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Struktirna analyza lipidov
I. Hypotézy polohovej distribiicie mastnych kyselin v triacylglyceroloch

STEFAN SCHMIDT

Sthrn. V préci sa prehladne opisuji rozne hypotézy polohovej distribicie mastnych
kyselin v triacyiglvcerolovych molekulach. Cerpalo sa pritom z Gdajov literatary a vlast-
nych sksenosti autora. Osobitne sa zdéraznila hypotéza distribiceie mastnych kyselin spé-
sobom I-ndhodne-2-ndhodne-3-nihodne a Vander Walova hypotéza 1.3-ndhodne-2-na-
hodne

Pouk«alo sa aj na platnost. resp. obmedzenic distribuénych vypoétovych hypotéz a vwho-
dy ostatne menovanej hypotézy pri Struktirnej analyze olejov a tukov rasttinného povodu.

So vzrastanim mnoZzstva analytickych udajov o zlozZeni triacylglyvcerolovych
molekiil prirodnych tukov a olejov sa zvySovalo usilie vyiadrit matematické
tormulacie odvodzujice zlozenie triacylglycerclov (TAG) zo zloZenia mast-
nych kyselin (MK). Pretoze glycerol mé tri hydroxylové funkéné skupiny a
moze teda viazaf tri acyly mastnych Kyselin, existuju velké moznosti tvorby
roznych TAG izomérov. Daubert {1} odvodil matematické vztahy na vypocet
maximalneho poc¢tu moznych TAG molekulovych Struktir, vytvorenych z
roznych MK. Autor formuloval vztahy v zavislostt od analyticky roziiSenych
TAG izomérov: n® - vietky, (n’ + n?)/ 2 - optické nie a (n® + 3n? + 2n)/ 6 -
bez rozliSenia TAG izomérov. Pri vi¢Som pocte mastnych kyselin v tuku
(zvycajne 5 az 15 roznych MK) je pocet roznych TAG S$truktir velmi vysoky.
Najkomplexnejéi prirodny tuk — tuk z kravského mlieka mdze obsahovat az
142 druhov MK [2]. ktoré s schopné vytvorit neuveritelny pocet (takmer
3 miliony) struktir TAG molekul. Mastné kyseliny nie st rozdelené v triacyl-
glyceroloch ndhodne (randomizovane), ale podla ur¢itych pravidiel enzvimo-
ve} blosyntézv TAG molekdl. V ramcei urcitych obmedzujucich podmienok
boli uvedené viaceré hypotézy mastnvch kvselin v triacviglyceroloch.
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Distribuéné hypotézy

A. Hypotéza distribicie mastnych kyselin spésobom 1 — nahodne —
2 — ndhodne - 3 - nahodne

Hypotézu navrhol r. 1962 Tsuda [3]. Predpoklada sa v nej, Ze tri rozdielne
stibory MK sa oddelene distrubuuji do strednej (sn-2) i krajnych (sn-1, sn-3)
poldh vietkych triacylglycerolovych molekil tuku. V ramci ich individualnych
poloh sa kazdy siubor MK distribuuje ndhodne. Zastipenie kazdej Struktary
TAG sa pocita zo vSeobecnej rovnice:

Y%sn-XYZ = (mol.% X v sn-1) (mol.% Y v sn-2) (mol.% Z v sn-3) . 10*

Uvazujic tuk, ktory sa sklada z kyseliny palmitove) (P), stearovej (St)
a olejovej (O), mnozstvo monokyselinového triacylglycerolu PPP sa potom
vypocita podla vztahu:

% PPP = (P,)(P,)(P,).10*,

pricom indexy 1,2 a 3 reprezentuji mol % MK ndjdenej v sn-1, sn-2 a sn-3 po-
lohe TAG.

Tri polohové izoméry dikyselinového triacylglycerolu PPO sa poéitaju:

% sn-PPO = (P,)(P,)(0,) . 10*,
% sn-OPP = (O,)(P,)(P,) . 10,
% sn-POP = (P,)(0,)(P) . 10*.

Ak P, # P, alebo O, # O,, potom enantioméry sn-PPO a sn-OPP budu pri-
tomné v nerovnakych mnozstvach. Sest polohovych izomérov trikyselinového
triacylglycerolu PStO sa vyjadria:

% sn-PStO = (P,)(St,)(O;) . 10,
% sn-OStP = (O, )(St, )(P ). 104,
% sn-OPSt = (O )(P )(Sty) . 10 4,
"n sn-POSt = (P, )(O )(St ). 104,
% sn-StOP = (St )(O )(P.) . 104,
% sn-StPO = (St )(P )(O .10
Aplikécia tohto postupu na vietky mozné permutécie a kombindcie troch
MK poskytuje vypoctové rieSenie TAG zlozenia celkového tuku. Zdsadnou
podmienkou je tu znalost polohového rozloZzenia MK v kazdej z troch moz-
nych poldh molekuly TAG.
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B. Hypotéza distribicie mastnych kyselin spésobom 1,3 — ndhodne - 2
— ndhodne

Hypotézu navrhol nezavisle Vander Wal [4] a Coleman s Fultonom [5] v ro-
koch 1960-1961. Predpoklada sa tu, Ze dva rozdielne subory MK sa separatne
a nahodne distribuujui do sn-1,3 a sn-2 pol6h vsetkych glycerolovych molekail
v tuku. PretoZe sn-1 a sn-3 polohy st obe ndéhodne esterifikované z toho isté-
ho suboru, ich zlozenie MK bude ekvivalentné. Z matematického hladiska
1.3-ndhodne-2-nahodne distribu¢na hypotéza je Specidlnym pripadom pred-
chadzajice hypotézy, kde X, = X, Y, =Y;, Z, = Z,, atd.

Obsah kazdej struktiry TAG sa pocita podla vztahu:
% sn-XYZ = (mol.% X v sn-1,3)(mol.% Y vsn-2)(mol.% Zvsn-1,3) . 10,

Aplikaciou na uz uvedeny priklad vychadza pre vypocet obsahu Struktary
typu PPP:

% PPP = (P,,)%(P,) . 10%,  kdeP,, =P =P

-
Tri polohové izoméry dikyselinového triacylglycerolu PPO sa vypocitaji po-
tom podla vztahov: .

% B-PPO = sn-PPO + sn-OPP = 2(P, ,)(P,)(O, ;) . 10,
% B-POP = (P, ,)¥(0?) . 10

Oznacenie P sa vztahuje na pripad, ked stredna MK je esterifikovand na
sn-2 polohu (B-polohu) a rozlozenie dvoch dalsich MK do sn-1 a sn-3 poloh
je nezname. B teda 3pecifikuje zmes dvoch enantiomérov v akomkolvek po-
mere. Pretoze P, =P, a O, = O,, enantioméry st pritomné v zhodnych mnoz-
stvach a je ucelné pocitat iba ich celkovy obsah. Sest polohovych izomérov
trikyselinového triacylglycerolu PStO sa vypocita podla vztahov:

% B -PStO = sn-PStO + sn-OStP = 2(P, ,)(St,)(O, ;) . 10,
% B -OPSt = sn-OPSt + sn-StPO = 2(0, ;)(P,)(St, ;) . 10,
% B -POSt = sn-POSt + sn-StOP =2(P, ,)(O,)(St, ;) . 10
Distribicia MK podla hypotézy 1,3-ndhodne-2-ndhodne sa obvykle pocita
z Gdajov ziskanych po hydrolyze celkovych TAG s pankreatickou lipazou.
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C. Iné hypotézy distriblicie mastnych kyselin

Okrem uz uvedenych distribu¢nych hypotéz sa zriedkavo pouzivaji kvoli
celkovému zjednodus$eniu aj iné tedrie, ktoré napr. diferencujui iba nasytené
a nenasytené MK, pripadne neuvazuji vobec polohové izoméry TAG.

1. Distribucia masmych kyselin spésobom 1,2,3-ndhodne. Navrhol ju uz roku
1941 Longenecker [6]. Podla nej sa jeden sibor MK ndhodne esterifikuje do
véetkych troch poldh glycerolovej molekuly. Zlozenie MK v sn-1, sn-2 a sn-3
polohéch triacylglycerolov bude takto rovnocenné. Z matematického hladis-
ka tito hypotéza predstavuje Specidlny pripad 1-nahodne-2-nahodne-3-na-
hodne hypotézy, kde X, = X, = X,, Y, =Y, =Y,,Z, = Z, = Z,, atd. Obsah
kazdého typu TAG sa potom vypocita:

% sn-XYZ = (mol.% X v TAG)(mol.% Y v TAG)(mol.% Z v TAG).104,

Aj ked je v prirodnych tukoch v roéznych polohach TAG r6zne zastipenie
MK, nachadza hypotéza uplatnenie pri ur¢ovani zloZenia syntetickych TAG
zmesi, ktoré maju uplne ndhodne esterifikované acylové skupiny (do rovno-
vahy preesterifikované — randomizované TAG molekuly).

2. Distribiuicia mastnych kyselin spésobom obmedzene ndhodne. Kartha [7]
predpovedal, Zze nasytené MK (NaMK,S) a nenasytené MK (NeMK,U) su
v prirodnych tukoch rozmiestnené podla distribu¢ného kltuca 1,2,3-ndhodne,
ale s obmedzenim, Ze obsah SSS zostava nizky pri kvapalnych olejoch. Formy
SSS (trinasytena molekula TAG) sa stanovia experimentalne a pre zostavaju-
ce S a U sa predpoklada ndhodnd distribticia na Struktarne tvary SSU, SUU
a UUU. Presné matematické formulacie neskor odvodil Hammond a Jones

(8]

% SSS = experimentélne urcené,

% SSU = 1,5 { 100 + S — 2(SSS) - [10* - 38* + 2000S + 4S(SSS) -
400(SSS)]"}

% SUU =3S — 3(SSS) - 2(SSU),

% UUU =100 + 2(SSS) + SSU — 3S.

Distribu¢na hypotéza obmedzene ndhodne sa dnes zriedkakedy pouziva,

lcbo nerozliSuje individualne MK a neposkytuje moznost uréovat polohové
izomeéry.
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3. Hilditchova distribué¢nd hypotéza. Hilditch a kol. [9] v nej vyjadrili zre-
teInu tendenciu MK vytvarat kombinované §truktiry TAG molekul v prirod-
nych tukoch. V hypotéze sa predpokladd, ze individudlne MK sa umiestiuja
do TAG molekul najvolnej$im moznym sposobom. Pévodna forma bez po-
drobnej matematickej interpretacie sa definovala podla kluca:

—ak S < 15 %, S sa vyskytuju iba ako SXX,

—ak S > 35 %, S sa nachdadza min. raz v kazdej TAG molekule,
—ak 35 % < S < 65 %, budu pritomné SSX,

—ak S > 70 %, budi pritomné iba SSX a SSS.

Neskor Dutton a kol. [10] zaviedol spresiujucu matematicki formuléciu:
—ak 0 % < S < 33,3 % budu pritomné iba XXX a SXX,

—ak 33,3 % < S < 66,7 %, budu pritomné iba SXX a SSX,

—ak 66,7 % < S < 100 %, budu pritomné iba SSX a SSS.

Vypocty sa mozu aplikovat iba na dvojzlozkové sastavy a nepostihuju po-
lohové izoméry.

V literatire su opisané i mnohé dalsie, menej presné alebo chybné hypoté-
zy. Medzi ne patri napr. Youngsova hypotéza, monokyselinova hypotéza,
hypotéza 1-nihodne-2, 3-ndhodne a dalSie. Ani jedna z nich neposkytuje
hodnoverné vysledky.

D. Platnost distribuény.ch hypotéz

Pretoze kazda hypotéza sa opiera o skutocnost, ze zlozenie TAG molekul
je funkciou zlozenia MK, dajd sa tieto aplikovat na prirodné zmesi v tychto
pripadoch:

— pri biosyntéze TAG molekil je zlozenie dodavanych substratovych MK

rovnaké pre vietky bunky producentov,
. — metabolické drahy biosyntézy TAG su vo vietkych bunkach zhodné.

Z uvedeného vyplyva, ze distribu¢né hypotézy sa moézu pouzit iba pre pri-
rodné tuky homogénneho povodu. Na zdklade mnohych porovnani TAG zlo-
zenia uré¢eného experimentalne a*vypoctom sa véeobecne-usudzuje, ze Struk-
tury TAG molekul olejnatych rastlinnych semien obsahujucichiba bezné MK
(16:0, 18:0,18:1,18:2 a 18:3) st v tesnej koreldcii s 1,3-ndhodne-2-ndhodne
distribué¢nou hypotézou [11]. Distribu¢né tedrie si menej presné pre TAG Zzi-
voc¢i$neho povodu pre ich ¢asto nehomogénny povod.
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Litchfield [12] zhrfiuje platnost distribuénych hypotéz biosyntézy TAG
molekul prirodnych tukov takto:

1. Hypotéza 1,3-ndhodne-2-ndhodne poskytuje takmer presné urcenie

TAG zlozZenia tukov semien obsahujucich iba bezné MK, pricom sa ne-

rozliSuju enantiomérne TAG.

. Hypotéza 1-nadhodne-2-ndhodne-3-nahodne moéze poskytnit TAG zlo-

zenie zivocisnych tukov.

3. Pre iné prirodné zmesi TAG obe predchadzajice hypotézy poskytuju
iba hruby obraz pritomnych Struktir TAG. Vypocitané TAG Struktiry
mozu vSak poskytovat cennu orienta¢nu informadciu, hoci nie si po-
rovnatelné s vysledkami priamej analyzy.

(8]

Zaver

Z uvedeného vyplyva, Ze z praktického hladiska najvicsie uplatnenie z uve-
denych hypotéz polohovej distribicie mastnych kyselin v triacylglyceroloch
ma distribiicia spdésobom 1,3-ndhodne-2-ndhodne. Tato hypotéza dava vy-
borné vysledky predovsetkym pre nemodifikované tuky a oleje rastlinného
povodu. Zlozitost rieSenia TAG Struktur je v optimalizdcii enzymovej deacy-
la¢nej metody s vyuzitim pankreatickej lipdzy a jej kombinacii s chromatogra-
fickymi separa¢nymi technikami. Analytické aspekty Struktirnej analyzy tria-
cylglycerolov budt podrobne opisané v [13].
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CTpyKTYPHbI aHATH3 ITHIHIOB

I. Tunotesni HPOCTPAHCTBEHHOIO PacCHpeleien s JKHPHBIX KHCIOT B TPHALK/ITIHIEPOIAX

Pezrome

B pafore HAIIATHO ONMCHIBAIOTCA Pa3Hble TMITOTE3bI MPOCTPAHCBEHHOTO pacrpeaese-
H119 JKUPHBIX KUCJIOT B TPMAIITINLEPOIBHBIX MoJIeKyTaX. [Ipn sToM ncTouHnKoM 6b1im
JaHHBIE U3 JIUTEPaTypbl M COOCTBEHHBIN ONBIT aBTopa. Ocoboe BHMMaHMe yAedaJI0Ch TUIIO0-
Tese pacrpefeieHus KIPHBIX KUCJIOT crrocofom 1-ciaydainno-2-ciydaiHo-3-CaydaiHo u
Banuzgep Basooi1 runorese 1,3-ciry4ainto-2-CiydanHo.

ITokazajoch ¥ Ha OEJCTBME, a TaKxKe OTpaHMYeHMEe pacHpefeluTesbHbIX BBIYMCIM-
TEIBHBIX TUIIOTE3 M BBITOABI JAHHOM TMIOTE3BI IPM CTPYKTYPHOM aHaJM3e Macell U JKUPOB
DACTUTETBEHOTO IIPOUCKOKIACHUA.

Structural analysis of lipids

1. Hypotheses of position distribution of fatty acids in triacylglycerols

Summary

Various hypotheses of fatty acids position distribution in triacylglycerol molecules are descri-
bed in this paper. Information was gathered from literary sources and own author’s experiences.
The hypothesis of fatty acids distribution using the way I-random-2-random-3-random and Van-
der Wal's hypothesis 1,3-random-2-random were here especially stressed.

he acceptance or limits of distributive computer hypothesis were described, as well as the
advantages of the Vander Wal’s hypothesis in the structural analysis of oils and fats origined from
vegetables.
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