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Tyon tarkoituksena oli tutkia fosfolipaasi-entsyymien kayttomahdollisuuksia kasvidljyjen
ja eléinrasvojen puhdistuksessa. Haluttiin selvittda niiden tehokkuutta fosforin poista-
misessa perinteisiin puhdistusmenetelmiin verrattuna. Kirjallisessa osuudessa keskityt-
tiin lipidien ja entsyymien kemiaan sek& perinteisiin puhdistusmenetelmiin ja selvitet-
tiin, mitd tutkimuksia entsyymien kaytdsta rasvojen ja 6ljyjen puhdistuksessa on aiem-
min tehty. Selvisi, ettd tutkimuksia on tehty I[&hinn& kasvisrasvojen puhdistamisesta

fosfolipaasi-entsyymeilld ja ettéd on olemassa useita erilaisia kaupallisia fosfolipaaseja.

Kokeellisessa osuudessa tutkittiin rypsidljyn ja elainrasvan puhdistamista fosfolipaaseil-
la. Entsyymeina kaytettiin Rohalase PL-Xtra PLA2 -entsyymid ja Sigman eléinperéista
fosfolipaasi C -entsyymia ja substraatteina rypsioljya seka eldinrasvaa. Aluksi etsittiin
olosuhteita, joissa entsyymi saatiin toimimaan eli poistamaan fosforia ja testattiin, mis-
s olosuhteissa entsyymi toimii parhaiten. Parhaiten fosforia poistui, kun rypsioljya ka-
siteltin Rohalase PL-Xtralla; entsyymi toimi jossain maarin mydés eldinrasvaan. Sen si-

jaan Sigman fosfolipaasi C -entsyymilla ei ollut vaikutusta kumpaankaan rasvaan.

Avainsanat rasva, 0Oljy, puhdistus, entsyymi, fosfolipidi, fosfolipaasi




(1! Metropolia Aostred

Author(s) Mira Falck
Title Possibilities of using enzymes in oil and fat purification
Number of Pages 47 pages + 4 appendices
Date 7 May 2013
Degree Bachelor of Engineering
Degree Programme Bio Technology and Food Engineering
Specialisation option Bioprocess Technology
Instructors Pia Bergstrom, Researcher
Mikko Halsas, Senior Lecturer

The aim of this research was to investigate the possibilities of using enzymes in purifica-
tion of plant oils and animal fats. The purpose was to find out their effectiveness to re-
move phospholipids compared to traditional purification methods. In the written part the
focus was on the chemistry of lipids and enzymes and traditional purification methods and
examining studies that have been made on enzymatic purification of fats and oils. It was
found that there has been done research on purification of plant oils with phospholipase

enzymes and there are several commercial phospholipases.

In the experimental part the purification of rapeseed oil and animal fat with phospholipas-
es was researched. The enzymes that were used were the Rohalase PL-Xtra PLA2 —
enzyme and the phospholipase C —enzyme from Sigma and the substrates were rapeseed
oil and animal fat. First the circumstances where the enzyme works and then which cir-
cumstances it works the best was searched. Phosphorus was removed the best when
rapeseed oil was treated with Rohalase PL-Xtra and the enzyme worked somewhat also on
animal fat. However the phospholipase C —enzyme from Sigma didn’'t work with either of

the substrates.

Keywords oil, fat, purification, enzyme, phospholipid, phospholipase
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1 Johdanto

Taman tyon tarkoituksena oli tutkia entsymaattisen kasittelyn soveltumista erityisesti
ongelmalliseksi koettujen fosforiyhdisteiden poistamiseen 06ljyista ja rasvoista. Tydssa
verrattiin entsyymikasittelyn tehokkuutta perinteisiin menetelmiin joko sellaisenaan tai

niihin yhdistettyna. Lisaksi arvioitiin entsyymikasittelyn kustannuksia.

Kasvidljyja ja eladinrasvoja kaytetddn oljyteollisuudessa biopolttoaineiden valmistuk-
seen. Ennen jatkokayttta oljyja ja rasvoja taytyy kuitenkin esikasitelld, jolloin tarkoi-
tuksena on poistaa niista ei-toivottuja komponentteja, jotta saadaan mahdollisimman
puhdasta lopputuotetta ja valtytddn prosessilaitteita tukkivilta saostumilta. Puhdistus-
menetelmid on useita erilaisia ja niita valitessa taytyy pyrkia siihen, ettei valittu mene-
telm& vahingoita 6ljya tai rasvaa itseddn eikd aiheuta merkittévid havikkeja. Kokonais-
tehokkuutta arvioitaessa taytyy huomioida my6s eri puhdistusmenetelmien kustannuk-

set.

KIRJALLINEN OSA

2 Kemia

2.1 Rasvat ja 0Oljyt

Rasvat ja 0ljyt ovat orgaanisia yhdisteitd, jotka liukenevat vain pienissd maarin veteen.
Niiden perusyksikkd on triglyseridi, jossa glyseroliin on liittynyt kolme rasvahappoa es-
terisidoksella. Naitéd yhdisteitd kutsutaan myds glyserolin rasvahappoestereiksi. Ras-
voiksi kutsutaan huoneenlammaossa kiinteind olevia triglyserideja ja o6ljyiksi vastaavasti
huoneenlammaossa nestemaisiné olevia triglyserideja. [3, s. 159, 164; 4s. 9697, 110;
6, 5.166 ]

Yleisesti kaikkia rasvoja ja rasvamaisia yhdisteitd kutsutaan lipideiksi. Lipideihin kuulu-
vat rasvan ja 6ljyn liséksi niissé esiintyvat muut yhdisteet, kuten vahat, kolesteroli, ste-
roidit, rasvaliukoiset vitamiinit (A-, D-, E- ja K-vitamiinit), glykolipidit ja niiden johdan-
naiset (joihin kuuluu mm. sfingosiini), monoglyseridit, diglyseridit ja fosfolipidit ja nii-
den johdannaiset. Lipidien lisdksi rasva sisdltdd yleensa muita ei-rasvamaisia yhdisteita,

kuten vapaita rasvahappoja, pigmentteja sekd metalli-, typpi- ja rikkiyhdisteita. Eldin-



rasvassa esiintyvista typpiyhdisteista osa on perdisin lihaskudoksessa olevista proteii-
neista. [1, s.10, 13; 5, s. 60-61]

Glyseroliin sitoutuneiden rasvahappojen maaran perusteella glyserolin rasvahappoeste-
reitd kutsutaan mono-, di- tai triglyserideiksi (kuva 1). Rasvahapot ovat rakenteeltaan
monokarboksyylihappoja eli alifaattiseen hiiliketjuun on liittynyt karboksyyliryhma. [3,
s. 159, 164; 4, s. 96-97, 110; 6, s.166 ]

H-0( - CoB

Triglveeride

Kuva 1. Rasvamolekyyli. [2]

Rasvamolekyylien rakenne ja ominaisuudet maaraytyvat rasvamolekyylien jarjestayty-
misestd. Osa rasvoista muodostaa erittéin jarjestaytyneitéa kideytimid. Kiteytyminen on
kemiallisesti monimutkainen prosessi, jossa rasvamolekyylit ensin pakkautuvat toisten-
sa lahelle ja jarjestaytyvat kideytimiksi. Osa rasvoista muodostaa mesomorfisen faasin
eli faasin, joka muodostuu niin kutsuttujen nestekiteiden ymparille. Taman faasin omi-
naisuudet ovat nesteen ja kiteisen muodon valilla. Mesomorfiseen rakenteeseen vaikut-
taa rasvan kemiallinen rakenne, sen konsentraatio, l[ampotila, vesipitoisuus sekd mui-
den yhdisteiden pitoisuus. Mesomorfisten rakenteiden muotoja ovat lamelli, miselli,

kadanteinen miselli seka kuutio (kuva 2). [3, s. 169-170]

s of lipids: (a) lamellar, (b} hexzgonal I, (c) hexagonal Il,

FIGURE 16 Mesomorphic structure:
{d) cubic. (From Ref. 95.)

Kuva 2. Lipidin lamellimuoto (a), miselli (b), kd&nteinen miselli (c) ja kuutio (d). [3]



Lamelli muodostuu kahdesta rasvamolekyylikerroksesta, joita ympardi vesi. Molekyylien
hydrofobiset paat ovat vastakkain ja polaariset paat ovat veden suuntaan. Tata kaksi-
kerrosrakennetta esiintyy yleisimmin biologisissa membraaneissa. Misellimuotoa esiin-
tyy yleensd emulsioissa veden kanssa, joissa rasva muodostaa kuusikulmaisen sylinteri-
rakenteen. Misellimuodossa rasvamolekyylien polaarittomat hydrofobiset pdéat osoitta-
vat sylinterin sisélle ja polaariset hydrofiiliset paat ulospain veden suuntaan. Tatd muo-

toa esiintyy yleensd emulsiossa, jossa rasva on sekoitettu veteen. [3]

Kaanteista misellimuotoa esiintyy yleensd emulsiossa, jossa vesi on sekoitettu rasvaan
(kuva 3). Talléin molekyylit ovat asettuneet péainvastoin ja sylintereiden sisélle jaa vesi-
pisara. N&ain ollen vesi ei padse muodostamaan omaa faasiaan eika téllaista rakennetta
voida laimentaa vedelld. Kuutiomuotoa esiintyy monoglyseridi-vesisysteemissa. Tallai-
nen faasi on yleenséa lapindkyva ja hyvin viskoosi, mutta tatd muotoa ei vield tunneta

niin hyvin kuin kolmea muuta muotoa. [3]

Kuva 3. Vesi rasvassa -emulsio. [3]

2.2 Fosfolipidit

My@s fosfolipidit ovat glyserolin rasvahappoestereitd (kuva 4), mutta niissa kolmanteen
hiileen on liittynyt esterisidoksella rasvahapon sijaan fosforihappo, johon on yleensa
liséksi toisella esterisidoksella liittynyt viela toinen alkoholi, kuten koliini, etanolamiini,
inositoli tai pelkka vety. Fosforihapon ja siihen sitoutuneen alkoholin tai vedyn muodos-
tamaa molekyylid kutsutaan fosfatidiksi. Nelja yleisinta fosfatidia ovat fosfatidihappo,
fosfatidyylikoliini, fosfatidyyli-inositoli ja fosfatidyylietanolamiini. Fosfatidit sisaltavat

yleensa fosforin liséksi myds muita alkuaineita, kuten typped tai metalli-ioneja. [7; 8]



Kuva 4. Fosfolipidi. [8]

Fosfolipideistd puhuttaessa tormataan usein lesitiiniin. Alkujaan lesitiini on tarkoittanut
ainoastaan fosfatidyylikoliinia, mutta nykydan kaupallisella lesitiinilla tarkoitetaan ylei-
sesti fosfolipidien seosta Oljyssd. Lesitiinia kaytetddn mm. elintarviketeollisuudessa

luonnollisena emulgaattorina ja sitd saadaan I&dhinna soijapavuista eristamalla. [9, 10]

Fosfolipideihin kuuluvat myds lysofosfolipidit, jotka ovat rakenteeltaan normaalien fos-
folipidien kaltaisia, mutta niissd toinen rasvahapporyhma on korvautunut hydroksyyli-
ryhmalla. Yleensa lysofosfolipidit ovat seurausta fosfolipaasi A -entsyymin aktiivisuu-
desta normaaleissa fosfolipideissa, kuten fosfatidyylikoliinissa tai fosfatidihapossa, jol-
loin entsyymi katkaisee sidoksen rasvahapon ja glyserolin valiltad, mutta ne voivat olla

my06s seurausta fosfolipidien asylaatiosta tai monoglyseridin fosforylaatiosta. [11]

Vesikasittelyn vaikutus 6ljyn fosfolipidipitoisuuteen riippuu fosfatidin hydrofiilisuudesta.
On olemassa hydratoituvia eli vetta sitovia fosfolipideja (HP) ja ei-hydratoituvia eli ei
vetta sitovia fosfolipideja (NHP). Mit& suurempi veden sidontakyky eli mitd hydrofiili-
sempi fosfolipidi on, sitd suuremmat emulgoivat voimat silla on. Vesikasittelylla voidaan
poistaa hydrofiilisia yhdisteita, sillA ne muodostavat sidoksen veden kanssa ja poistuvat
vesifaasin mukana. Esimerkiksi fosfatidyyli-inositoli (P1) on hyvin hydrofiilinen, silla sen
inositolipuolella on viisi vapaata hydroksyyliryhmaa, mika tekee siitéd poolisen. Onnistu-

neen vesikasittelyn jalkeen fosfatidyyli-inositolin mééra lopputuotteessa on pieni. [7]

Fosfolipidien hydratoitumisasteesta on julkaistu tutkimustietoa (taulukko 1), jossa
niiden suhteellisesta hydratoitumisesta kertoo niiden vaatima hydratoitumisaika.
Esimerkiksi  fosfatidyyli-inositoli  tarvitsee noin kaksi kertaa pidemman ajan
hydratoituakseen kuin fosfatidyylikoliini. Kokeet osoittavat, ettd fosfatidihapon ja
fosfatidyylietanolamiinin kalsiumsuolojen hydratoitumisaika on yli 150 kertaa pitempi
kuin fosfatidyylikoliinilla, jolloin voidaan sanoa, ettd ne ovat kaytdnnossa ei-

hydratoituvia normaaleissa vesipesuolosuhteissa. [12]



Taulukko 1.  Fosfolipidien suhteellinen hydratoituvuus. [12]

Table 1: Relative rates of phospholipid hydration -
adapted from [1] after [4].

Relative Rate of

Phospholipid Hydration
phosphatidylcholine 100
phosphatidylinositol 44
phosphatidylinositol (Calcium salt) 24
phosphatidylethanolamine 16
phosphatidic acid 8.5
phosphatidylethanolamine (Calcium salt) 09
phosphatidic acid (Calcium salt) 0.6

Vesipesussa fosfatidinapon ja fosfatidyylietanolamiinin kalsium-, magnesium- ja
rautasuolot eivat hydratoidu normaaleissa pesuolosuhteissa, jolloin ne jaavat oljyyn.
Kemiallisella késittelylla edella mainitut metalli-ionit saadaan kuitenkin poistettua, ja
kun 6ljy vield sentrifugoidaan, fosfatidihapon ja fosfatidyylietanolamiinin happomuodot
poistuvat muiden epépuhtauksien mukana vesifaasissa. Talla kasittelylla saadaan 6ljya,
jossa on hyvin alhainen fosforipitoisuus ja jossa 6ljyhavikki on pienempi kuin pelkkaa

vesipesua kaytettdessa. [12]

Fosfolipidien maara kasittelemattomissa oljyissd ja rasvoissa ei ole vakio, ja
fosfolipidien laadussa on my6s havaittavissa suuria eroja esimerkiksi riippuen
fosfatidyylikoliinin ja fosfatidihapon maarista. Kasvidljyista puhuttaessa eri fosfolipidien
pitoisuus riippuu  6ljyn lahteend kaytettyjen papujen laadusta sekd d4ljyn
eristysmenetelmasta, kuten siitd, onko kaytdssd painepuristus ja/tai uutto.
Vesipestyssa kasvidljyssd 60-100 % fosfolipideistd on yleensa fosfatidihapon
suolamuotoa. Fosfatidihapon kalsium- ja magnesiumsuolat ovat osittain vaikeasti
poistettavia niiden hyvin alhaisen polaarisuuden takia, mikd tekee niista 06ljyyn

liukenevia. [12]

2.3 Entsyymit
2.3.1 Yleista entsyymeista

Entsyymit ovat luonnon omia katalyytteja, eli ne nopeuttavat kemiallisia reaktioita itse
kulumatta. Lahes kaikki tunnetut entsyymit ovat rakenteeltaan proteiineja. Entsyymit
katalysoivat useita eri reaktiotyyppeja, ja tdméa luo perustan niiden luokittelulle. Ent-
syymit ovat hyvin substraattispesifisid, ja ne nimetdan niiden katalysoiman reaktion ja

substraatin mukaan; esimerkiksi fosfolipidien hydrolysoitumista katalysoivat entsyymit



ovat fosfolipaaseja. Substraatiksi kutsutaan molekyylia, johon entsyymin toiminta koh-
distuu. [13, s. 67; 14]

Yleensad entsyymi sisdltaa aktiivisen ryhman, joka ei valttdmatta ole aminohappo, vaan
se voi olla esimerkiksi yksi tai useampi aminohappoon liittynyt metalli-ioni tai orgaani-
nen molekyyli. Tallaista entsyymin toimintaa auttavaa ryhmaa kutsutaan kofaktoriksi,
tai jos kyseessd on orgaaninen molekyyli, koentsyymiksi. Entsyymiin kiinnittynytta ko-
faktoria tai koentsyymia kutsutaan prosteettiseksi ryhmaksi. Entsyymi sitoutuu aktiivi-
sesta kohdastaan substraattiin heikkojen sidosten, kuten vetysidosten ja ionisidosten
avulla. [13, s. 67; 14]

2.3.2 Fosfolipaasit

Fosfolipaasit katalysoivat fosfolipidien estereiden hydrolysoitumista. Toiset fosfolipaasit
ovat substraattispesifisempia tietyille fosfolipidityypeille, mutta osa pystyy katalysoi-
maan myos muita lipofiilisia yhdisteitd, kuten triasyyliglyserolia, jos niita on lisatty fos-
folipidien sekaan. Fosfolipaasit jaetaan neljaan paatyyppiin: A1, A2, C, D. Naiden neljan
fosfolipaasityypin liséksi puhutaan myo6s tyypistd B, joka sisaltdd sekd Al- ettd A2-
aktiivisuutta. Eri fosfolipaasityypit katalysoivat substraatissa eri sidoksia. Fosfolipaaseis-
ta kaytetddn lyhennetta PL, eli jos kyseessa on esimerkiksi fosfolipaasi Al, kdytetaan
lyhennettd PLAL. [15]

Fosfolipaasityypit on jaettu alaryhmiin, jotka sisdltavat saman entsyymin isotsyymeja
eli toisistaan rakenteeltaan hyvin vahan eroavia entsyymejd, jotka kuitenkin katalysoi-
vat samaa reaktiota. Eri isotsyymit on jaettu ryhmiin niiden toiminnallisuuden mukaan,
ja jokainen isotsyymi on nimetty sen spesifisyyden mukaan. Eri alatyypit voivat kataly-
soida eri fosfolipaasityyppeja, esimerkiksi osa PLAl:n isotsyymeista on fosfatidihappos-
pesifisid, mutta osa vaatii tAméan liséksi lysofosfatidin lasndolon. Kuvassa 5 on esitetty

eri fosfolipaasityyppien katalysoimat reaktiokohdat. [7; 15]



A1
\"\A/\t—'?-
As\ HaC—0 o
*O-—CH‘\ o “r
Re—=C, H:C_O_T o—*x
¢’ o°

¥ = choline (phosphatidylcholing or PC)
X = gthamnolamine (phosphatidylethanolamine, PE)
X = ingsitol {phosphatidy inositol or PI)

X = hydrogen (phosghatidc acid or PA)

Kuva 5. Fosfolipaasien katalysoimat sidosten katkeamiskohdat. [7]

Fosfolipaaseja voidaan eristdd nisdkkaiden kudoksista (enimmékseen haimasta ja mu-
nuaisista), myrkyista (kddrmeen, mehildisen ja ampiaisen) sekd bakteereista ja homeis-

ta (prokaryoottiset fosfolipaasit). [16]

PLA1 ja PLA2 poistavat fosfolipidistéa rasvahapporyhman ja korvaavat sen vedylla muo-
dostaen hydroksyyliryhman, jolloin fosfolipidisté tulee hydrofiilinen ja se poistuu vesi-
faasin mukana. PLA on jaettu kahteen luokkaan, 1 ja 2, jotka maarittdvat, kumman
rasvahappoketjun entsyymi poistaa. PLA1 irrottaa fosfolipidin ensimmaisessa hiilessa
olevan rasvahapon ja PLA2 fosfolipidin keskimmaéisessa hiilessd olevan rasvahapon.
[12; 15]

PLAl-entsyymistd on l0ydetty muun muassa sekd fosfatidihappo- etté fosfatidyy-
liseriinispesifistd muotoa. Fosfatidyyliseriini on fosfatidihapon lailla fosfolipideihin kuu-
luva yhdiste. PLA1 on jaettu kahteen alaryhmé&éan: solunsisdisiin ja solunulkoisiin. So-
lunsiséisia muotoja on ldydetty kolmea eri tyyppid ja solunulkoisia ainakin kymmenta

eri tyyppia. [12; 15]

Talla hetkell& PLA2:sta on tunnistettu 15 ryhmaa, jotka ovat jaettu viideksi kategoriak-
si: erittyvd PLA2 (sPLA2), Ca®'-riippuvainen sytosolinen PLA2 (cPLA2), Ca**-
riippumaton PLAZ2, lipoproteiiniin liittyvéa PLA2 (Ip-PLA2) sek& lysosomaalinen PLA2.
[12; 15]

Erittyvdd PLA2-entsyymid on eristetty kddrmeen, ampiaisen ja mehildisen myrkyista,
nisdkkaiden kudoksista (esimerkiksi haimasta ja munuaisista) sekd bakteereista. Eritty-

vat PLA2-muodot ovat yleensd myds Ca*-riippuvaisia. [12; 15; 18, s. 213-220]

PLC (kuva 6) katkaisee esterisidoksen, joka sitoo fosfatidiketjun rasvamolekyyliin.

Taman ryhmaén korvautuessa vedylla jéljelle jaa diglyseridi, jonka kolmannessa hiilessa



on hydroksyyliryhm@&. PLC poistaa teoriassa ainoastaan fosfatidiryhman eik& nain ollen

aiheuta koko rasvamolekyylin poistumista, kuten muut fosfolipaasit. [12; 15]

Kuva 6. Mikrobiaalisen fosfolipaasi C -entsyymin kolmiulotteinen rakenne. [17]

Nisakkaista eristetty PLC on yleensad fosfatidyyli-inositolispesifinen, joten sen teho
rasvoja ja Oljyja puhdistettaessa saattaa jadda vahaiseksi. Nisakkaista |0ytyva PLC
sisdltad 13 isotsyymid, jotka on jaettu kuuteen alaryhméan [15]. Sinkkiriippuvainen
PLC, joka kuuluu bakteriaaliseen PLC ryhmaan, on enimméakseen fosfatidyylikoliini-
spesifisyyteen taipuvainen, mutta siind on havaittu my0s heikosti katalysoivaa
aktiivisuutta sfingomyeliiniin sek& fosfatidyyli-inositoliin. Sfingomyeliini on sfingosiinin ja

koliinin johdannainen ja kuuluu glykolipideihin. [18, s. 213-220]

PLD katalysoi fosfatidyylikoliinin hydrolysoitumista fosfatidihapoksi vapauttaen samalla
koliiniryhméan. PLD-aktiivisuutta on Idydetty viruksista, kasveista ja nisakkaista. Nisak-
kaista I0ytyva PLD-entsyymi on edelleen jaettu kahteen paaryhméan: PLD1 ja PLD2.
[15]
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3 Esikasittely

3.1 Tarkoitus

Kasvidljyista ja eldinrasvoista voidaan valmistaa biopolttoaineita, mutta ne taytyy ensin
puhdistaa, jotta voidaan tuottaa mahdollisimman puhdasta polttoainetta ja valtytaan
prosessilaitteita tukkivilta saostumilta. Epdpuhtaudet voivat aiheuttaa muun muassa
emulsifioivia, pilaantumista aiheuttavia sekéd lammonvaihtelun kestavyyttd heikentavia
ominaisuuksia. Kasvitljyjd saadaan puristamalla 6ljykasvien siemenista ja eléinrasvoja
elintarviketeollisuuden sivutuotteena. Kumpaakin on voitu kayttdd aiemmin esimerkiksi
paistodljynd tai muussa teollisessa kaytdssd, ja tastd syystd biopolttoaineiden valmis-
tukseen kaytettavat rasvat ja 6ljyt sisaltavat suuriakin maaria epapuhtauksia. Oljyt ovat
kompleksinen seos triasyyliglyseroleja, fosfolipideja, steroleita, tokofenoleita, vapaita

rasvahappoja, metalli-ioneja ja muita pienimolekyylisia yhdisteita [11].

Oljyjen ja rasvojen puhdistusta kutsutaan biopolttoaineen valmistuksen yhteydessé esi-
kasittelyksi ja se sisdltda useita vaiheita ja menetelmia. Esikasittelylla pyritdan erotta-
maan Oljy ja rasva prosessia haittaavista yhdisteista, kuten fosfolipideistd, vapaista

rasvahapoista ja metalli-ioneista [11].
3.2 Vesipesu

Vesipesu on vanhin ja yleisin 0ljyjen ja rasvojen puhdistusmenetelmd, ja se myos
muodostaa kaupallisen lesitiinin tuotannon pohjan. Sitd kaytetédan erityisesti 0dljyille,
jotka siséltavat hyvin paljon hydratoituvia fosfolipideja [11]. Vesipesussa 0ljyyn sekoi-
tetaan noin 1-4 painoprosenttia vettd, jonka maara pohjautuu yleensa oletettuun fos-
folipidimaaraan. Oljyt ja rasvat ovat hydrofobisia, jolloin ne eivét liukene veteen juuri
ollenkaan. Sen sijaan epdpuhtauksina esiintyvat hydrofiiliset yhdisteet liukenevat ve-
teen hyvin ja muodostavat sen kanssa muita yhdisteita. Oljy-vesiseos emulgoidaan
homogenisaattorilla ja emulsiota sekoitetaan niin kauan, etta liukeneminen ja reagoi-
minen ehtivat tapahtua. Sekoituksen jalkeen liuos sentrifugoidaan, jolloin vesi ja 0ljy

erottuvat omiksi faaseikseen ja voidaan erottaa toisistaan. [12]

Vesipesussa hydrofiiliset yhdisteet sitovat siis vettd, ja talldin niistéa tulee 6ljyyn liu-
kenemattomia ja erottuvat eri faasiin. Téllaisia yhdisteité ovat esimerkiksi hydratoituvat

fosfolipidit, jotka kerddntyvat oOljyn ja veden rajapintaan ottaen samalla joitain ei-
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hydratoituvia fosfolipideja mukaansa. Myds muita 6ljyn seassa olevia epépuhtauksia
sitoutuu veden kanssa ja ne voidaan poistaa vesifaasin mukana. Kasvidljyille, kuten
oliivi- ja palmudljylle, vesikasittelya ei yleensa tehda, silla ne ovat kosketuksissa veden

kanssa jo tuotannossaan. [7]

3.3 Happopuhdistus

Vesipesun jéalkeen tai sen sijaan raakaéljya tai -rasvaa voidaan puhdistaa happokasitte-
Iylla, missa raakadljy tai -rasva kasitelladn happo-vesiseoksella. Yleisimmin kaytetdan
sitruuna- tai fosforihappoa. Ei-hydratoituvat fosfatidit (NHP) muuttuvat happokasitte-

lyssé fosfatidihapoksi sekéa kalsium- ja magnesiumbifosfaattisuolaksi. [7; 20]

Happokasittelyn jalkeen seokseen lisatdan natriumhydroksidia, jonka vaikutuksesta fos-
fatidihapon hydroksyyliryhmistd vety korvautuu natriumionilla ja samalla muodostuu
vettd. Vesiliukoiset komponentit liukenevat veteen, ja ne on helppo poistaa veden
muodostaessa jalleen erillisen faasin. Oljy- ja vesifaasit saadaan erotettua toisistaan
sentrifugoimalla. Kuvassa 7 on esitetty happo- ja emaskasittelyn kemialliset reaktiot.

[19; 20]
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Kuva 7. Happokasittelyn kemia. [19]
3.4 Adsorptio valkaisumaalla
Happokasittelyn jélkeen jaljella olevat epdpuhtaudet poistetaan valkaisukasittelylld, jos-

sa 0Oljy ja rasva kasitelladan adsorptiomaalla. Oljya kasitellaan savella tai hiilell4, johon

fosfatidihappo ja metallisuolot adsorboituvat. Tehokkaan adsorption aikaansaamiseksi
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tarvitaan huokoista ainesta, mikéa lisda adsorptiopinta-alaa. Pinnan taytyy pystya muo-
dostamaan kemiallisia ja fysikaalisia sidoksia adsorboituvan aineen kanssa. Pigmentit ja
muut komponentit jadvat huokoiseen materiaaliin valikoidusti, ja triglyseridit pysyvat
liuoksessa. Vaiheittain pigmenttien konsentraatio adsorbentin pinnan ja 6ljyn valilla tu-

lee tasapainoon, minka jalkeen molekyylien vaihtuminen on vahaista. [21, s. 35-37]

Oljyn ja adsorptiomaan kontaktille taytyy valita optimaalinen lampétila ja aika. Liian
korkea lampétila tai liian pitkd reaktioaika saattavat aiheuttaa ei-haluttavia sivuvaiku-
tuksia. Reaktiota edesauttaa, kun 6ljysta on etukateen poistettu epapuhtauksia, kuten
fosfolipideja tai saippua-aineksia, jotka my®s voivat tarttua saven pintaan. Tama pa-
rantaa adsorbentin vaikutusta jaljella oleviin ep&puhtauksiin, kuten pigmentteihin ja
vaikeasti poistettaviin fosfolipideihin sek& saippuoihin, jotka ovat syntyneet natrium-

hydroksidin ja vapaiden rasvahappojen reagoidessa. [21, s. 35-37]

Pieni maara vettd (n. 0,1 %) parantaa adsorption tehoa, mutta liiallinen vesi saattaa
kuitenkin heikentaa sitd. Erddn tutkimuksen mukaan yhden painoprosentin vesilisdys
savimaan kanssa tehostaa adsorptiota, mutta jos savi korvataan muulla maa-
aineksella, on mahdollista, ettd adsorption teho heikkenee. Tutkija Sen Guptan mukaan
vedettdmat saippuat muodostavat pallomaisia kdanteisia misellejd 6ljyssa (kuva 8),
jossa niiden polaarinen ryhma on kaantynyt sisdéanpain ja nain ollen ne ovat vaikeam-
min adsorboituvia. [12; 21, s. 35-37]

_Hydrophilic head

Organic solvent

""‘mmopmmc tail

Kuva 8. Kaanteinen miselli, jossa lipidien polaarinen paa on kaantynyt sisdanpdin, vangiten
vesipisaran sisdansa. [22]

Vetta sisaltavat saippuat (0,2-0,4 %) muodostavat lamellaarisia miselleja, joissa polaa-
rinen paa on kaantyneena ulospdin, jolloin ne ovat helpommin adsorboituvia (kuva 9).
Lamellaariset misellit ovat yleensa liittyneend muihin polaarisiin yhdisteisiin ja poistuvat

silloin saippuan mukana. Taytyy ottaa huomioon, ettéd savessa on normaalisti luonnos-
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taan noin 10 % vettd ja pitoisuus voi olla viela korkeampi, jopa 20 %, jos adsorp-

tiomaata on sdilytetty kosteissa olosuhteissa. [21, s. 35-37]

<D _Hydrophilic head
‘ Aqueaus
solution

. . "“Hydrophobic tail

Kuva 9. Miselli, jossa lipidien polaarinen paa on kaantyneena ulospain. [23]

3.5 Oljyjen ja rasvojen entsymaattinen kasittely
3.5.1 Aiemmat tutkimukset

Entsymaattisesta puhdistuskésittelystd raportoi ensimmaisen kerran 1990-luvulla
saksalainen insin6ériyhtic Réhm (myéhemmin nimi on muuttunut muotoon Lurgi).
Raportti koski kaupallista Erik Aalrustin patentoimaa EnzyMax®-prosessia, missa
fosfolipaasia kaytettiin muuntamaan ei-hydratoituvia fosfolipideja hydratoituvaan

muotoon, jolloin ne saatiin poistettua sentrifugoinnin avulla. [12; 24]

Aluksi entsyymina kaytettiin fosfolipaasi A2 -entsyymid, jota yhtio tuotti eristAmalla sita
sian haimasta. Aalrustin patentoimassa prosessissa entsyymi liuotettiin veteen
natriumsitraatin ja vahvan emulgaattorin, natriumdodekyylisulfaatin kanssa. Tadman
jalkeen entsyymi-vesiseos lisattiin 6ljyyn, joka oli lammitetty 50-70 °C:seen. Haimasta
eristetty entsyymi on hyvin lammon kestdvaa, minka takia lampdtilaa pystyttiin
nostamaan optimiolosuhteita korkeampaan lampdétilaan. Homogenoinnin jalkeen
entsyymin annettiin reagoida fosfolipidien kanssa kolmesta neljdan tuntiin, minka
jalkeen nayte sentrifugoitiin faasien erottamiseksi ja lopulliseksi fosforipitoisuudeksi

saatiin 3 ppm. [12; 24]

Korkean fosforipitoisuuden omaavia kasvioljyja ei kaytetty, vaan Kkeskityttiin
kasvidljyyn, joka sisélsi paljon ei-hydratoituvia fosfolipideja ja alle 250 ppm fosforia.
Prosessissa kaytettya fosfolipaasi A2 -entsyymia oli saatavilla hyvin rajoitetusti, ja se oli
kallista, joten entsyymia alettiin kierrattdd niin, ettd koko edellisessé erassa poistettu
faasi lisattin seuraavaan puhdistettavaan erddn. Entsyymin Kkierrattamisellda ei

kuitenkaan ole koskaan osoitettu olevan suurta hyottyd, sillda entsyymin mukana
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seuraavaan eraan lisattiin myos edellisessa erassa poistetut epapuhtaudet. Reaktion ja
erottamisen jalkeen saatujen fosfolipidien koostumuksesta ei julkaistu tietoja, joten

taloudellista hyotyd EnzyMax® -prosessista ei ole voitu arvioida. [12; 24]

Klaus Dahlken tutkimukset EnzyMax® -prosessista (kuva 10) vahvistivat aiempaa
olettamusta, etta prosessilla kyettiin poistamaan vain ei-hydratoituvia fosfolipideja
Oljysta, ja etta vain fosfolipaasi A2:lla saatiin niin hyvia tuloksia, etta prosessi oli myos
taloudellisesti  kannattavaa. @ H&n havaitsi, ettd entsyymireaktiosta saatu
lysofosfatidihappo on 6ljyyn liukenematon, ja néin ollen se on poistettavissa vesifaasin

mukana vapaan rasvahapon jaadessa oljyyn. [12; 25, s.55-57; 26, s. 278-281]
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Kuva 10. Klaus Dahlken muokkaama EnzyMax®-prosessi. [12]

Dahlken muokkaamassa prosessissa saadetddn ensin lampdtila entsyymille
optimaaliseksi ja lisatdan sitruunahappo, homogenisoidaan seos ja annetaan hapon
reagoida Oljyn kanssa. Taman jalkeen lisdtddn natriumhydroksidia, jotta seokseen
saadaan entsyymille optimaalinen pH, ja timéan jalkeen lisatdan entsyymi ja vesi. Seos
homogenisoidaan ja entsyymin annetaan reagoida ei-hydratoituvien fosfolipidien
kanssa reaktioastiassa jopa 6 tuntia. Lopuksi lysofosfatidit erotetaan Oljysta

sentrifugoimalla. [12; 25, s.55-57; 26, s. 278-281]

Aalrustin ja Dahlken tutkimuksissa huomattiin, ettd on tarkedad emulgoida seos hyvin
entsyymin ja veden lisdyksen jalkeen, silla entsymaattinen reaktio tapahtuu 6ljyn ja
veden rajapinnassa ja homogenointi lisdé reaktiopinta-alaa. [12; 25, s.55-57; 26, s.

278-281]
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Kim Clausenin tyoryhma kehitteli ensimmaisen mikrobiaalisen fosfolipaasi-entsyymin,
joka saadaan eristamalla Fusarium oxysporum -bakteerista. Fermentoimalla tuotettu
fosfolipaasi Al -entsyymi, Lecitase® Novo, avasi mahdollisuudet suuremman mittakaa-
van entsyymituotannolle. Tama mahdollisti sen, ettd entsyymia ei tarvinnut kierrattaa

ja prosessiolosuhteita voitiin optimoida tehokkaammiksi. [12; 27]

Bo Yangin tydryhman julkaisemassa raportissa optimoitiin olosuhteita uuden
kaupallisen fosfolipaasi Al -entsyymin, Lecitase® Ultran, kayttoonottoa varten.
Lecitase® Ultra -entsyymia saadaan eristamalla Thermomyces lanuginosea / Fusarium
oxysporum -mikrobeista, joita voidaan Kkasvattaa fermentoimalla. Prosessin
optimoinnissa kaytettiin rypsi6ljya, joka oli aiemmin vesipesty ja jonka fosforipitoisuus
ennen entsyymikasittelyd oli 120,5 ppm. Prosessi toteutettiin teollisessa mittakaavassa
tuotantolinjalla, jossa Oljyn virtaus oli 400 tonnia vuorokaudessa. Entsyymin
optimaaliseksi pH:ksi oli aiemmin maaritetty 4,9, joten pH sdadettiin lisddmalla oljyyn
ensin sitruunahappoa, jonka annettiin reagoida 30 minuuttia, ja tAman jalkeen lisattiin
niin paljon emasta, etta pH asettui 4,6 ja 5,1 vdlille. Tassa vaiheessa fosforipitoisuus oli
jo laskenut sitruunahapon vaikutuksesta noin puoleen (63 ppm). Entsyymia lisattiin 40
ppm 6ljyn maarasta ja itse reaktio tapahtui 48 °C lampdtilassa kuuden tunnin ajan.
Reagoinut 6ljy kasiteltiin lisdksi savella ja hapolla. Entsyymikasittelylla fosforipitoisuus
laski arvoon alle 10 ppm, mutta kun entsymaattisesti kasitelty 6ljy kasiteltiin vield

savella, niin lopulliseksi fosforipitoisuudeksi saatiin 3 ppm. [12; 29, s. 653-658]

Mikrobiperaistd fosfolipaasi A1 -entsyymi Lecitase® Novoa on tutkittu riisilesedljyn
ollessa substraattina ja pH oli séadetty optimaaliseksi happo-emas puskurin avulla ja
reaktioaika entsyymin kanssa oli 110 minuuttia. Sentrifugoinnin jalkeen kasitelty oljy
kasiteltiin 2—4-prosentilla savea ja 0-1 prosentilla aktiivihiiltd. Taméan jalkeen 0ljy
kasiteltiin fysikaalisesti, jotta saavutettiin fosforipitoisuus 1-3 ppm. Sentrifugoinnin
jalkeista fosforimaaréad ei raportoitu, joten pelkdn entsymaattisen kasittelyn tehoa ei

voida verrata muihin tutkimuksiin tai perinteisiin puhdistusmenetelmiin. [12; 30]

Fosfolipaasi C -entsyymia sisaltavan kaupallisen Purifine™ PLC:n kaytdstad raportoi
ensimmaisend Svetlana Gramatikova. Entsyymin havaittiin olevan spesifinen
fosfatidyylikoliinille ja fosfatidyylietanolamiinille, jotka muodostavat jopa 70 %
kasitteleméattoman soijadljyn fosfolipideista. Kasittelyajaksi patentissa mainittiin kaksi

tuntia. [12; 31]
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Dayton ja Galhardo ovat julkaisseet patentin, jossa kuvaillaan fosfolipaasi C- ja
fosfolipaasi A-entsyymien kayttdd yhdessa. Talla menetelmélla saadaan tdydennettyd
fosfolipidien reaktio puhdistusprosessissa. Kahden fosfolipaasityypin yhteisvaikutus
saatiin aikaiseksi, vaikka olosuhteet eivat olleet kummallekaan taysin optimaaliset.
Reaktioaikaakin pystyttiin pienentdmaan, niin ettd sen kesto oli endd 30 minuutista

yhteen tuntiin. [11; 12]

Oljyn saannosta on julkaistu tutkimustuloksia soijadljyn puhdistamisen yhteydessa.
Tutkimuksissa on testattu eri entsyymien Kkayttdd, kun ©6ljyn alkuperéinen
fosforipitoisuus oli 720 ppm ja 1000 ppm ja entsymaattista puhdistusta on verrattu
muihin puhdistusmenetelmiin (taulukko 2). Yhdessd kokeessa Purifine™ PLC -
entsyymia kaytettiin ilman pH:n sdatéa ja toisessa testattiin kolmea tapaa saada
fosforipitoisuus mahdollisimman alhaiseksi. Yksi tapa oli kayttaa Lecitace Ultra® PLAL -
entsyymia pH:n séadolla ja toinen oli kayttédd Purifine® PLC -entsyymid pH:n s&adolla
ja vesilisayksella. Kolmas tapa oli kayttdad kumpaakin entsyymid yhdesséa ja saataa pH.
[12]

Taulukko 2. Oljyn saanto soijadljylla, PLA1 ja PLC entsyymeina. [12]

Raakadljy, 720 ppm P,
1,8 % PL, 0,4 % FFA ja Reaktioaika P PL FFA DAG Kuiva-
0,3 % DAG Reaktio pH (h) lopussa |lopussa [lopussa |[lopussa [aine pit.
Vesi, ei entsyymia 7 0,5 120 0,29 % 0,3% 0,3 % 2,7 %
Vesi + Purifine PLC 7 2 120 0,29 % 0,4 % 1,10 % 1,9 %
hapan tai
Happokasittely + vesi emaksinen 1-2 <20 0,02 % 0,3% 0,3 % 3,6 %
Lecitace Ultra PLA1 hapan (pH 4,5) 4-6 <10 0,02 % 0,7 % 0,3 % 1,9 %
PLAL + PLC hapan (pH 4,5-7) 2 <10 0,02 % 0,6 % 1,20 % 1,2 %
Raakadljy, 1000 ppm P,
2,5%PL, 0,4 %FFA ja Reaktioaika P PL FFA DAG Kuiva-
0,3 % DAG Reaktio pH (h) lopussa |lopussa [lopussa [lopussa [aine pit.
Vesi, ei entsyymia 7 0,5 120 0,29 % 0,4 % 0,3 % 3,7%
Vesi + Purifine PLC 7 2 65 0,16 % 0,4 % 1,3 % 1,5 %
Happokasittely + vesi hapan (pH 4,5-7) 6-8 10 0,02 % 0,4 % 0,3 % 4,9 %
Lecitace Ultra PLA1 hapan (pH 4,5) 2 10 0,02 % 0,8 % 0,3 % 2,3%
Vesi + Purifine PLC,
muokattu puhdistus hapan (pH 5,5-7) 1-2 10 0,02 % 0,4 % 1,4 % 2,2%
PLAL + PLC hapan (pH 4,5-7) 2 10 0,02 % 0,9 % 0,9 % 1,1 %

Oljyhavikkia mitattiin jokaisessa prosessivaihtoehdossa, paitsi happokésittelyssa myods
kayttaen sailion asteikkoa ja massavirtausmittaria reaktiotuotteille. Oljyhavikkia
pystyttiin arvioimaan mygs reaktiotuotteessa olevan glyserolipitoisuuden perusteella.
[12]

Johtopaatds tastad oli, etta 6ljyn havikki ei ole verrannollinen fosfolipidien maaraéan

kasittelemattomassa oljyssa ja havikki voi olla jopa vahdisempada kuin fosfolipidien
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alkuperainen maara kasittelemattomassa 0ljyssa, etenkin PLC-entsyymia kaytettaessa.
Perinteisilla puhdistusmenetelmilla sen sijaan havikin maara kasvaa ja sen maara on
yleensd moninkertainen kasittelemattomassa syotdssa olevaan fosfolipidin maaraéan

verrattuna. [12]

3.5.2 Kaytto

Entsyymien kayttdd on tutkittu p&aasiassa kasviperdisten oljyjen, kuten rypsin ja
soijadljyn puhdistamisessa. Entsymaattisella kasittelylla halutaan poistaa 6ljyssa olevia
epapuhtauksia, kuten fosforia, typped ja metalleja. Erityisesti fosfolipideissd olevaa
fosforia halutaan vahentdd sen emulgoivien ominaisuuksiensa vuoksi. Aiemmin
tehtyjen tutkimusten perusteella kasvidljyn fosforin poistamiseen sopivat parhaiten
fosfolipaasit. [12; 29]

Yksi tapa vahentaa fosfolipidien emulgoivia ominaisuuksia on erottaa niiden pooliset ja
poolittomat osat toisistaan, ja téhan fosfolipaasi -entsyymit sopivat hyvin. Ne ovat
luonnollisia selektiivisia katalyytteja, jotka reagoivat kohtuullisessa lampdétilassa ja
pH:ssa. Kemialliseen puhdistukseen verrattuna entsyymikatalysoidut reaktiot ovat se-
lektiivisempia ja vahentavat paremmin ei-toivottujen sivuyhdisteiden syntya. Kuvassa

11 on yksinkertaistettu kaavio 6ljyn entsymaattisesta puhdistusprosessista.
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Kuva 11. Yksinkertaistettu kaavio 6ljyn entsymaattisesta puhdistusprosessista. [12]

Oljyn ja rasvan puhdistuksessa kaytettdvat entsyymit vaativat tietyt olosuhteet
aktivoituakseen. Aktiivisuuteen vaikuttavia tekijoitad ovat lampétila, pH, entsyymin ja

substraatin maara, veden maara seka reaktioaika [11]. Lampdtilan ollessa liian korkea
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entsyymiproteiini denaturoituu, jolloin entsyymi tuhoutuu. Kaupalliset fosfolipaasit
toimivat yleensa lampétilan ollessa 40—70 ©C. Lampdtilan ollessa liian matala entsyymin
toiminta hidastuu, ja tasta syystd entsyymeja sdilytetdan yleensa kylmassa tai

pakastimessa, jolloin niiden kayttoika pitenee huomattavasti. [12]

Sitruunahapon ja natriumhydroksidin lisdys vaikuttaa entsymaattisen
puhdistusprosessin yhteydessd kahdella tavalla. Oikeassa suhteessa lisdttyind pH
asettuu arvoon, jossa entsyymi toimii parhaiten, ja osa fosfolipideistd muuttuu
hydratoituvaan muotoon. Entsyymien toimintalampdtilat ovat tarpeeksi matalia, jolloin
emaksen lisdyksesta johtuvaa saippuoitumista ei padse tapahtumaan ja toisaalta
tarpeeksi korkeita, jotta emulsio pysyy stabiilina. Entsyymin maara riippuu valmistajan

ohjeesta, ja annostus on tyypillisesti valilla n. 30—200 ppm. [12]

Oljyn, veden ja entsyymin seos tdytyy homogenoida, jotta syntyy stabiili emulsio, sill&
entsymaattinen reaktio tapahtuu 6ljyn ja veden rajapinnassa. Emulsiota sekoitetaan
koko reaktion ajan. Kun reaktio on edennyt tarpeeksi, seos lammitetddn vield 75-85

°C:seen ja faasit separoidaan erilleen. [12]

Lopullinen fosforipitoisuus riippuu siitd, kuinka tehokkaasti PA:sta ja PE:sta on saatu
poistettua metalleja, mutta myds entsyymin spesifisyydestd ja fosfolipidien
muuntumisesta reagoineeseen muotoon, joko polaarisemmaksi (kuten lysofosfolipidit ja

fosforiesterit) tai erittéin epapolaariseksi (rasvahapot ja diglyseridit). [12]

Perinteisiin puhdistusmenetelmiin verrattuna entsymaattisella kasittelylld on monia
etuja: silla voidaan saada vahennettya tarvittavien kemikaalien ja syntyvan jateveden
maardd sekd oljyhavikkia; liséksi entsyymeilla (kuten muillakin katalyyteilld)

saavutetaan myds energiasdastod. [32]

Oljyn ja rasvan entsymaattinen késittely muuttaa fosfolipidien rakennetta enemman
kuin verrattuna perinteiset puhdistusmenetelmat. Hydrolysoituneet fosfolipidit ovat
vahemman viskooseja ja tihedmpia nesteessd esiintyessdan, ja liséksi ne ovat
vahemman emulgoivia. Hydrolysoidut fosfolipidit liukenevat hyvin lampimaéan veteen.
[12]

Entsymaattista ja perinteistd menetelmaa voidaan vertailla kolmella tavalla: analyyttiset
mittaukset reaktiotuotteista (fosforimdaran ja fosfolipidijakauman muutokset), kuiva-

aineen massavirtauksen mittaaminen reaktiotuotteista (entsyymikésittelyn tehoa
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voidaan epasuorasti mitata reaktiotuotteiden massan vahenemisestd) seka

varastotappion laskeminen (6ljymassan mittaus ennen kasittelya ja sen jalkeen). [12]

3.5.3 Kannattavuuden huomioiminen

Entsyymien kayttd eloperéisten 6Oljyjen puhdistuksen apuaineena auttaa vahentamaan
puhdistusprosessin 6ljyhavikkid. Jotta entsyymien kaytto olisi kannattavaa, tiytyy ottaa
huomioon, ettd oljyhavikin pienenemisestd syntyvien saastdjen on oltava suurempia
kuin entsyymin kayttstéd aiheutuvat kustannukset. Kannattavuuslaskelmissa taytyy
ottaa huomioon kemikaalien (entsyymi, happo, emas ja adsorbentti) hinnan liséksi

energiakustannukset. [12]

Fosfolipaasi-entsyymeja on mikrobi-, kasvi- ja eldinperaisia. Kaupalliset fosfolipaasit
ovat yleensa kasvi- tai mikrobiperaisia. Talléin ne ovat kohtuuhintaisia ja niiden saata-
vuus on hyva. Fermentoimalla tuotetut fosfolipaasit soveltuvat myo6s teollisen mittakaa-
van prosesseihin. Elainperdiset fosfolipaasit ovat yleensa kalliita ja vaikeasti saatavia,
silla niitd eristetddn esimerkiksi sian haimasta. Ne eivat sovellu ison mittakaavan pro-
sesseihin, vaan niitd kaytetdan lahinna erilaisissa laéketieteellisissa tutkimustarkoituk-

sissa. [12]

Eri lAhteista saatavat fosfolipaasit toimivat eri olosuhteissa, silla esimerkiksi eldinperai-
set fosfolipaasit ovat erittéin spesifisia [ampdtilan ja pH:n suhteen, kun taas kaupalliset
fermentoimalla saadut fosfolipaasit sallivat suuremman vaihtelun. Kaupallisten entsyy-
mien taloudellinen hy6ty riippuu siitd, kuinka selektiivinen kyseesséa oleva entsyymi on

ja mika on sen annoshinta. [12]

3.6 Muita entsymaattisia prosesseja

Entsyymeja kaytetddn teollisuudessa moniin eri tarkoituksiin. Yleisimpid teollisuuden
aloja, joissa entsyymeja kaytetdan, ovat elintarviketeollisuus, pesuaineteollisuus,
metsateollisuus, |ddketeollisuus ja Oljynjalostus. Entsyymejd kaytetddn paljon myds
geenitekniikan tutkimuksessa. Entsyymejd voidaan saada mikrobituotteina tai niitd

voidaan eristda kasvi- tai eldinmateriaalista. [33]

Suomessa teollisia entsyymeja on kaytetty 1950-luvulta asti. Maltaat olivat ensimmaisia
teollisesti merkittdvia entsyymituotteita. Niitd kdytetddn muun muassa polttimoissa,

panimoissa ja leipomoissa, ja ne sisaltdvat muun muassa amylaasia, joka pilkkoo tark-
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kelysta, jolloin muodostuu maltoosia ja muita kdymiskelpoisia yhdisteitd sekd prote-
aaseja ja peptidaaseja, jotka pilkkovat proteiineja peptideiksi ja aminohapoiksi. Lisaksi
niissé esiintyy viljapohjaisten raaka-aineiden viskositeettia alentavaa beta-glukanaasia

ja rasvapitoisuutta alentavaa lipaasia. [34]

Amylaasi on yleisnimitys kaikille tarkkelystéd pienemmiksi hiilihydraattiyhdisteiksi pilkko-
ville entsyymeille ja ne on jaettu eri tyyppeihin. Alfa-amylaasia, joka pilkkoo téarkkelysta
oligosakkarideiksi, saadaan mikrobituottona ja beta-amylaasia, joka pilkkoo tarkkelysta
maltoosiksi, saadaan ohrasta. Glukoamylaasin (tai gamma-amylaasi) pilkkomistuottee-
na syntyy glukoosia. Isoamylaasi eli pullulanaasi pilkkoo tarkkelystd amyloosiksi ja
amylopektiiniksi. Amylaasi-entsyymeja kaytetddn paljon leipomoteollisuudessa ja mo-
nesti ne siséaltavat myds muita aktiivisuuksia, kuten ksylanaasi- tai proteaasiaktiivisuuk-
sia. [13; 34]

Proteaasi on yleisnimitys entsyymeille, jotka pilkkovat tai muokkaavat proteiineja ja
peptideja. Proteaasit on jaettu kuuteen luokkaan: seriini-, treoniini-, kysteiini-, aspar-
taatti-, metallo- ja glutamiinihappoproteaasi. Leipomoteollisuuden liséksi niitd kayte-
tdédn muussa elintarviketeollisuudessa esimerkiksi aromin muokkaajana, parantamaan
liha- ja kalatuotteiden rakennetta tai olutteollisuudessa lisdaineena. Proteaaseja on hy-
vin paljon erilaisia, ja niille 16ytyy elintarviketeollisuuden liséksi sovelluksia ainakin teks-
tilliteollisuudesta ja pesuaineteollisuudesta. Esimerkiksi substilisiini on pesuaine-
entsyymi, joka pilkkoo veren ja kanamunan proteiinien aiheuttamia tahroja. Pesuaine-
entsyymit eivat saa olla kovin substraattispesifisia, silla niiden taytyy pilkkoa monenlai-
sia proteiineja. Pesuaine-entsyymien taytyy olla myds melko kestavia ja sietda erilaisia
olosuhteita. Parhaiten pesuaineisiin soveltuvia proteaasi-entsyymeja on |0ydetty Bacil-
lus-suvun mikrobeista. Esimerkiksi Basillus licheniformis tuottaa haluttuja ominaisuuk-
sia sisaltdvia entsyymejd, joten sitd kdytetddn tuottamaan entsyymejd pyykinpesuai-
neisiin. [33; 34]

Ksylanaasi kuuluu hemisellulaaseihin, ja se hydrolysoi polysakkaridi beta-1,4-xylaanin
hajoamista ksyloosiksi. Se irrottaa polysakkaridin hemisellulosamolekyylistd, mika on
kasvisoluseinien paarakennusaineita. Hemisellulaaseja kaytetdan leipomoteollisuuden
liséksi puu- ja paperiteollisuudessa, alkoholiteollisuudessa ja hedelmamehujen ja rehun

tuotannossa. Ksylanaasin lisaksi muita hemisellulaaseja ovat (beta-)glukanaasit, galak-
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tosidaasit, mannanaasit ja pentonaasit, jotka kaikki katalysoivat hemiselluloosan hajot-
tamista. [35; 36]

Ei-méarehtivien eldinten elimistd ei kykene pilkkomaan rehussa olevaa fosforia sisélta-
vaa fytiinia. Siksi nadiden elainten rehujen ruokinnassa kaytetaan fytaasia, joka vapaut-
taa fosfaattia fytiinihaposta (toiselta nimeltédan inositoli-heksakisfosfaatti), jolloin el&i-
men elimistd pystyy hyodyntaméaan fosfaatin. Fytaasi on yksi Suomen eniten tuotetuis-

ta entsyymeista. [34; 37]

Pektinaasit pilkkovat pektiinejd, jotka ovat suurimolekyylisid hiilihydraatteja. Pektiineja
on erityisen paljon esimerkiksi raaoissa kuorimarjoissa, omenoissa ja sitrushedelmissa.
Marjojen kypsyessa niiden pektiinipitoisuus laskee. Pektiinid on marjojen ja hedelmien
soluseinissd, ja pektinaasi pilkkoo sitd, jolloin soluseindt pehmenevét. Pektinaasia kay-
tetddn esimerkiksi viinien ja mehujen valmistuksen mehustusvaiheessa, jotta saadaan

parempi mehu- ja varisaanto. [33; 38]
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KOKEELLINEN OSA

4 Materiaalit

Kokeellinen osuus koostui useasta vaiheesta. Ennen kokeita tehtiin koesarjasuunnitel-
ma Kkasiteltaville oljyille. Kasittelyssd on yksi entsyymi kerrallaan ja ennen varsinaisia
kokeita maaritettiin entsyymin aktiivisuus titrimetrisesti. Ennen isompia koesarjoja tes-
tattiin entsyymin tehoa pienempéaan maaraan raakaa 6ljya ja edettiin koesarjassa niista
saatavien tulosten perusteella. Kaikkien kokeissa kaytettyjen liuosten valmistuslaskut

ovat liitteessa 2.

4.1 Syottoaineet

(A) Rypsitljy RSO 758
- Fosforipitoisuus n. 220 ppm
(B) Eléinrasva AF 417

- Fosforipitoisuus n. 123 ppm. Vaikeasti puhdistuva.

4.2 Entsyymit

Tutkimuksessa kaytettiin entsyymeina fosfolipaaseja, jotka on esitelty alla olevassa
taulukossa 3. Taulukossa on myo6s valmistajien ilmoittamat entsyymien pH- ja
lampdtilaoptimit ja toiminta-alueet. Liitteessd 1 on esitetty vertailu entsyymeistd, joita

oli saatavilla tai jotka ovat kaupallisia.

Taulukko 3.  Kokeissa kaytetyt entsyymivalmisteet.
T-
pH- optimi | T-alue

Entsyymi | Valmistaja | Tuotenimi Tuotto-organismi optimi pH-alue | (°C) (°C)

AB Enzy- Rohalase PL-
PLA2 mes Xtra Trichoderma reesei | 3,5-5,5 3,0-6,0 50-55 | 50-58

Sigma- Phospholipase ei
PLC Aldrich C Bacillus cereus 7,3 6,6-8,0 37 tiedossa
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5 Menetelmat ja tyon suoritus

5.1 Fosfolipaasiaktiivisuuden maaritys

Fosfolipaasin aktiivisuutta kuvaa lipaasiyksikkd (U). Yksi lipaasiyksikkd on se méaara
entsyymida, joka vapauttaa yhden mikromoolin titrattavia vapaita rasvahappoja

minuutissa tietyissa olosuhteissa. [39]

Aktiivisuus maaritettiin  titrimetrisesti. Maarityksessa kaytettiin substraattina L-a-
fosfatidyylikoliinia  (Sigma P3556) eli lesitiinid. Substraattiliuos valmistettiin
sekoittamalla lesitiinia veteen, niin ettd lesitiinipitoisuus liuoksessa oli n. 60 g/l.
Liuokseen lisattiin kalsiumkloridia (CaCl,) 20 millimoolia litraa kohden ja pH séadettiin
arvoon 4,5 0,1 M suolahapolla (HCI) tai arvoon 8,0 0,1 M natriumhydroksidilla (NaOH).

Substraattiliuosta homogenisoitiin yhden minuutin ajan.

Lesitiinin hydrolysoitumisreaktiota varten mitattiin 25 ml substraattiliuosta ja 1 ml
entsyymilaimennosta.  Ennen  entsyymin  lisdystd  substraatti  termostoitiin
reaktiolampdétilaan 15 minuutin ajan. Reaktio tehtiin joko 40 °C:ssa tai 45 °C:ssa
entsyymista riippuen ja liuosta sekoitettiin koko inkuboinnin ajan. Inkubointiaika oli 15
minuuttia, minkd jélkeen reaktio pysaytettin 20 ml laimentamattomalla
etanolilisdykselld. Vapautuneet rasvahapot titrattin 0,05 M natriumhydroksidilla

tymoliftaleiini indikaattorina. Kuvassa 12 on liuoksen véri eri vaiheissa titrausta. Laskut

ja ohjeet liuosten valmistukseen I6ytyvat liitteesta 3.

Kuva 12. Liuoksen vari ennen titrausta, titrauksen lopussa ja reilusti yli titrattuna.
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5.2 Happokasittely

Oljy lammitettiin haluttuun lampétilaan ja siihen lisattiin  sitruunahappo. Seos
homogenisoitiin, minkd jalkeen seokseen liséttiin vettd sekd tarpeen vaatiessa
natriumhydroksidia. Seos homogenisoitiin uudelleen ja sen annettiin reagoida tietty
aika. Reaktion lopuksi seos sentrifugoitiin, jotta saatiin poistettua epapuhtaudet sisélta-

va vesifaasi.

5.3 Savikasittely

Oljy lammitettiin haluttuun lampétilaan ja siihen liséttiin sitruunahappo ja vesi. Seos
homogenisoitiin, mink&d jalkeen se siirrettiin reaktiokolveihin ja termostoinnin jalkeen
siihen lisattiin adsorptiomaa. Adsorptiomaan annettiin reagoida tietyssa paineessa tietty
aika, minkd jalkeen seos kuivattin nostamalla lampé6tilaa. Taman jélkeen seos

suodatettiin kiintoaineen ja epapuhtauksien erottamiseksi 6ljysta.

5.4 Entsymaattinen kasittely

5.4.1 Rohalase PL-Xtra

Ennen kokeiden aloitusta testattiin entsyymin aktiivisuus titrimetrisesti. Ennen
koesuunnitelman mukaisia testeja tehtiin aluksi haarukoivia kokeita, joilla etsittiin
entsyymin toiminnalle sopivia olosuhteita. Ensimmaiseksi kokeiltin PLA2-entsyymia
(Rohalase PL-Xtra). Aikaisempien tutkimuksien perusteella sité oli kaytetty kasviéljyjen
puhdistamisessa menestyksekkaasti, joten aluksi otettiin kohteeksi tdman entsyymin

testaaminen rypsi6ljyyn [11]. Haarukoivien kokeiden olosuhteet on esitetty kuvassa 13.

Haarukoivat kokeet:

RSO 320g
Y ppm CA+ X ppm NaOH
+Z % H20 +30 tai 60 ppm PLA2
T=50-58 °C
T=25-6h

Kuva 13. Haarukoivien kokeiden suoritusolosuhteet.

Haarukoivissa kokeissa entsyymia kokeiltiin kasittelemattomaan rypsioljyyn, niin etta
Oljy lammitettiin lasisessa reaktioastiassa 6ljyhauteessa noin 50 °C:seen (entsyymin
optimilampotila-alue on 50-58 °C) ja lisattiin 3 p-% ionivaihdettua vettd, mahdollisesti

happoa ja emdastd pH:n saatamiseksi, sekd entsyymia valmistajan suositusten
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mukaisesti. Seosta homogenoitiin minuutti, mink& jalkeen naytetté inkuboitiin 6ljyhau-
teessa tietty aika (kuva 14). Inkuboinnin paatteeksi entsyymi lampodenaturoitiin ja

nayte kasiteltiin samoin kuin edella mainituissa kokeissa.

Kuva 14. Nayte 6Oljyhauteessa.

Taulukossa 4 on esitetty kaikki haarukoivien kokeiden parametrit. Haarukoivia kokeita
tehtiin seitseman, ja niissd muutettiin aina yhta parametria kerrallaan. Muuttujia olivat
inkubointiaika, entsyymin maara, veden maara ja kemikaalilisdykset. Ensimmaisessa
kokeessa vetta lisattiin niin, ettd vettd punnittiin tasan 3 p-% 06ljyn maarasta, mutta
muissa kokeissa vetta punnittiin niin, etta ndytteen kokonaisvesimaara oli taulukossa
mainittu prosenttimaéara. Kokonaisvesimaaraan vaikutti kasiteltavan oljyn vesipitoisuus,

sek& muiden kemikaalien ja entsyymin mukana tuleva vesi.

Taulukko 4. Haarukoivien kokeiden parametrit.

Koenumero |Y =CA X =NaOH |zZ=H20 |Entsyymi Aika
1 3 % 30 ppm /100U |2,5h
2 3 % 30 ppm /100U |4 h
3 3 % 30 ppm /100U |6 h
4 3 % 60 ppm /200U |2,5h
5[1400 ppm 2% 30 ppm /100U [2,5h
6[1400 ppm 2% 30ppm /100U |6h
7(125 ppm 25 ppm 2% 30 ppm /100U |2,5h

Todettiin, ettd haarukoivilla kokeilla testattavaa entsyymid ei saatu toimimaan, joten
etsittiin parempia parametreja, kunnes ldydettiin olosuhteet, joissa entsyymi saatiin

toimimaan eli saatiin kokonaisfosforin maaraa pienennettya lopputuotteessa.



26

Kokeissa, joissa entsyymi toimi, punnittiin ensin 0ljy reaktioastiaan ja lammitettiin 80
°C:seen. Joukkoon lisattiin 500 ppm sitruunahappoa, homogenoitiin seosta yhden
minuutin ajan ja sekoitettin 60 minuutin ajan. 60 minuutin sekoituksen aikana
[ampdtilan annettiin laskea 45 °C:seen. Lampdtila laskettiin alle inkubointilampétilan,
koska homogenointi nostaa lampdétilaa muutamalla asteella, joten talla toimenpiteella

pyrittiin estimaan entsyymin lampodenaturoituminen.

Jadhdyttamisen jalkeen lisattiin 130 ppm natriumhydroksidia ja seosta homogenisoitiin
10 sekuntia. Sitruunahappo ja natriumhydroksidi muodostivat talléin heikon puskurin,
jonka pH oli 4,5, ja tamé oli kaytettdvan entsyymin optimialueella. Seokseen lisattiin
entsyymi sekéd 3 p-% ionivaihdettua vettd, homogenisoitiin minuutti ja inkuboitiin 60

minuutin ajan 50 °C:ssa (sekoitusnopeus 250 rpm).

Inkuboinnin paatteeksi entsyymi denaturoitiin nostamalla [ampdtila 90 °C:seen 15
minuutiksi. Denaturoinnin jalkeen naytettd sentrifugoitin 30 minuuttia, 4430 rpm
nopeudella, 70 °C:ssa. Taman jalkeen 6ljy suodatettiin viela 2 um suodatinpaperin lapi,
niin ettd kaadettaessa otettiin vesifaasi talteen pH:n tarkistusta varten. Suodatettu 6ljy
pullotettiin ja l&hetettiin analysoitaviksi. Kuvassa 15 on parametrit olosuhteista, joissa

entsyymi saatiin toimimaan.

130 ppm NaOH

RSO 3209 10 sec. Fast
500 ppm CA > 100 ppm PLA2 + 3 p-% H20
T=80°C T =45-50 °C
1F + 60S 1F+60S

Kuva 15. Parametrit olosuhteille, joissa entsyymi toimi.

Jokaiselle entsyymikokeelle tehtiin myds nollakoe, joka toistettiin muuten taysin
samalla tavalla kuin entsyymikoe, mutta ilman entsyymia. Myds lampédenaturointi teh-
tiin, vaikka entsyymia ei ollut lisdttyd. Nollakoe tehtiin, jotta saatiin tietdd, onko
mahdollisesti véahentynyt fosfori poistunut entsyymin ansiosta vai lampdtilan tai pH:n

saatokemikaalien ansiosta.

Kun entsyymin todettiin toimivan kasittelemattomalle rypsisyotolle, voitiin kokeita alkaa
tehda jarjestelmallisesti myds eri tavoin kasitellylle rypsidljylle. Rypsia oltiin esimerkiksi

happo- ja savikasitelty ennen entsyymikasittelya tai sen jalkeen. Kuvassa 16 on esitetty
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kokonaisuudessaan kaavio, jonka mukaan entsymaattista kasittelya kokeiltiin eri tavoin
kasitellyille rypsisyotoille. Koesuunnitelman mukaisia kokeita tehtiin 11 kappaletta ja

niiden koenumerot ovat 8-18.

Entsymaattinen i )
késittely Savikasittely

Entsymaattinen o
>{ kasittely 'é{ Savikésittely

Kuva 16. Koesuunnitelma rypsidljyn kasittelysta.
5.4.2 Sigma PLC

Toiseksi testattavaksi entsyymiksi oli valittu Sigma-Aldrichin fosfolipaasi C -entsyymi
(PLC), jota testattiin kasittelemattémaan rypsioljyyn. Entsyymi oli jauhemainen, joten
ensimmaiseksi se liuotettiin 10 ml:ksi. Liuos pakastettiin 1 ml:n erissé sailyvyyden
takaamiseksi. Ennen varsinaisia kokeita testattiin entsyymin aktiivisuus. Ensimmaisessa
kokeessa 0ljyyn (320 g) lisattiin 1 ml entsyymiliuosta, 370 ppm sitruunahappoa, 350
ppm natriumhydroksidia ja 2 p-% vettd. Naytettd inkuboitin 2,5 h valmistajan
ilmoittamassa optimilampdgtilassa (37 °C). Reaktion lopuksi entsyymi lampédenaturoitiin

ja nayte kasiteltiin samalla tavalla kuin aiemmissa kokeissa.

Haarukoivia kokeita jatkettiin niin, ettd vesifaasin pH séaadettiin puskuriliuoksen avulla
entsyymin valmistajan ilmoittamaan optimiin 7,3. Puskuriliuos tehtiin niin, etta
valmistettiin ensin 0,1 mol/l kaliumdivetyfosfaatti (KH,PO,) -liuos seka 0,1 mol/l
natriumhydroksidi (NaOH) -liuos. Puskuriliuosta varten mitattiin 100 ml 0,1 mol/I

kaliumdivetyfosfaattiliuosta ja siihen lisattiin 74 ml 0,1 mol/l natriumhydroksidiliuosta.

Tata4 puskurilivosta lisattin 10 ml 80 °C:seen lammitettyd rypsidljya. Seosta
homogenisoitiin yhden minuutin ajan, ja se jadhdytettiin normaalisekoituksella noin 35
°C:seen. Jaéhdytyksessa kului aikaa noin 1,5 h. Kun nayte oli jadhtynyt, siihen lisattiin
2 ml entsyymiliuosta ja seosta homogenisoitiin jalleen minuutin ajan ja saéadettiin
lampdtila 37 °C:seen. Vettd ei lisatty erikseen, silla puskuriliuoksessa oleva vesi

laskujen mukaan riitti kattamaan 3 p-% vesilisdyksen (liite 2).
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Seuraavassa haarukoivassa kokeessa tehtiin ensin kymmenkertaisesti vahvempaa
puskuriliuosta, jotta oikea pH saataisiin pidettyda koko reaktion ajan. Valmistettiin 1
mol/I olevat liuokset samoista kemikaaleista ja sekoitettiin niitd samassa suhteessa kuin
aiemmin. Koe toistettiin muuten samalla tavalla kuin edelld, mutta puskuriliuosta
lisattiin 5 ml ja entsyymia 5 ml. Vetta ei lisatty tAman lisaksi ollenkaan, silla lisatyt
entsyymi- ja puskuriliuokset sisélsivat niin paljon vettd, ettd veden maara 6ljyssa

lisdysten jalkeen oli 3,5 p-%. Taulukossa 5 on PLC-kokeiden parametrit.

Taulukko 5.  Haarukoivien kokeiden parametrit PLC-entsyymia kayttaen.

Koenumero Ents. annostus | Ents. aktiivisuus | Lisaykset Aika
20 62,5 U/ml 370 ppm CA, 350 ppm

1ml NaOH, 2 p-% H,O 2,5h
21 2ml 10 U/ml 10 ml 0,1 mol/l puskuriliuos |1 h
22 5ml 10 U/ml 5 ml 1 mol/l puskuriliuos 1h
23 5ml 10 U/ml 5 ml 1 mol/l puskuriliuos 25h
24 5ml 10 U/ml 5 ml 1 mol/l puskuriliuos 6h
25 nollakoe - 20 ml 0,1 mol/l puskuriliuos |1 h
26 nollakoe - 5 ml 1 mol/I puskuriliuos 1lh

5.5 Elainrasva

Elainrasvalle tehtiin ainoastaan haarukoivia kokeita Rohalase PL-Xtra PLA2 -entsyymilla.
Elainrasvallekin tehtiin koesuunnitelmakaavio, mutta aikataulun ja kasiteltavyyden puit-
teissa tehtiin pelkkid haarukoivia kokeita kéasittelemattomalle eldinrasvalle, joilla pyrit-
tiin 16ytdmaan olosuhteet, joissa entsyymi toimisi. Kuvassa 17 on alkuperdinen koe-

suunnitelma eldinrasvalle.

Entsymaattinen et
é: kasmew ﬁ Savikisittely E

i Entsymaattinen
~ Eldinrasva """""'} Happokisittely """"""") Savikésittely IM—) l:irisittely

| I—— ; Entsymaattinen i
késittely "‘"““"“‘} Savikésittely

D Savildsitely mmmmm—p ETEMEAIED

Kuva 17. Alkuperdinen koesuunnitelma eldinrasvan kasittelysta.



29

Ensimmaisesséd kokeessa rasva kuumennettiin entsyymin valmistajan ilmoittamaan
entsyymin optimilampétilaan ja lisattiin sekaan 3 p-% ionivaihdettua vetta seka 30 ppm
entsyymia. Seos homogenisoitiin ja sen annettiin reagoida tunnin ajan sekoituksen
ollessa koko ajan p&alla. Loput kokeet suoritettin samalla tavalla kuin rypsioljylle
tehdyt kokeet, joissa entsyymi oli saatu toimimaan. Entsyymikasittelyd testattiin myds
suuremmalla entsyymilisayksella ja pidemmalla reaktioajalla. Tarkemmat parametrit

ovat taulukossa 6.

Taulukko 6.  Eléinrasvalle tehtyjen kokeiden parametrit

Koenumero | Entsyymin maara CA NaOH Vesi Reaktioaika
27 Nollakoe 500 ppm| 130 ppm 3% 1lh
28 30 ppm /100 U - - 3% 2,5h
29 300 ppm / 1000 U 500 ppm| 130 ppm 3% 1lh
30 300 ppm / 1000 U 500 ppm| 130 ppm 3% 1lh
31| 6250 ppm /20 000 U 500 ppm| 130 ppm 3% 1lh
32| 6250 ppm /20 000 U 500 ppm| 130 ppm 3% 25h
33| 6250 ppm /20 000 U 500 ppm| 130 ppm 3% 6 h
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6.1 Rypsioljy

6.1.1 Rohalase PL-Xtra
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Kaikista kasitellyista ja kasittelemattomista naytteistd mitattiin metallipitoisuudet, fosfo-

lipidijakauma, glyseridit, vesi ja typpi.

Naytteet analysoitiin Neste Oilin analytiikan laboratoriossa, asiaankuuluvilla laitteistoilla.

Fosfolipidit ja fosfolipidijakauma analysoitiin nestekromatografilla (LC), jolla pystyttiin

madrittamaan yleisimmat fosfolipidit. Veden maard analysoitiin itse kulometrisella me-

netelmalla. Taulukossa 7 on esitetty l&ahtotilanne eli tulokset kaikista analyyseista kasit-

telemattomalle rypsioljylle.

Taulukko 7.  Lahtbarvot rypsidljylle.

Vesi mg/kg
Typpi mg/kg
Monoglyseridit area-%
Diglyseridit area-%
Triglyseridit area-%
Oligomeerit area-%
Rasvahapot area-%
Oljypitoisuus %
PGLY mg/kg
PE mg/kg
Pl mg/kg
PC mg/kg
PA mg/kg
LPA mg/kg
LPC mg/kg
PHO mg/kg
Muu PHO mg/kg
FFA wt-%
Rauta (Fe) mg/kg
Natrium (Na) mg/kg
Kalsium (Ca) mg/kg
Magnesium (Mg) |mg/kg
Fosfori (P) mg/kg

Rypsioljyy

450
29
0,2
2,4
95,9
<0,1
1,5
100
<0,5
450
100
155
2070
<0,5
<0,5
2775
<0,5
0,8
1
<1,0
166
45,2
232

Eri puhdistusmenetelmien toimivuutta seurattiin vertailemalla kokonaisfosforin ja fosfo-

lipidien maaraa lahtdaineessa ja tuotteessa. Taulukossa 8 on kokonaisfosforipitoisuudet

ja fosfolipidien jakauma haarukoivista kokeista, joissa fosforipitoisuus ei syottoon nah-

den ole juuri muuttunut. Haarukoivissa kokeissa listtava entsyymimaara laskettiin
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valmistajan suosituksen mukaisesti. Taman liséksi kokeiltiin entsyymin kaksinkertaista
annostusta, pidempaa reaktioaikaa sekd happo- ja emaslisayksid. Taulukon lisdksi tu-

lokset on esitetty kuvassa 18 pylvasdiagrammina.

Taulukko 8.  Kokonaisfosfori- ja fosfolipidipitoisuudet haarukoivissa kokeissa.

Fosfori | osPolipidi op PI PC PA LPA  Lpc  Muut
t fosfolipidit
Haarukoivat kokeet: mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Kasittelematon rypsicly K 232 2775 450 100 155 2070 <0,5 <0,5 <0,5
Nollakoe 0.1 194 <0,5 <0,5 290 <0,5 83 1460 <0,5 <0,5
30 ppm entsyymia 2.5h 1 196 1900 300 <0,5 80 1520 <0,5 <0,5 <0,5
30 ppm entsyymié 4 h 2 194 2314 260 56 68 1930 <0,5 <0,5
30 ppm entsyymia 6 h 3 209 2172 280 30 62 1800 <0,5 <0,5 <0,5
60 ppm entsyymia 2.5h 4 191 1720 220 <0,5 60 1440 <0,5 <0,5
30 ppmentsyymé, 2wt-% |5 174
H20, 1400 ppm CA, 2.5 h
30 ppmenstyymid, 2wt-% 6
H20, 125 ppm CA, 63 ppm 193
NaOH, 2,5 h
30 ppmenstyymid, 2wt-% 7
H20, 125 ppm CA, 63 ppm 179
NaOH, 6h
3000 WFosfori mg/ke
M Fosfolipidit mg/kg
2500 -
mPEmg/kg
mPImglkg
2000 -
BPCme/ke
1500 - HPA mg/kg
LPA mg/kg
1000 - LPC mglke
Muut fosfolipidit mg/kg
500
- i . . . ) I B
K 01 1 2 3 4 5 ] 7

Kuva 18. Haarukoivien kokeiden tulokset pylvasdiagrammina.

Kuvassa 19 nékyy lopullinen koejarjestys seka kokeiden jarjestysnumerot. Kuvasta sel-
vidd myos toistokokeet ja se, mitka vaiheet kokeesta on toistettu. Koe numero 12 poik-
keaa muista kokeista niin, ettd siind on kaytetty kolminkertaista entsyymiannostusta

muihin entsyymikokeisiin nahden.
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Kuva 19. Tehdyt kokeet, niiden fosforipitoisuustulokset ja koenumerot.
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Taulukossa 9 ja kuvassa 20 on esitetty kokonaisfosforipitoisuus ja fosfolipidien jakauma

kasittelemattomalle ja eri tavoin kasitellylle rypsidljylle. Kokeet tehtiin koesuunnitel-

massa esitetyssa jarjestyksessa, joista osalle tehtiin toistokokeita kuvan 19 mukaisesti.

Taulukko 9.  Kokonaisfosforin ja fosfolipidien maéaréa rypsioljykokeissa.

Fosfori  osfolipidl o PI PC PA LPA LPC Muut
t fosfolipidit

mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Rypsioly 232 2775 450 100 155 2070|<0,5 <0,5 <0,5
Nollakoe 0.2 180 2278 326 36 60 1765 91 <0,5 <0,5
HK 8 98,4 2586 305 34 87 1870 290 <0,5 <0,5
EK 9 19,5 216 16 <0,5 4 118 74 <0,5 4
EK + SK 10 5,6 81 11 4 3 43 13 3 4
HK +EK 11 4,5 43 1 2 1 15 20 2 2
HK + EK 12 4,8 86 0,7 <0,5 1,3 8 29 2 2,4
HK + EK + SK 13 0,9 <0,5
HK + SK 14 33,3 429 43 27 13 346 <0,5 <0,5 <0,5
HK + SK + BEK 15 30,3
HK + SK + EK 16 26,0 423 21 61 5 138 159 10 29
HK + SK 17 4,2 18 2,5 3,1 <0,5 7,2 4 1 <0,5
HK + SK + EK 18 1,7 4,9 0,5 <0,5 <0,5 3,3 1,1 <0,5 <0,5
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3000

W Fosfori mg/kg
2500

W Fosfolipidit mg/kg

HPEmg/kg
2000

HPImglke

MPCmg/kg
1500

mPA mg/kg

LPA me/keg
1000

LPCmg/ke

Muut fosfalipidit mg/kg
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Kuva 20. Rypsioljykokeiden tulokset pylvasdiagrammina.

Liitteestéa 4 |0ytyy muiden analyysien tulokset kaikille rypsidljykokeille. Muihin ana-
lyyseihin kuuluivat vesi, typpi, metallit, rasvan rakenteet, kuten mono-, di- ja triglyseri-

dit, sek& vapaat rasvahapot.

6.1.2 Sigma PLC

Kokeille, joissa kaytettiin PLC-entsyymid, tehtiin samat analyysit kuin kokeille, joissa
kaytettiin Rohalase PL-Xtra -entsyymid. Syottona oli myds sama rypsioljy. Kaikki testit
toteutettiin 37 °C lampdtilassa. Taulukossa 10 on esitetty kokonaisfosforin maara ja
fosfolipidijakauma eri naytteille ja kuvassa 21 tulokset on esitetty pylvasdiagrammeina.
Loput analyysitulokset PLC-entsyymilla kasitellyille naytteille 16ytyvat liitteesta 4. Muihin
analyyseihin kuuluivat vesi, typpi, metallit, rasvan rakenteet, kuten mono-, di- ja

triglyseridit, sek& vapaat rasvahapot.

Taulukko 10. Kokonaisfosfori ja fosfolipidit rypsitljykokeissa PLC-entsyymia kayttéen.

. L Muut
Fosfori (P) |Fosfolipidit PE Pl PC PA LPA LPC fosfolipidit
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg |mg/kg /mg/kg mag/kg mg/kg mg/kg

EK 1 ml PLC + 370 ppm CA + 350 ppm 19 183

NaOH + 2 % H20

EK2ml PLC, 0,1 M puskuriliuos 10 ml 20 200 3200( 290 60| <0,5/ 2720 130/ <0,5 <0,5

EK 5 ml PLC, 1 M puskuriliuos 5 ml, 1h 21 189 3273 106 51/ <0,5 2933 183| <0,5 <0,5

EK 5 ml PLC, 1 M puskuri liuos 5 ml, 2,5h 122 184 2813 71 30/ <0,5 2625 87| <0,5 <0,5

EK 5 m PLC, 1 M puskuriliuos 5ml, 6h 23 183 3390 81 59| <0,5| 3020, 230/ <0,5 <0,5

Nollakoe, 0,1 M puskuriliuos 20 ml 24 186 3274/ 336 24 28| 2752 134/ <0,5 <0,5

Nollakoe, 1 M puskuriliuos 5 ml, 1h 25 189 3013 248 57 27| 2548 133| <0,5 <0,5
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Kuva 21. PLC-kokeiden tulokset rypsidljylle pylvasdiagrammina.

6.2 Elainrasva
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M Fosfori(P) megfkg

W Fosfolipidit mg/kg
MPEmg/kg

WPImg/ke

mPCmgfke

BPAmgfkg

mLPA mg/kg
mLPCmeskg

Muut fosfolipidit mg/kg

Kéasittelemattomalle ja kasitellylle eldinrasvalle tehtiin samat analyysit kuin rypsioljylle.

Naiden liséksi eldinrasvasta analysoitiin myds sfingomyeliinin maara. Taulukossa 11 on

esitetty tulokset kaikista kasitteleméattomalle elainrasvalle tehdyisté analyyseista.

Taulukko 11. L&htoarvot elainrasvalle.

Feed: AF417

Vesi mg/kg 2800
Typpi mg/kg 630
Monoglyseridit area-% 2
Diglyseridit area-% 18,5
Triglyseridit area-% 62,7
Oligomeerit area-% 0,2
Rasvahapot area-% 16,7
Oljypitoisuus % 86
PGLY mg/kg <0,5
PE mg/kg 22
Pl mg/kg 75
PC mg/kg 74
PA mg/kg 100
LPA mg/kg 230
LPC mg/kg 130
Sfingomyeliini mg/kg 96
Fosfolipidit mg/kg 727
Muut fosfolipidit mg/kg

FFA wt-% 18,8
Rauta (Fe) mg/kg 64,1
Natrium (Na) mg/kg 17,2
Kalsium (Ca) mg/kg 102
Magnesium (Mg) mg/kg 26,2
Fosfori (P) mg/kg 123
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Taulukossa 12 on esitetty kokonaisfosforin maara, fosfolipidijakauma seka sfingomye-

liinin maara kasitellyssa eldinrasvassa ja kuvassa 22 tulokset on esitetty pylvasdia-

grammina. Nollakoe tehtiin kokeiden 29-33 mukaan, eli sdéadettiin pH entsyymille sopi-

vaksi sitruunahapon ja natriumhydroksidin avulla, mutta ei lisatty lainkaan entsyymia.

Tarkempi kuvaus suoritetuista kokeista 10ytyy edellisesta luvusta.

Taulukko 12. Kokonaisfosfori ja fosfolipidit eléinrasvalle tehtyjen kokeiden jélkeen.

) A ) ... Muut
Fosfori (P) | Fosfolipidit |PE Pl PC PA LPA LPC Sfingomyeliini fosfolipidit
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg img/kg |mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Nollakoe 26 63,1 421 15 29 140 <05/ <0,5 70 70 97
HK + SK 27 11 71 3| <0,5 2 15 38/ <0,5 <0,5 13
EK 30 ppm PLA2 28 93,3 587 17 50 57 133 170 98 62
EK 310 ppm PLA2 29 58,4 366 13| <0,5 75| <05 <0,5 68 75 135
EK 300 ppm PLA2 30 49,1 378 15 83| <05 <0,5 73 75
EK 6900 ppm PLA2 1h 31 26,5 351 14| <0,5 83| <05 <0,5 46 61 147
EK 6900 ppm PLA2 2,5 h |32 28,5 416 15| <0,5 82| <05 11 50 75 183
EK 6900 ppm PLA2 6h |33 32,1 461 14| <0,5 87| <0,5 18 45 82 215

J00

500
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400 -+

300 —

200

100

Kuva 22. Elainrasvakokeiden tulokset pylvasdiagrammina.
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mFosfor| (P) mefkg

M Fosfolipidit mg/kg

mPEmg/ke

mFImg/kg

BWPCmg'kg

mPAmEkg

ELPA mg/kg

mLPCmalke
sfingomyeliini mg/kg

B Muut fosfolipidit me/kg

Liitteessd 4 on loput analyysitulokset kéasitteleméattomalle ja kasitellylle elainrasvalle.

Muihin analyyseihin kuuluivat vesi, typpi, metallit, rasvan koostumus, kuten mono-, di-

ja triglyseridit, seka vapaat rasvahapot.
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7 Tulosten analysointi

7.1 Rypsioljy
PLA2-entsyymin nollakokeessa rypsioljylle kokonaisfosforin méaaréksi saatiin 180 ppm ja
19,5 ppm.

Tavanomaisella happokasittelylla kokonaisfosforipitoisuudeksi saatiin 98,4 ppm. Tasta

entsymaattisella  kasittelylla  kokonaisfosforin ~ maéaraksi  saatiin
voi paatella, ettd entsyymi on ilmeisesti toiminut ja sen avulla paastiin alhaisempaan
fosforipitoisuuteen kuin perinteisilla puhdistusmenetelmilla, mutta tulokseen saattoi
vaikuttaa myds hapon ja emdaksen lisdys. Kuvasta 23 n&hdaan fosforipitoisuus eri

kasittelyvaiheissa.

Nollakoe:
180 ppm
19,4 ppm 5,6 ppm

Entsymaattinen . ] Savikasittely
- > kasittely (9) 3] (10)
. Savikasittely ‘ Entsymaattinen ‘
a; (17) ) kasittely (18)
33,3 ppm 30,3 ppm
i 98,4 ppm Savikasittely i Entsymaattinen
H aeTrral l a (14) kasittely (15)
 Rypsibljy ---} appoxasittely’| g T f e

(8)

26,0 ppm

Entsymaattinen
kasittely (16)

[ 4,5 ppm

> Entsymaattinen ‘
. kasittely(11) >

R .. I
| 0,9ppm
. Entsymaattinen ?

a . kasittely (12)

7 4,8ppm |

Savikasittely

Kuva 23. Kokonaisfosforin maara rypsioljyssa eri kasittelyvaiheissa. Kokeen numero on suluissa
oleva numero.

Tehokkaimmaksi puhdistusmenetelmaksi osoittautui yhdistelma, jossa rypsioljy ensin
happokasiteltiin, sen jalkeen puhdistettiin entsymaattisesti ja tdman lisdksi vield savika-
siteltiin. Happokasiteltyyn rypsiin tehdylla entsymaattisella puhdistuksella paastiin 4,5
ppm fosforipitoisuuteen, ja kun kasittelya jatkettiin viela saviadsorptiolla, paastiin alle 1

ppm fosforipitoisuuteen.
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Entsymaattisella menetelmalld saatiin fosforipitoisuus rypsitljyssa alhaisemmaksi kuin
happokasittelylla. Olosuhteita ei kuitenkaan ollut optimoitu, joten selkeitd johtopaatok-
sia menetelmien valilla ei voi tehda. Entsyymikasittelya kokeiltiin myds kolminkertaisella
entsyymiannostuksella, mutta silla ei todettu olevan merkitystd. Taulukosta 13 nah-
daan eroavaisuusprosentti, joka kertoo, kuinka monta prosenttia ko. pitoisuus on

muuttunut happokasitellyn ja entsymaattisesti kasitellyn rypsioljyn valilla.

Taulukko 13. Entsymaattisesti kasitellyn ja happokasitellyn rypsioljyn fosfolipidipitoisuuksien
eroprosentit. Positiivinen arvo kuvaa sitd, ettd entsymaattisessa kasittelyssa on poistunut
enemman fosfolipidejd, ja negatiivinen sitd, ettd happokasittelyssa on poistunut enemman

fosfolipideja.

HK (koe 8) EK (koe 9) |Ero-%

Fosfori mg/kg 98,4 19,5 80 %
Fosfolipidit  |mg/kg 2586 216 92 %
PE mg/kg 305 16 95 %
Pl mg/kg 34 <0,5 99 %
PC mg/kg 87 4 95 %
PA mg/kg 1870 118 94 %
LPA mg/kg 290 74 74 %
LPC mg/kg <0,5 <0,5 0 %
Muut

fosfolipigit | "Y/9 <0.5 A 700%
Rasvahapot |p-% 1,5 2,4 -60 %
LPA mg/kg 290 74 74 %
LPC mg/kg <0,5 <0,5 0 %

Yleisimmat fosfolipidit olivat poistuneet entsymaattisella kasittelylla keskima&arin yli
kymmenkertaisesti paremmin kuin happokasitellylla. Parhaiten entsymaattisella kasitte-
lylla saatiin poistettua fosfatidyyli-inositolia (PI), jota oli jadnyt 6ljyyn niin pieni pitoi-
suus, ettei sitd pystytty tarkasti maarittamaan. Muita fosfolipideja oli entsymaattisesti
kasitellyssa rypsioljyssd enemman kuin happokasitellyssa, mutta kummassakin maarat

ovat melko pienia.

PLA2-entsyymi vapauttaa rasvahappoja, jotka eivat ole vesiliukoisia, jolloin vapaiden
rasvahappojen suurempi maara entsymaattisesti kéasitellyssa 6ljysséa voi teoriassa tar-
koittaa sitd, ettéd entsyymi on toiminut. Rasvahappojen vapautuessa syntyy myos lyso-
fosfatideja. Lysofosfatidyylikoliinia on kummallakin tavalla késitellyssa 6ljyssa hyvin va-
haistd, mutta entsymaattisesti puhdistetussa 6ljyssa lysofosfatidihapon mé&ara on hie-
man alhaisempi. Entsymaattisella kasittelylla syntynyt lysofosfatidihappo on helposti
hydratoituva ja ndin ollen se poistuu helposti muiden epépuhtauksien kanssa vesifaasin

mukana.
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Toistokokeita tehtiin osalle alkuperaistd koesuunnitelmaa. Osa toistokokeiden tuloksista
erosi toisistaan selkedsti. Savikasittely toistettiin kaksi kertaa samasta erdsta saadulle
happokasitellylle 6ljylle, ja savikasittelyn jalkeen 6ljy kasiteltiin viela entsymaattisesti
(kuva 24). Fosforipitoisuudet savikasittelyn jalkeen olivat toistokokeissa erisuuruisia.
Ensimmaisella toistokerralla (koe 14) fosforipitoisuudeksi saatiin 33,3 ppm ja toisella
toistokerralla (koe 17) 4,2 ppm. Ensimmainen koe tehtiin heti sen jalkeen, kun 6&ljy oli
happokasitelty, ja toistokoe vasta noin neljd kuukautta my6hemmin samasta erasta
happokasiteltya o6ljyd. Aikaero kokeiden vdlilla saattaa selittdd eron myos tuloksissa,
silla nayte ei todennakdisesti ollut enda edustava neljan kuukauden jalkeen. Happoké-
siteltya 0ljya sailytettiin huoneenlammdsséa, kuivassa ja pimedssd, mutta ennen toisto-
koetta 6ljyssa oli silmin ndhden havaittavia hyytymia. Naytetta [ammitettiin ja ravistel-

tiin hyvin, mutta siitd huolimatta nayte ei ollut en&da taysin homogeeninen.

4,2 ppm 1,7 ppm
) Savikasittely 'ﬂ Entsymaattinen
(17) kasittely (18)
33,3 ppm 30,3 ppm

98,4 ppm Savikasittely Entsymaattinen

(14) kasittely (15)

Happokésittely _ _d =~ e
(8) ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 26,0 ppm

Entsymaattinen

kasittely (16)

Kuva 24. Toistokokeet reitille, jossa happokasitelty 6ljy savi- ja entsyymikasiteltiin.

My6s vanhentuneelle happo- ja savikasitellylle rypsiéljylle tehtiin kuitenkin entsymaatti-
nen kasittely, vaikkakin naiden kokeiden osalta tuloksia voidaan arvioida vain siltd kan-
nalta, ettd onko entsyymi lainkaan toiminut. Kokonaisfosforipitoisuus ja fosfolipidien
maara on alentunut kokeiden 17 ja 18 valilla suhteessa enemman kuin kokeiden 14 ja
16 valilla. Entsyymi on siis toiminut myds vanhentuneeseen rypsioljynaytteeseen. Ku-
vasta 25 nahdaan, ettd kummassakin tapauksessa entsymaattinen kasittely on poista-
nut fosfatidihappoa (PA) ja fosfatidyylietanolamiinia (PE) ja kokeiden 14 ja 16 valilla
myos fosfatidyylikoliinia (PC), mutta lysofosfatidihapon (LPA), lysofosfatidikoliinin (LPC)
ja fosfatidyyli-inositolin (P1) maéara on lisdéantynyt kokeiden 14 ja 16 valilla. Lysofosfati-
dien lisdantyminen on merkki siitd, etta entsyymi on toiminut, mutta se, ettd kokonais-
fosforipitoisuus ei ole laskenut paljoa on merkki siitd, ettd entsyymi ei ole toiminut ko-

vin tehokkaasti.
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Kuva 25. Fosfolipidien maara kokeissa 14-18. Kokeesta 15 on madritetty ainoastaan kokonais-
fosforipitoisuus.

Tuloksien perusteella entsyymi ei toiminut niin hyvin happo- ja savikasittelylla puhdis-
tettuun rypsioljyyn, kuin pelkastdén happokasittelylla puhdistettuun rypsioljyyn. Syita
sille, ettd entsyymi ei en&a toiminut niin hyvin, voi olla monia. Syyna voi olla esimerkik-
si se, etta Oljyssa ei ole enda entsyymia aktivoivia partikkeleita, tai se, ettd entsyymia
ei lisatty tarpeeksi jaljella oleviin epapuhtauksiin eli substraattiin ndéhden. Toisaalta sa-
ma maara entsyymia toimi hyvin pelkdstdan happokasiteltyyn rypsioljyyn, joka sisalsi
enemman epapuhtautta. Syyna voi olla myo6s se, ettd vesifaasin pH on entsyymilisayk-
sen jalkeen ollut liian alhainen (kahden kokeen keskiarvo oli 4,2) ja tasta syysta ent-
syymi ei ole toiminut. Alhainen pH voi johtua siitd, ettd pH on ollut muita sy6tt6ja al-
haisempi jo ennen puskurin lisédysta ja néin ollen puskurin teho ei ole ollut riittava saa-
tamaan pH:ta. Toisaalta valmistaja on ilmoittanut, ettd entsyymin pitéisi toimia pH:n

ollessa 3-6, joten tAmakaan ei taysin selitd, miksi entsyymi ei ole toiminut hyvin.

Kokeissa kaytetylle rypsidljylle ei ollut aiemmin tehty kokeita happo- ja savikasittelylla.
Korkeammalla happo- ja emasmaaralla ja alhaisemmalla [Ampdtilalla olisi voitu paasta
alhaisempiin fosforipitoisuuksiin happokasittelyssd tai kayttamalla korkeampaa savi-

maaraa savikasittelyssa.

Sigma-Aldrichin PLC-entsyymilla ei saatu aikaan nakyvid muutoksia fosforipitoisuudessa
tai fosfolipidien pitoisuudessa. Entsyymi ei ollut kaupallinen suurissa erissa valmistetta-
va entsyymi, vaan tarkoitettu l&hinn&d pienen mittakaavan kokeisiin. Entsyymi oli tuotet-

tu sian haimasta eristamalla, joten se olisi vaatinut toimiakseen olosuhteita, jotka mu-
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kailevat elimistén olosuhteita, mitd ei onnistuttu saamaan aikaiseksi lampétilan sdados-

ta ja puskuriliuoksen lisédmisesta huolimatta.

Aiemmissa tutkimuksissa on todettu fosfolipaasi A- ja fosfolipaasi C -entsyymien
yhteiskdytén olevan tehokkaampaa kuin kummankin kayttd yksinddn. On olemassa
kaupallinen fosfolipaasi C -entsyymi, Purifine™ PLC, jota voitaisiin kokeilla joko
yhteiskdyttssd Rohalase PL-Xtran kanssa tai sellaisenaan. PLC poistaa fosfolipidista
vain fosforin sisaltdvéan ryhman, joten voidaan tutkia, saadaanko silla puhdistettua oljya

niin, etta kayttokelpoista rasvaa menisi hukkaan vdhemman.

Rohalase PL-Xtra -entsyymia testattaessa kaytettin yleensé 100 ppm
entsyymiannostusta ja yhden tunnin reaktioaikaa. Kasittelyd voitaisiin testata myos
pidemmalla reaktioajalla, jotta n&htaisiin, onko pidemmalla reaktioajalla merkitysta el

paastaisiinkd silla alhaisempaan fosforipitoisuuteen rypsioljyssa.

7.2 Elainrasva

Elainrasvalle tehtiin haarukoivia kokeita, joiden tavoitteena oli saada entsyymi
toimimaan. Entsyymind kaytettiin Rohalase PL-Xtra PLA2 -entsyymid. Entsyymikokeita
verrattiin nollakokeeseen, joka oli suoritettu samalla tavalla kuin entsymaattinen
kasittely, mutta entsyymi oli jatetty pois. Haarukoivien kokeiden perusteella entsyymi
toimii, kun sitd lisatdan rasvaan reilusti yli valmistajan suositusten. Pidemmalla
reaktioajalla ei ollut merkitystd. Nollandytteen fosforipitoisuus oli 63,1 ppm, ja siihen
verrattuna entsyymi nayttaisi toimivan jonkin verran eri annosmaarilla, mutta ei niin

tehokkaasti kuin rypsioljya kasiteltdessa (taulukko 14).

Taulukko 14. Eléinrasvalle tehdyt entsyymikasittelykokeet ja fosforin maara kasittelyn lopussa.

Entsyymin maara (ppm) Fosforin maara (ppm)
0(1h) 63,1
300 (1 h) 49,1
6900 (1 h) 26,5
6900 (2,5 h) 28,5
6900 (6 h) 32,1

Tavallisella happokasittelylla fosforipitoisuudeksi saatiin 55,3 ppm, ja kun rasva vield
savikasiteltiin, pitoisuudeksi saatiin 11 ppm. Pelkalla savikasittelylla fosforipitoisuudeksi
saatiin 10,6 ppm. Kasittelemattdmassa eldinrasvassa fosforipitoisuus oli 123 ppm.

Happokasittelyyn verrattuna entsymaattinen Kkasittely poisti fosforia jonkin verran



41

enemman, mutta kaytettdessa samaa entsyymiannostusta kuin rypsioljylle kaytettiin
fosforipitoisuudet olivat samaa luokkaa kuin happokasitellyssd rasvassa. Parhaiten

fosforia saatiin poistettua savikasittelylla.

Entsyymikéasittely tehtiin ensin samalla annostuksella, mitd kaytettiin rypsioljyn
kasittelyssa, ja reaktioaika oli yksi tunti. Tuloksista ei voinut paatelld, oliko fosforia
poistunut entsyymin ansiosta, joten kasittely tehtiin isommalla entsyymiannostuksella
ja eri reaktioajoilla. Ensimmainen néyte téssa kokeessa otettiin tunnin reaktioajan
jalkeen, toinen 2,5 tunnin kuluttua ja viimeinen kuuden tunnin kuluttua kokeen
aloittamisesta. Kaikki naytteet denaturoitiin valittomasti ja poistettiin vesifaasi samalla

tavalla kuin kaikissa muissakin kokeissa.

Kasittelyajalla ei ollut merkitysta fosforin poistumisessa, silla ensimmaisen tunnin
jalkeen otetussa naytteessa fosforipitoisuus oli samalla tasolla kuin my6hemmin
otetuissa. Fosfolipidijakauma pysyi enimmakseen suunnilleen samana, mutta
lysofosfatidinapon ja sfingomyeliinin méaéara nousi kokeen edetessa. Myos fosfolipidien

maéra kasvoi kokeen edetessa, mika oli odotettavaa, silla myds fosforin maara kasvoi.

Tuloksista havaittiin, ettd fosfatidihapon ja lysofosfatidihapon méaara oli suurempi hap-
po- ja savikasitellyssé elainrasvassa, kuin entsymaattisesti kasitellyssa rasvassa (kuva
26). Entsymaattisessa kasittelyssa lysofosfatidihapon maara kuitenkin kasvoi kokeen
edetessa, mika on merkki entsyymin toiminnasta. Fosforipitoisuus ei kuitenkaan enaa
laskenut, vaan se nousi, mikd aiheuttaa ristiriidan, silla entsyymin toimiessa myds fos-
forin maaran pitaisi alentua. Verrattuna happo- ja savikasiteltyyn rasvaan, entsymaatti-

nen kasittely kuitenkin poistaa fosfatidihappoa paremmin.

40
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Kuva 26. Fosfatidihapon ja lysofosfatidihapon maarat eri kokeissa.

Entsyymia voitaisiin kokeilla saada toimimaan happokasitellyssa eldinrasvassa, jolloin
osa epadpuhtauksista, jotka saattavat hairitd entsyymin toimintaa, olisi jo saatu
poistettua. Entsyymi& voitaisiin kokeilla my6s rypsidljyn ja eldinrasvan seoksessa,
jolloin eldinrasvan haittavaikutukset entsyymiin olisivat pienemmat. Lisdksi aiemmin on

jo todettu, ettéd PLA2-entsyymi toimii rypsioljyssa.

Eldainrasva sisdltdd kasvirasvoja enemman typpiyhdisteitd, joihin myds proteiinit
kuuluvat, joten eldinrasvojen puhdistamiseen voi suunnitella kokeiltavan proteiineja
hajottavia entsyymeja eli proteaaseja. Proteaaseja on kuitenkin olemassa laaja kirjo,
eikéa tiedetd tarkalleen, minkalaisia typpiyhdisteitd rasva sisdltaa, joten tama vaatisi

suurempaa paneutumista asiaan.

8 Yhteenveto

Tyon tarkoituksena oli tutkia entsyymien kayttdmahdollisuuksia kasvidljyjen ja
eldinrasvojen puhdistamisessa. Haluttiin tutkia, pystyttaisiinkd entsymaattisella
kasittelylla korvaamaan perinteisid puhdistusmenetelmia osittain tai kokonaan ja olisiko
se taloudellisesti kannattavaa. Tutkittiin aiempia tutkimuksia aiheesta ja tehtiin itse ko-

keita.

TyOn teoreettisessa osuudessa selvisi, etta fosfolipaasi-entsyymeilla on onnistuttu ai-
emmissa tutkimuksissa poistamaan fosforia kasvitljyistd menestyksekkaasti. Tutkimus-
tietoa eldinrasvalle tehdystéd entsymaattisesta kasittelystd fosfolipaaseilla ei 16ytynyt.
Kasvidljyjen puhdistamisessa on kdytetty enimmaéakseen PLA- ja PLC-entsyymeja ja par-
haisiin tuloksiin on paasty, kun naitd on kaytetty yhdessa. Tutkimustietoa muiden ent-

syymien kaytosta kasvioljyjen ja eléinrasvojen puhdistamisessa ei 16ytynyt.

Tyon kokeellisessa osuudessa ei ollut tarkoitus tehda téaydellistda vertailua perinteisen
puhdistuksen ja entsymaattisen puhdistusmenetelman valilla, koska kayttssa ei ollut
optimoituja olosuhteita kummallekaan menetelmélle. Ty6ssd keskityttiin tutkimaan
entsyymejd ja niiden toimivuutta sek@ soveltuvuutta kasvidljyn ja eléinrasva

puhdistamiseen.

Kokeiden perusteella selvisi, ettéd ainakin Rohalase PL-Xtra fosfolipaasi A2 -entsyymi

toimii ja silla saadaan alennettua fosforipitoisuutta rypsioljyssa. Kokeessa kaytetyissa
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olosuhteissa  entsymaattinen  puhdistusmenetelm& vaikuttaa tehokkaammalta
fosforinpoistomenetelmaltd kuin happopuhdistus. Olosuhteet eivat kuitenkaan olleet
optimoidut kummallekaan menetelmalle, joten taysin pitdvia johtopaatoksia ei voida

tehda.

Tyon alussa keskitytettiin  etsimdan sellaiset olosuhteet, joissa entsyymi toimi
tyydyttavasti, mutta siitd huolimatta kokeiden toistettavuus ei ollut kovin hyva.

Entsyymi toimisi varmemmin, mikali olosuhteet sen kaytolle optimoitaisiin.

Kokeissa kaytettiin myds Sigma-Aldrichin toimittamaa fosfolipaasi C -entsyymi, jota ei
saatu selvasti toimimaan missadn olosuhteissa rypsidljylle eikd eldinrasvalle. Tata
entsyymia ei ole saatavilla teollisen mittakaavan vaatimissa maarissd, joten talla
entsyymilla ei ole kannattavaa jatkaa tutkimusta. Entsyymi on eldinperdinen, minka
takia se on vaikeasti saatavaa ja kallista. Eldinperaiset entsyymit myds toimivat eri
olosuhteissa kuin fermentoimalla tuotetut, joten naitd kahta ei voi verrata keskendan,

vaikka kyseessé olisi sama entsyymi.

Rohalase PL-Xtra -entsyymi toimi myos eldinrasvaan, mutta ei niin tehokkaasti kuin
rypsidljylle ja entsyymia taytyi lisatd moninkertainen maara valmistajan suositukseen
nahden. Pidempaa reaktioaikaa kokeiltiin, mutta sillA ei todettu olevan merkitysta
fosforipitoisuuden alenemisen kannalta. Sigma-Aldrichin PLC-entsyymia ei testattu

eladinrasvaan laisinkaan.
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Kaupallisia ja saatavilla olevia entsyymeja

Liite 1
1)

PLA1 Sigma Al 10 KLU/g |10 000 5 50-55 EC 3.1.1.32 Thermomyces lanuginosus (Lecitase is a trademark of Novozymes Corp. Lecitase Ultra )
10 000 Thermomyces lanuginosus/Fusarnum oxysporum, suositellaan kdytettdvan 3 kk sisalid
PLAA Movozymes |[Lecitase® Ultra 10 KLUig [Uig 5 50-55 EC31.13 toimituksesta
10400 10 400
PLA1 Novozymes |Lecitase® Novo |LEU/g Uig 5 45 Fusarium oxysporum,
10000 10 000
PLAZ AB Enzymes |Rohalase PL-Xtra |PLU/g Uig 3555 3-6 50-58 50-55| 60 min|CAS 8001-84-7| Trichoderma reesei
Phospholipase 20 000 CAS 0001-84-7
|PLAZ Sigma A2 20 Uimg |Ulg = 8 z 7 fEC 3114 from bovine pancreatic
1100
PLAZ Danisco LysoMax® Oil LATUIg 510 ~8 55-65 55 30 min Bacillus licheniformis, sdilyy 12 kk
PLAZ2 DSM Gumzyme™ - - Aspergillus niger
10190 10 190
PLAZ MNovozymes |Lecitase® 10L LEUIg Uig 5.5 65 from porcine pancreas
PLC Verenium  |Purifine PLC = = Pichia pastoris
200 200 000
i Sigma Phospholipase C  |U/mg Ulg 6,6-8.0 T3 a7 CAS 8001-86-9| bacillus cereuts, maara anviolta 2 ma (pakastimessa) - jauhe
100 100 000
‘[PLD Sigma Phospholipase D |Uimg Uig 5,6 30 CAS 9001-87-0|Type IV from cabbage, maara 1,5 mg {pakastimessa) - jauhe




Liite 2

1(2)
Laskuja
Peruskaavat: c=n/V m=n*M n=c*V->m=c*M*V
cl*Vl=c2*V2[W1=c2*V2/cl
Natriumhydroksidi -liuokset:
Rohalase PL-Xtra, happo- ja savikasittelyssa tarvittavat:
20 p-% NaOH: NaOH massa / (NaOH massa + veden massa) = 0,2 = 20 %
159/ (15+60g)=0,2
4 mol/l NaOH: ¢ =4 mol/l M =40 g/mol V=200 ml

m =4 mol/l * 40 g/mol * 0,21 =32 ¢g
(%-osuus: (32 g/ 200 g) *100 % = 16 %)

1 mol/l NaOH: ¢ =1mol/l M =40 g/mol V=100 ml
m =1 mol * 40 g/mol * 0,11 =4g¢g

PLC-kokeissa tarvittavat:

Kaliumdivetyhydroksidi 1 mol/I:
c=1mol/l M=136,09 g/mol V =100 ml
m =1 mol * 136,09 g/mol * 0,1 1 = 13,09 g

Kaliumdivetyhydroksidi 0,1 mol/I:
¢ = 0,1 mol/IM = 136,09 g/mol V = 250 ml
m = 0,1 mol * 136,09 g/mol *0,251=3,4 g

Puskuriliuos pH = 7.3:

100 ml 0,1 mol/l KH2PO4 + 74 ml 0,1 mol/l NaOH
tai
100 ml 1 mol/l KH2PO4 + 74 ml 1 mol/l NaOH

Entsyymilaimennokset kokeissa:
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Rohalase PI-Xtra:

100 ppm = n. 330 U, kun 6ljyd on 320 g

Koska 1 ml laimentamatonta entsyymia sisaltda n. 10000 U, tehd&an laimennos 1:10
1000 U/ml (ml PLA2 + 9 ml H,0)

—>330 U/ml * 10 ml = 1000 U/ml * x

—->x =330 U/ml * 10 ml / 1000 U/ml = 3,3 ml

—>330 U/ml (3,3 ml 1:10 laimennosta + 6,7 ml H,0)

—>Pipetoidaan 1 ml entsyymilaimennosta 320 g 0ljya.
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Entsyymin aktiivisuuden testaus

Varastoliuos NaOH 0,5 mol/I:

Ty6liuos NaOH 0,05 mol/I:

c= 0,5 mol/l M =40 g/mol V =250 ml
m = 0,5 mol/l * 40 g/mol * 0,251 =5¢

¢l = 0,5 mol/l c2 = 0,05 mol/l V2 = 250 ml
V1 = 0,05 mol/l * 250 ml / 0,5 mol/l = 25 ml
- Mitataan 25 ml 0,5 mol/l NaOH:a 250 ml:n mittapulloon

ja taytetdan pullo merkkiin asti.

pH:n s&&té NaOH 0,1 mol/I:

¢ = 0,1 mol/I M= 40 g/mol V=250 ml
m = 0,1 mol/l * 40 g/mol * 0,251 =1¢

pH: saatd, suolahappo 0,1 mol/I:

* Substraath

P =1,18 g/ml = 1180,0 g/I

n = 1180 g/l / 36,46 g/mol = 32,36 mol

¢ = 32,36 mol/I

¢l = 32,36 mol/l c2 = 0,1 mol/l V2 = 250 ml

V1 = 0,1 mol/l * 250 ml / 32,36 mol/l = 0,77 ml

- Mitataan 0,77 ml laimentamatonta suolahappoa 250 ml:n

mittapulloon ja taytetédan pullo merkkiin asti.

~ Lesitiing fosfatidyylikoliind} 20100 g /1

~ 20 mM CaCl;

- pH 4.5 sBidetasn 0,1 M HCEHa

Tal

- pH & s88detdsn 0,1 mM NaOH:lla

-3 Homogenisoint 1 min
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Entsyymilaimennos:
e Niin, ettd NaOH kulutus on n. 10-20 ml
¢ Rohalase PL-Xtraa laimennetaan 1:1000 tai 1:10000

e Sigma-Aldrichi PLC -entsyymiliuosta ei tarvitse laimentaa

(V1-V0)+=c(NaOH) 1000

= U/ml
t=laim.kerroin

V1 = NaOH kulutus (ml)
VO = NaOH kulutus nollandytteessa (ml)
¢ = NaOH konsentraatio

t = aika (min)
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Tuloksia

Taulukko 1.  Loput analyysit, jotka tehtiin kasitellylle rypsidljylle.

Taulukko 2. Loput analyysit, jotka tehtiin PLC -entsyymilla kasitellyille naytteille.



2(2)

Yesi Typpi Monaglyseridit |Diglyseridit  Triglyseridit | Oligomeerit  Rasvahapot | Oljypitaisuus ;I;S;::Ijiw“
gk mofkg area-% area-% area-% area-% area-% %o mofky
EK 10 L1 + 370 ppm
CA + 81 ppm 190 13 03 2B 945 01 26 94
Ma0H + 2% H20
Mallzkos, 1 M
puskuriiuos 5 mi, 240 12 02 24 95 8/=0.1 15 102|<0.5
1h
EH 5 mIPLC, 1 M
puskur luos 5 mi, 9k oz 25 95 7 =01 1.7 10105
1h
EW 5 milPLC, 1 M
puskur luos 5 mi, 8k o2 24 95 3(=01 16 105 <05
2,5h
EHW 5 milPLC, 1 M
puskuri liuos 5 ml, 95 o1 2h S5 6 01 15 101 |=<04
Bh
e 92, 0] 1L 260 13 03 25 55,3/ <01 19 101|<0 5
puskurilivos 20 ml
SHAIT A D 290 13 01 23 596,1|<0,1 15 101|<0 5
puskurilives 10 ml
Taulukko 3.  Tulokset muista analyyseista jotka tehtiin kasitellylle eldinrasvalle.
: : I - . e : . “ Fosfatidyyli Matrium  Kalsium  Magnesiom
Wagi Typpi Monoglyseridit Diglyseridit  Triglyseridit Qligomeerit Rasvahapot  Oljypitoisuus allyserl FF&  FHauta (Fe) (Na) (Ca) (M)
Hi 5300 520 18 187 52,1 02 17,1 55«08 17 5 42 25 2 05
2 450 580 18 185 61,2 05 18 91|=05 18,7 07/=10 07 04
HH + SK 510 21 194 59,2 02 192 73|=05 17 04/<10 =03 =03
Mallakas 540 700 18 189 60,3 03 182 92|=05 187 a7 137 422 45
o SR FLAZ 710 13 129 58 06 72 52|<0.5 %62 21 143 55 09
o e PLAS 710 15 127 56 02 295 50(<0.5 0 16 183 8.8 09
o eetnpem PLAZ 360 B0 44 17.1 E15 03 B8 99|<0 5 254 1 33 36 06
EK 310 ppm PLAZ 560 [==n] 15 1873 60,3 03 195 90|05 17 106 137 44 4 4.4
EK 300 ppm PLAZ 740 BS0 13 184 606 02 195 89|<05 189 a4 1556 343 a8
Mallakas 440 520 18 188 61,3 04 177 a7 |<05 184 419 179 £9 194
Ek 30 ppm PLAZ 450 623 18 188 615 02 175 94|<0 5 205 442 159 72 2045
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