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Overenie Struktirnej analyzy triacylglycerolovych tukov
a olejov pouzitim Grignardovho ¢inidia

VACLAV KOMAN — JARMILA HOJEROVA — MIROSLAV ZAHORANSKY

Sahrn. Sleduje sa stereospecificky a materialovo priaznivejsia Strukturdlna analyza triacylglycerolovych
molekil prirodnych i preesterifikdciou pozmenenych vzoriek tukov a olejov, a z toho potom vyplyvajice
korelacie vyslednych fyzikdlnych, chemickychibiologickych vlastnosti. K tomu sa overovala a upravovala
ta ast metodickych nadvidznosti, ktora je uréujicou o do stereospecificity distribiicie mastnych kyselin
na jednotlivych polohdch triacylglycerolovych molekil.
Vyuzil, overil a upravil sa sposob hydrolyzy triacylglycerolovych tukov a olejov s Grignardovym
~ ¢&inidlom a porovnal sa s doteraz bezne pouZivanou stereopecifickou hydrolyzou s pankreatickou lipazou.
Na porovnavanie oboch hydrolyzujicich ¢inidiel sa neriadenym sposobom preesterifikacnej reakcie
pripravila sada vzoriek zmesi hovidzieho loja a slneCnicového oleja. Ukézalo sa, Ze limitujicou
podmienkou aplikacie Grignardovho cinidla pri Struktirnej analyze triacylglycerolov je reprodukovatel-
né rozliSenie 1,3-monoacylglycerolov a 2-monoacylglycerolov vzniknutych hydrolyzou pdvadnych
vzoriek triacylglycerolov.

Teoreticka Cast

Triacylglycerolové tuky a oleje (TAG) sii neodmysliteInou siicastou kazdodennej
vyzivy ¢loveka.

Pri priemyselnej vyrobe jedlych tukov jednym z najperspektivnejsich, technolo-
gicky i ekonomicky prijateInych procesov sa javi proces medzimolekuldrnej preeste-
rifikacie (MPE) [1].

Reakcia MPE v dosledku jednoduchého a energeticky nenaro¢ného preusporia-
dania, resp. redistribicie mastnych kyselin (MK) v molekuldach TAG mé za nasledok
dalekosiahle zmeny fyzikélnych vlastnosti. V porovnani s parcidlnou katalytickou
hydrogenaciou zmena vlastného findlneho produktu prebieha bez tvorby neziadu-
cich sekundérnych transizomérov nenasytenych MK [2, 3].

Vychodiskovym podkladom na rieSenie moZnych funkcnych zévislosti pre hlada-
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nie korelacii reakénych podmienok MPE sa mozZu stat iba presne definované
Struktiry molekil TAG.

Celkovy postup na urcovanie vSetkych typov Struktiar molekil TAG sa vypracoval
a schematicky znazornil v praci [4].

K poprednym a v sicasnosti najcastejSie pouzivanym metédam urcovania stereo-
Specifickej distribiicie MK v molekulach TAG patri metdda enzymatickej hydrolyzy
s pankreatickou lipazou.

PodTla vysledkov viacerych autorov [5—7] je pankreaticka lipaza stereo$pecificka
na polohu C-1 a C-3 suméarne. Produktmi tejto hydrolyzy potom si 2-monoacylgly-
ceroly (MAG), 1,2-diacylglycerol, resp. 2,3-diacylglycerol (DAG) a volné MK
prevazne z polohy C-1 a C-3 sumdrne.

Pri stidiu Struktiry tukov vyuZitie pankreatickej lipazy nezavisle od seba navrhli
Vander Wal [8] a Coleman [9].

V sii¢asnosti najcastejsie pouzivanou metodikou na urcovanie distribiicie MK na
jednotlivych polohach molekil TAG je stereoSpecificka hydrolyza, ktora vypraco-
val Luddy a Barford [10]. Jej aplikacie pri $tidiu redistribicie MK v procesoch
zusfachfovania rastlinnych olejov pri vyrobe jedlych tukov uvadzaja prace
[4, 11, 12].

PodIa novsich vysledkov niektorych prac [13—15] je posobenie pankreaticke;j
lipazy na jednotlivé polohy MK v molekuldch TAG iba obmedzene stereospecifické,
pretozZe polynenasytené a kratkoretazcové MK v porovnani s nasytenymi a dlhore-
tazcovymi MK hydrolyzuji prednostne, v dosledku ¢oho je urCovanie Struktiry
tukov a olejov zatazené urcCitou chybou.

Vzhladom na mnozstvo faktorov ovplyvnujicich stereoSpecificitu hydrolyzy
tukov s pankreatickou lipdzou bola povodna Luddyho [10] metodika z viacerych
hladisk spresnena v praci Bezakovej [6] a Hojerovej [16].

Moznost nahradit stereoSpecificki hydrolyzu TAG pankreatickou lipazou pri
urcovani Struktir molekil TAG tukov a olejov chemickou hydrolyzou s Grignardo-
vym ¢inidlom naznacili Franzke a spol. [17, 18] a Kuksis a spol. [19].

Ako reak¢né produkty hydrolyzy s Grignardovym c¢inidlom uvadzaji Hollstein
a spol. [20] 1-MAG, 1,2-DAG, 2-MAG a 2,3-DAG a tercidlne alkoholaty
s mastnymi kyselinami uvolnenymi hydrolyzou.

Cielom predlozenej price bolo overit Grignardovo Cinidlo ako novi sucast
celkového postupu pri Struktirnej analyze TAG molekil tukov a olejov a porovnat
chemicki hydrolyzu TAG s Grignardovym cinidlom s doteraz pouzivanou metédou
stereospecifickej hydrolyzy s pankreatickou lipazou.

Experimentalna ¢ast

Na overenie mozZnosti aplikdcie Grignardovho cinidla pri urCovani Struktiry
molekil TAG sa volili tuky a oleje; ktorym sa urcilo jodové &islo (JC), ¢islo
zmydelnenia (CZ) [21] a teplota topenia t. top.) [22].
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Pouzité vzorky tukov a olejov:

SIneénicovy olej (SO): JIC=130,3, CZ =188, t. top. = —16 °C,
Hovédzi loj (HL): JC= 499, CZ =198, t. top. =42,6 °C.
Pripravili a sledovali sa tieto kombinacie pomerov:
SO:HL=1:1, pévodny, JC=97,8 CZ=193, t.top.=37,5°C
SO:HL=1:1,preest, JC=97,6, CZ=193, t.top.=32,9°C
SO:HL =1:2, pdvodny, JC=83,8, CZ=194, t. top. =39,7 °C
SO:HL=1:2,preest, JC=83,9, CZ=193, t.top.=34,9°C

Preesterifikacia sa uskutoCnila v celosklenej laboratérnej aparatire s metano-
laitom sodnym ako katalyzdtorom za podmienok: teplota=140°C, tlak=
=1,067.10° Pa, mnoistvo katalyzatora = 0,5 hmotn. %, reakény ¢as =0,5 h, atmo-
sféra = dusik.

Distribicia MK na jednotlivych polohach molekil TAG povodnych a preesterifi-
kovanych vzoriek tukov sa urcila dvoma sposobmi:

— metddou enzymatickej hydrolyzy s pankreatickou lipazou, postupom, ktory je
opisany v [2, 4, 10],

— metoédou chemickej hydrolyzy s Grignardovym cinidlom [17, 18] doplnene;j
' vlastnymi dpravami:

K Cerstvému etylmagnéziumbromidu pripravenému pre kazda vzorku [23, 24] sa
osobitne v sklenej aparatiire priamo za stucasného spustenia mieSania pridala vzorka
tuku rozpusteného v suchom éteri. Po 45 s sa pridala kyselina octova a po dalsich
45 s sa hydrolyza prerusila pridavkom vody. Eterova vrstva sa postupne premyvala
vodou.a hydrogénuhli¢itanom sodnym a vysuSila cez bezvody siran sodny.

Rozdelovanie a izoldcia produktov chemickej
a enzymatickej hydrolyzy

Na rozdelovanie produktov chemickej a enzymatickej hydrolyzy sa aplikovala
technika adsorpinej chromatografie na tenkej vrstve silikagélu (TLC).

Pripravené silikagélové platne sa aktivovali termicky 30 min pri 110 °C a po
naneseni hydrolyzovanej vzorky v pase sa vrstvy TLC vyvijali vzostupnym sposobom
v sklenych kyvetach.

Vyvijacim ¢inidlom bola zmes petroléter—dietyléter—kyselina octo-
va=280:17:3. Po detekcii parami j6du sa jednotlivé zony — produkty hydrolyzy
vySkrabali a vyextrahovali do zmesi chloroform—metanol=2:1.

Po enzymatickej hydrolyze TAG s pankreatickou lipazou sa frakcia volnych
MK C-1,3 a MK z frakcie 2-MAG pouzili priamo na pripravu metylesterov MK a ich
GLC analyzu. Po chemickej hydrolyze s Grignardovym cinidlom sa frakcia MAG
znovu rozdelila technikou TLC na vrstve silikagélu impregnovaného kyselinou
boritou [18, 19]. Dalsi postup — aktivacia, vyvijanie a detekcia TLC bol obdobny,
ako je uz uvedené. '



Rozdelovacia plynova chromatografia mastnych kyselin

K tomu sa frakcia volnych MK z C-1,3 poldoh a MK frakcie 2-MAG po
enzymatickej hydrolyze s pankreatickou lipazou i MK frakcie MAG po chemickej
hydrolyze s Grignardovym Cinidlom upravili na metylestery podla Christophersona
a Glassa [25]. :

Analyza metylesterov MK, produktov enzymatickej a chemickej hydrolyzy
povodnych a preesterifikovanych vzoriek tukov sa uskutocnila rozdelovacou plyno-
vou chromatografiou (GLC) za rovnakych podmienok ako v praci [2].

Vysledky a diskusia

Vysledky aplikdcie Grignardovho Cinidla pri Struktirnej analyze tukov a olejov
potvrdzuji, Ze reakénymi produktmi chemickej hydrolyzy TAG si:

a) monoacylglyceroly, ktoré podla [17—19] obsahuji okrem 2-MAG i urcité
mnozstvo 1-MAG,

b) diacylglyceroly, ktoré st zmesou 1,2-DAG a 2,3-DAG, resp. aj 1,3-DAG,

c) tercialne alkoholaty s mastnymi kyselinami uvolnenymi hydrolyzou.

Rozdelenie zmesi izomérov 1-MAG a 2-MAG Franzkeho technikou na TLC
vrstve silikagélu impregnovaného kyselinou boritou sa doteraz nepodarilo reprodu-
kovat. V dosledku toho sa na GLC analyzu MK poutzila celkova frakcia MAG bez
blizsieho rozlisenia 1-izomérnych a 2-izomérnych foriem MAG.

Vysledky GLC analyzy MK frakcie MAG po chemickej hydrolyze s Grignardo-
vym ¢inidlom a MK frakcie MAG po stereospecifickej hydrolyze s pankreatickou
lipdzou uvadzaji tabufky 1—4. Z ich porovnania vyplyva, Ze obsah izomérnych
foriem 2-MAG po chemickej hydrolyze s Grignardovym ¢inidlom je vyrazne vyssi
ako obsah izomérnych foriem 2-MAG po hydrolyze s pankreatickou lipdzou. To
potvrdzuje, ze stereospecifita pankreatickej lipazy je mensia, ako sa predpoklada
[13—15].

Tabulka 1. Zastipenie mastnych kyselin v reakénych produktoch chemickej a enzymatickej hydrolyzy
vzorky SO:HL =1:1, pdvodna

Table 1. Percentage of fat acids in reactive products of chemical and enzymatic hydrolysis of the sample
SO:HL=1:1, original

Mastné kyseliny [hmotn. %]
Frakcia| Typ hydrolyzy Z% zS U
Cis:o | Cisio | Cisio | Cigr | Cis2

TAG 0,3 17,0 11,0 32,7 39,2 | 100,2 | 28,3 71,9
MAG | chemicka 0,1 19,7 20,8 27:3 32,0 99,9 | 40,6 59,3
MAG | enzymaticka 2,0 30,1 10,1 32,0 25,8 | 100,0 | 42,2 57,8
VMK | enzymatickd 1,2 26,8 14,0 33,0 24,7 99,7 | 42,0 57




Tabulka 2. Zastdpenie mastnych kyselin v reakénych produktoch chemickej a enzymatickej hydrolyzy
vzorky SO:HL =1:1, preesterifikovand

Table 2. Percentage of fat acids in reactive products of chemical and enzymatic hydrolysis of the sample
SO:HL=1:1, preesterified

Mastné kyseliny [hmotn. %]
Frakcia| Typ hydrolyzy 2% =S 22U

Cu:o | Cis:o | Cisio | Cis:r | Cusez
TAG 1,4 17,0 39 32, 39,9 100,5 28,3 71,9
MAG | chemicka 3,1 20,3 10,0 30,4 35,9 99,7 334 66,3
MAG | enzymaticka 2.5 23.2 5,8 221 46,5 100,1 31,5 68,6
VMK | enzymaticka 1,3 20,0 8,2 334 37,1 100,0 29,5 70,5

Tabulka 3. Zastipenie mastnych kyselin v reakénych produktoch chemickej a enzymatickej hydrolyzy
vzorky SO:HL =1:2, pévodna

Table 3. Percentagé of fat acids in resctive products of chemical and enzymatic hydrolysis of the sample
SO:HL=1:2, original

Mastné kyseliny [hmotn. %
Frakcia| Typ hydrolyzy 2% 28 22U

Cuo | Ciso | Cigco | Cisr | Cisz
TAG 1,8 24,3 1.5 30,3 324 100,3 37,6 62,7
MAG | chemicka 3,3 20,2 15,9 34,0 26,7 100,1 394 60,7
MAG | enzymatickd 5,0 23,6 122 35,6 23,2 99.6 40,8 58,8
VMK | enzymaticka 1,2 28,0 13,3 42,3 15,5 160,3 42,5 57,8

Tabufka 4. Zastipenie mastnych kyselin v reakénych produktoch chemickej a enzymatickej hydrolyzy
vzorky SO:BL =1:2, preesterifikovana

Table 4. Percentage of fat acids in reactive products of chemical and enzymatic hydrolysis of the sample
SO:HL =1:2, preesterified

Mastné kyseliny [hmotn. %]
Frakcial Typ hydrolyzy Z% zS ZU

Ci:o | Cis:0 | Cisio | Cisar | Cigez
TAG 1,% 24,2 11,7 30,3 32,0 100,1 37,8 62,3
MAG | chemicka 3,6 17,3 15,1 33,1 21,0 100,1 36,0 64,1
MAG | enzymaticka 5,0 27,2 11,2 36,9 20,6 100,0 | 434 56,6
VMK | enzymaticka 2,4 26,3 12,9 353 23,0 99,9 41,6 58,3

Vzhladom na reprodukovatelnost hydrolyzy s Grignardovym cinidlom a celkové
porovnanie met6dy chemickej a enzymatickej hydrolyzy TAG tukov mozno podia
vysledkov prace uviest, Ze chemickil hydrolyzu TAG treba uskutoCnovat vidy
s Cerstvym Grignardovym fZinidlom. Vlastna priprava Cinidla je pomerne pracna
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a Casovo narocna. Po fazu nanaSania hydrolyzovanej vzorky na TLC vrstvy trva
chemicka hydrolyza s Grignardovym ¢inidlom asi 3,5 h (vratane pripravy Grignar-
dovho ¢inidla), kym enzymatickd hydrolyza s pankreatickou lipazou len 0,75 h.

Napriek menej priaznivym ¢asovymrelaciam je vyhodou chemickej hydrolyzy, ze
vzdy Cerstvo pripravené Grignardovo ¢inidlo dava reprodukovatelné vysledky a nie
je viazané na potrebu tzkoprofilovych chemikalii z dovozu. Naproti tomu pankrea-
ticka lipaza, pouzivana pri enzymatickej hydrolyze, je pomerne tazko dostupna
a prevaine importovana (napr. fy. Reanal Finomvegyszergyar, Budapest) a jej
aktivita i stereoSpecificita sa skladovanim vyrazne meni v neprospech pozadovanej
analyzy. Keby sa dodrziavala poZiadavka overovania aktivity pankreatickej lipazy
pri kazdom jej pouziti, jej relativne priaznivé Casové relacie proti hydrolyze
s Grignardovym ¢inidlom by sa eliminovali.

Skutocnost, Zze vysledky enzymatickej hydrolyzy molekil TAG st ovplyvnené
chybou, ktora vyplyva z [ahSej hydrolyzovatelnosti polynenasytenych MK a kratko-
retazcovych MK v porovnani s ostatnymi MK, potvrdzuji okrem inych aj vysledky
chemickej a enzymatickej hydrolyzy, ktoré sa porovnavaji v tabulkdch 1—4
a znazornuje ich obr. 1. Z nich vyplyva, Ze po stereoSpecifickej hydrolyze vzoriek
TAG s pankreatickou lipazou zastipenie polynenasytenych MK (reprezentované
kyselinou linolovou Cis:2), ako aj zastiipenie nasytenych MK (najmi kyseliny

Yo MK Uy MK
C1a:9 C16: C18:0 C18:1 Cig:2 28 20
507 100
40 80
30 60
20 40
104 20
ABCO ABCD ABCD ABCD ABCD ABCD ABCD

Obr. 1. Grafické znazornenie zastipenia mastnych kyselin v jednotlivych frakcidch chemickej a enzyma-
tickej hydrolyzy SO:HL =1:1, pov. (podla tab. 1). A —TAG povodnej nehydrolyzovanej vzorky, B—
MAG frakcie chemickej hydrolyzy, C — MAG frakcie enzymatickej hydrolyzy, D — rakcie
enzymatickej hydrolyzy.
Fig. 1. A graphic representation of fat acids’ percentage (% MK) in individual fractions of chemical and
enzymatic hydrolysis SO: HL = 1:1, original faccording to Table 1). A — TAG of an original nonhydro-
lyzed sample, B — MAG of chemical hydrolysis fraction, C — MAG of enzymatic hydrolysis fraction,
D — VMK of enzymatic hydrolysis fraction.




palmitovej Cis.0), frakcie volnych MK (predpokladéme z polohy C-1 a C-3
sumarne) a MK z frakcie MAG (predpokladame 2-MAG) je takmer totozné. To
nezodpoveda teérii 1,3-ndhodilej a 2-ndhodilej distribucie tychto MK kyselin
v prirodnych tukoch a olejoch.

Na zdklade uvadzanych vysledkov mozno pre Stidium definovanych Struktir
TAG pdvodnych a preesterifikovanych tukov chemickd hydrolyzu TAG molekil
s Grignardovym cinidlom odporicat ako vhodni alternativnu metodu hydrolyzy
s pankreatickou lipazou. Aby sa dosiahla vicSia presnost v definovani distribicie
MK v TAG molekulach v C-2 polohe osobitne a C-1 a C-3 polohe sumarne, zostiava
este spresnit rozliSenie izomérnych foriem 1-MAG a 2-MAG na tenkych vrstvach
silikagélu modifikovaného kyselinou boritou. Tym sa Stadium Struktir TAG
molekul tukov a olejov dostdva do celkove priaznivejsich analytickych relécii.

Zoznam pouzitych skratiek

TAG — triacylglycerol
DAG — diacylglycerol
MAG — monoacylglycerol

MK  — mastné kyseliny

MPE — medzimolekulova preesterifikacia

SO  — slnecnicovy olej

HL  — hovidz loj

JC  — j6dové &islo

CZ  — dislo zmydelnenia

t. top. — teplota topenia

TLC — tenkovrstvova adsorpéna chromatografia

GLC — rozdelovacia plynova chromatografia

Cia:.0 — kyselina myristova

Cis:0 — kyselina palmitové

Cis:o — kyselina stearova

Cis:1 — kyselina olejova

Cis.2 — kyselina linolova

Z % — sucet percent

TS  — sidet nasytenych mastnych kyselin [%]

2£U — sidet nenasytenych mastnych kyselin [%]
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IMposepka cCTPYKTYPHOTO aHANIK3A TPHANKILIHIEPHHOBLIX KHPOB
H Macell ¢ IPEMeHeRHeM peakTusa I prHbspa

Pesome

Paccmatpupaetcs Gonee 61aronpuATHLIM B CTEPEOCHELM(PUYECKOM M MAaTePHalLHOM OTHOLICHUM
CTPYKTYPHBIH aBalu3 TPHALMITIMUEPHHOBBIX MOJIEKY] NPHPONHBIX ¥ M3MEHEHHBIX nepeaTepucuKa-
iHeH 00pa3roB XHPOB M Macell M BBITEKAIOMME M3 3TOT0 KOPPeNslNH MONYYeHHbIX (H3MYECKHUX,
XMMHUYECKHX M OMONoruyeckMx CBOHMCTB. [Inst 3TOro npoBepsitack ¥ TNpHcHocaGiMBanach Ta YacTh
METOIMYECKHX NOCIEI0BATENbHOCTEN, KOTOPas SBISETCS ONpPefeNsiome B OTHOWEHUM CTEPEOCTIEUH-
(buUHOCTH pacTpENeieHns XUPHBIX KKCIOT MO OTAEHbHBIM TONOXEHHSM TPHALMIIIHMIIEPHHOBBIX
MOJNIEKYJL.

Bbin ucrnone308aH, NPOBEPEH M MPUCIOCOGIEH COCO6 TMAPONM3a TPUALMITIMUEPHHOBLIX XUPOB
¥ Macesl ¢ peakTHBOM ['pHHBSDA H IPOBEJIEHO CPABHEHHUE C OOBIYHO MPUMEHSBIIMMCS cTepeocnemdu-
YECKHMM T'HIPOJIA30M C JIMMA30# NOIXKEIYJ0UHOH XeNe3bl.

[lns cpaBHeHmst 060MX HAPOIH3MPYIOIMX PEKTHBOB GBI H3roTOBNEH Habop 00pa3LOB Heynpaslise-
MbIM CIIOCOGOM pEakuuW Nepe3aTepHpMKAI|M H3 CMECH TOBSXBEro XHMpa W MOJCOJHEYHOro Macia.
Oxka3anoch, 4TO JIUMHTHDPYIOIIMM YCIOBHEM [UIsl NPHMEHEHHS peaKTHBa [PHHBAPa NMPH CTPYKTYPHOM
aHaJIM3€ TPHALMITTMLEPHHOB SBJISETCS BOCHPON3BOAMMOE PasiudeHue 1,3-MOHOAIMITTHIEPHHOB U 2-
MOHOALMITJIHIEPHHOB, BO3HHKLIMX B PE3Y/IbTAaTE MHAPOJIH3a HCXONHBIX 00Pa3L0B TPHALMITITMIEPHHOB.
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A verification of the structural analysis of triacylglycerol
fats and oils by utilization of the Grignard reagent

Summary

The present work deals with the possibility of using stereospecifically and materially more favourable
structural analysis of triacylglycerol molecules of natural and by preesterification changed fat and oil
samples as well as with resulting correlation of physical, chemical and biological properties obtained.
Further, a verification and also a modification were made of that part of methodic linkings that is
determinant as to stereospecification of distribution of fat acids in individual positions of triacylglycerol
molecules. The method of hydrolysis of triacylglycerols, using the Grignard reagent had been tested and
modified and then it was compared with the hitherto commonly applied stereospecific hydrolysis using
pancreatic lipase.

To make the comparison of these two hydrolyzing reagents possible, a set of samples of beef tallow and
sunflower oil mixtures was prepared by an uncontrolled method using preesterifying reaction.

It has been stated that a limiting condition of the Grignard reagent application in structural analysis of
triacylglycerols is the reproducible differentiation of 1,3- and 2-monoacylglycerols dehydrolyzed from
original triacylglycerols.



