
NH,

NH,

UREA (tetragoninen)

H,N._-O
H,C 2
s NH, HpN H,N N
2 H,N
TN
\O O/ 2

UREA JA SUORAKETJUINEN MOLEKYYLI

(heksagoninen)

Kuva 10. Urean tetragonaalinen kiderakenne vasemmalla ja oikealla heksagonaalinen
rakenne. Tetragonaalisessa rakenteessa on esitetty ureamolekyylien valiset vetysidokset
katkoviivoilla. Heksagonaalisessa rakenteessa tyydyttynyt rasvahappo on ureamolekyylien
muodostamassa kanavassa.®
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Menetelmassa hydrolysoidaan ensin muokattavissa oleva 6ljy eméksisellda (NaOH tai
KOH) alkoholilla, jolloin saadaan aikaiseksi ionisoituneita rasvahappojen alkalisuoloja.
Tastd erotetaan ksenobiootit ja muut ei-toivotut aineet ja rasvahapposeokseen lisatédan
urean ja alkoholin (metanoli tai etanoli) seosta. Seuraavaksi seoksen annetaan ja&htya
tiettyyn lampotilaan, joka riippuu halutun tuotteen rasvahappopitoisuudesta. Tallgin
kiteytyvéat tyydyttyneet rasvahapot ja dieenit, jotka voidaan suodattaa halutusta omega-3
seoksesta pois.

Ureakompleksointi voidaan suorittaa esimerkiksi saippuoimisreaktion jalkeen. Vapaiden
rasvahappojen seos sekoitetaan kiintedn urean kanssa etanoliin. Seosta sekoitetaan ja
lammitet&dé&n varovaisesti, kunnes syntyy kirkas homogeeninen seos. Tdman jélkeen seos
jadhdytetddn huoneenlampdtilaan ja sen annetaan kiteytya. Kiteet poistetaan suodattamalla.
Liuos laimennetaan vedelld ja tehdddn hiukan happamaksi (pH 4-5) suolahapolla.
Vapautuneet rasvahapot erotetaan heksaanikerrokseen ja liuotin haihdutetaan pois, jolloin

jéljelle jaa rasvahappokonsentraatti.®

Ureakompleksointimenetelmaa ei ehka kuitenkaan kannata k&yttaa, jos halutaan valmistaa
tuotteita ihmisten kayttéon, koska sen kéaytéstd on raportoitu syntyvan mahdollisia

karsinogeenisia aineita, etyyli- tai metyylikarbamaatteja.*®

5.7 Kemiallinen hydrolysointi

Saippuointi hajottaa triglyseridit glyseroliksi ja vapaiksi rasvahapoiksi. Hydrolysointi
voidaan suorittaa esimerkiksi refluksoimalla kaladljya KOH-vesi-etanoli seoksen kanssa
typpikaasu-ilmakehassa.” Typpikaasu on ilmeisesti tarpeen siksi, ettd halutaan estaa
rasvahappojen hapettuminen. Taémén jalkeen syntynyt seos laimennetaan vedellg, jolloin
varautuneet rasvahapot jaavéat vesifaasiin. Hydrolysoitumaton o0sa erotetaan
heksaanikerrokseen. Vesifaasi neutraloidaan suolahapolla, jolloin rasvahapot muuttuvat
happomuotoon (neutraaleiksi) ja vapaat rasvahapot erotetaan heksaanilla. Heksaanikerros
erotetaan ja kuivataan kidevedettdoman magnesiumsulfaatin avulla. Muodostunut sakka
erotetaan imusuodatuksella ja liuoksesta haihdutetaan liuotin pois. Jaljelle j&& vapaiden

rasvahappojen seos.’
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6 YHTEENVETO

Rasvojen rasvahappokoostumukseen voidaan vaikuttaa monella eri tavalla. Kéytettavan
menetelmdn valinnassa on otettava huomioon erotuksen tarkoitus. Jos tarkoitus on
ainoastaan analysoida tietyn seoksen rasvahappokoostumusta, voidaan kayttd4 pienen
mittakaavan erotuslaitteistoja, kuten kromatografiaa seka paljon erilaisia liuottimia. Jos
taas on tarkoitus valmistaa suuria madrid tietyn rasvahappopitoisuuden omaavaa
rasvahapporavinnelisad, on otettava huomioon eri vaiheissa kaytettavat liuottimet ja muut
apuaineet ja niiden myrkyllisyys ihmiselle. Erilaiset entsymaattiset menetelmét vaikuttavat
olevan toimivia jopa suuren mittakaavan tuotantoon spesifisyytensa takia. Entsymaattisissa
menetelmisséd prosessiolosuhteet on s&&dettdvd tarkalleen, jotta entsyymeilld on
oikeanlainen toimintaympéristd. Myos eristys ylikriittisen hiilidioksidin avulla tuntuu
toimivalta menetelmaltd, tosin prosessiolosuhteiden paine on suuri. Parhain vaihtoehto on

kuitenkin varmasti monien eri menetelmien yhdistdminen toimivaksi kokonaisuudeksi.
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8 LITTEET

Taulukko 1. Joidenkin luonnossa esiintyvien rasvahappojen nimié ja rakenteita.

7,20

Taulukko 1. Luonnossa esiintyvia rasvahappoja.

Hiilten C=C -sidosten Triviaalinimi Systemaattinen nimi Rakenne

lukumaara lukuméara
12 0 lauriinihappo® n-dodekaanihappo CH3(CH,);,.COOH
14 0 myristiinihappo® n-tetradekaanihappo CHs(CH,);,COOH
16 0 palmitiinihappo® n-heksadekaanihappo CHs(CH,)1,.COOH
18 0 steariinihappo” n-oktadekaanihappo CH3(CH,)1cCOOH
20 0 arakidiinihappo® n-eikosaanihappo CH3(CH,)1sCOOH
22 0 beheenihappo n-dokosaanihappo CH3(CHy),,COOH
24 0 lignoseerihappo n-tetrakosaanihappo CH3(CHy),,COOH
16 1 palmitoleiinihappo cis-A%-heksadekeenihappo CH3(CH,)sCH=CH(CH,),COOH
18 1 6ljyhappo® cis-A’-oktadekeenihappo CH3(CH,);CH=CH(CH,);COOH
18 2 linolihappo® cis-cis-A*-A"-oktadekadieenihappo CH3(CH,)4(CH=CHCH,), (CH,)sCOOH
18 3 alfalinoleenihappo all-cis-A°, A, A-oktadekatrieenihappo CH3CH,(CH=CHCH,); (CH,)sCOOH
20 4 arakidonihappo all-cis-A®, A%, A™, A™-eikosatetraeenihappo CH3(CH,)4(CH=CHCH,),(CH,),COOH
20 5 EPA all-cis-A°, A%, A™, A™ AT-eikosapentaeenihappo CH3CH,(CH=CHCH,)s(CH,),COOH
22 6 DHA all-cis-A*, A7, AT, AT AT A™-dokosaheksaeenihappo | CH;CH,(CH=CHCH,);CH,COOH
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