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Struktirna analyza lipidov. II.
Enzymova deacylacia triacylglycerolov pankreatickou lipazou

STEFAN SCHMIDT -~ MARTA BYSTRICKA

Stahrn. V prdci st opisané podmienky enzymove] Struktirnej analyzy pre triacylglyce-
roly jedlych tukov a olejov. Na $pecificku deacylaciu mastnych kyselin z poloh sn-1 a sn-3
TAG molekul sme pouzili surovi bravéovi pankreaticki lipdzu. Za podmienok vypraco-
vanej metody sme ziskali reprezentativne monoacylglyceroly a diacylglyceroly v ¢asovom
rozpiti 90 az 150 sekund od kontaktu enzymu so substratom — TAG bravcovej masti.

Spravnost metddy bola potvrdend porovnanim zastipenia MK experimentalne stanove-
nych a vypoé¢itanych struktir 1,2 (2.3)-DAG a takisto porovnanim zlozenia individualnych
TAG struktur (programom TAGST) bravéovej masti s literarnymi Gdajmi.

Techniky polohovej analyzy masinych Kyselin v triacyiglyceroloch si zalo-
zené na deacyla¢nych reakciach — enzymovych alebo chemickych. Tieto tech-
niky musia poskytovat tzv. reprezentativne monoacylglyceroly, pripadne aj
diacylglyceroly. To znamend, Ze zloZenie mastnych kyselin (MK) v ziskanom
sn-2-monoacylglycerole (2-MAG) musi byt zhodné so zlozenim MK v stred-
nej polohe sn-2 povodnych Struktir triacyiglycerolovych molekuil.

Najpouzivanej$ou chemickou deacyla¢nou metddou je deacylacia Grignar-
dovym ¢inidlom, najcastejsie etylmagnéziumbromidom. Metddu zaviedl uz
r. 1966 Yurkowski a Brockerhoff [1]. Deacyldcia triacylglycerolov (TAG) je
ne$pecifickd, ndhodnd reakcia.

Enzymové deacyla¢né metddy vyuZivaji najmi Zivoc¢iSnu hydroldzu pan-
kreaticku lipazu (EC 3.1.1.3), ktora katalyzuje hydrolyzu krajnych estero-
vych vizieb (polohy sn-1 a sn-3) TAG molekil za tvorby sn-1,2(2,3)-diacyl-
glycerolov (DAG), sn-2-MAG a volnych mastnych kyselin (VMK). Reak¢na
postupnost deacyldcie triacylglycerolov pankreatickou lipazou (PL) nie je zlo-
7ita:
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Lokanty 1, 2 a 3 zodpovedajui mastnym kyselinim umiestnenym v polohédch
sn-1, sn-2 a sn-3 povodnych triacylglycerolov. Myslienka esterovej Specifity
pri hydrolyze s PL bola vyslovend prvykrét r. 1938 a dosial bolo zverejnené
mnoZstvo prac zaoberajucich sa purifikdciou, Specifitou, optimdlnymi reak-
¢nymi podmienkami a reakénymi produktmi pankreatickej lipazy [2-5]. O-
krem PL bola na ucely Specfifickej hydrolyzy opisana mlie¢na lipaza, lipaza
z Geotrichum candidum, Rhizopus arrhizus a iné [6]. Separaciu acylglycero-
lov po PL hydrolyze (lipolyze) uspokojivo riesia chromatografické techniky.
najma TLC, HPLC alebo najnovsie GLC [7].

Hlavnym zdmerom tejto prdce bolo Standardizovat reakéné podmienky
Struktdrnej enzymovej analyzy triacylglycerolov pankreatickou lipazou, ktoré
favorizuji nahodnt deacylaciu poldh sn-1, sn-3 TAG molekul a tvorbu repre-
zentativnych 2-MAG, resp. aj 1,2(2,3)-DAG. Zndame zlozenie MK parcidlnych
acylglycerolov umoziiuje potom riesit distribiciu MK v pévodnych TAG mo-
lekuldch podla hypotézy 1,3-nahodne-2-ndahodne [8]. Aspekty vSetkych hypo-
téz polohovej distribucie MK v triacylglyceroloch, ako aj vypoctové moznosti
urcenia Struktir TAG st opisané v predchddzajicej praci [9].

Materidl a metody

Pouzité chemikalie a rozpustadla mali stupen Cistoty p.a. (Lachema, Brno).
zo $pecidlnych chemikalii sme pouzili tieto: surovi pankreatick lipdzu od fy
Sigma (porcine pancreas) s aktivitou 12 jednotiek na mg preparatu, pricom
1 jednotka zhydrolyzuje 1 mikroekvivalent MK z TAG olivového olejaza 1 h
pri 37 °C a pH 7.7 a $tandard pre chromatografiu ¢. 178-6 (monoolein.
1,2(2,3)-diolein, 1,3-diolein, triolein). Dalej sme pouzili Kieselgel GF,.,
a Tris (hydroxymetyl-aminometan) (Merck).

Na overenie spolahlivosti metddy a optimdlnych reakénych podmienok sme
pouzili rafinovani brav¢ovi mast z 3. p. Palma. Tento modelovy tuk sme pred
analyzou purifikovali na ¢isté TAG metéddou preparativnej adsorpcnej ten-
kovrstvovej chromatografie na tuzemskom nosoci (silikagél L 5/40 um, Ka-
valier). Pouzili sme rozpustadlovu sustavu hexdn-dietyléter-kys. octova v ob-
jemovom pomere 50:50:0,5 [10]. Zlozenie MK pouzitej brav¢ovej masti je
uvedené v kolonke TAG tabulky 1.
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Podmienky enzymovej hydrolyzy TAG. Vychéadzali sme z postupu uvede-
ného v praci [4], ktory sme upravili pre 50-miligramovi verziu triacylglycero-
lov takto: do reakénej nadoby (5 cm?) so skrutkovateInym uzaverom sme na-
vazili 50 mg TAG bravcovej masti a pridali 10 mg pankreatickej lipazy. Dalej
sme pridali 1 cm? tris konc. 1 mol.dm” (pH 8), 22 % vodny roztok CaCl, (0,1
cm?) a 1 % vodny roztok choldtu sodného (0,25 cm?). Reakéni nadobku sme
temperovali 1 min pri 40 °C a po uzavreti sme jej obsah intenzivne pretrepa-
vali na upravenom laboratérnom miesadle (MR-25, NDR) pri 2500 ot.min"!.
Na konci reakéného ¢asu sme obsah nddobky vniesli do oddelovacieho lievika
s dietyléterom (10 cm?) a vodni vrstvu sme dvakrat vytrepali s 8 cm? dietyléte-
ru. Spojené éterové extrakty sme pretrepali 2 % vodnym roztokom NaHCO,
(5 cm?), destilovanou vodou do neutrélnej reakcie (zvy¢ajne trikrat) a vysusili
filtraciou cez bezvodny Na,SO,. Po oddestilovani rozpistadla na vdkuovej ro-
ta¢nej odparke sme lipolyzovanu vzorku aplikovali priamo na TLC platne.

Podmienky chromatografie na tenkych vrstvach. Na oddelenie produktov
enzymovej lipolyzy sme pouzili adsorpénid chromatografiu na tenkych vrst-
vach silikagélu (Kieselgel) modifikovanych kys. boritou na zamedzenie acyl-
migracie parcidlnych acylglycerolov [11]. Tenké vrstvy sme pripravili naliatim
suspenzie s vodnym roztokom H,BO, (0,65 mol.dm™) a po volnom vysuseni
pred pouzitim aktivovali 30 min zahrewm pri 110 °C. Zhotovené a nanesené
TLC platne 20 x 20 cm sme vzostupne vyvinuli v rozpuistadlovej stistave petrol-
éter-dietyléter-kys. mrav€ia v obj. pomere 80:20:2. Vyvinuté platne sme de-
tegovali parami sublimujiceho jodu alebo postrekom s metanolovym, 0,2 %
roztokom 2,7-dichldrfluoresceinu. Pdsy separovanych lipidov sme po izolacii
extrahovali dietyléterom v mikrokolénkach podla Hilla a kol. [12].

Podmienky rozdelovacej plynovej chromatografie. Separované monoacyl-
glyceroly (2-MAG), diacylglyceroly (1,2(2,3)-DAG) a povodné TAG sme
derivatizovali v mikroskiimavke na metylestery MK metddou podla Christop-
hersona a Glassa [13]. Pouzili sme plynovy chromatograf HP-7620A s pripoje-
nym plnoautomatickym integratorom HP-3380 na zapis chromatogramu a je-
ho kvantitativne vyhodnotenie. Sklena koldna (200 x 0,2 cm) bola naplnena
nosi¢om Chromaton N-AW (Lachema, Brno) zrnitosti 0,125-0,16 mm, na
ktorom bola v mnozstve 10 % zakotvend staciondrna faza dietylglykoljantarat
(Supelco, USA). Prietok nosného plynu N, bol 15 ml.min"!, teplota kolénové-
ho priestoru 180 °C a néstrekového priestoru 250 °C.

Podmienky na vypocet TAG struktiir. Polohovu distribiciu MK (X) v mole-
kuldach TAG sme vypocitali podla vztahov [1]:

% X v polohe sn-2 = % X v MAG ziskanych po lipolyze s PL,
% X v polohédch sn-1,3 = 3(% X v TAG) - (% X v sn-2)/2,
% X v polohach sn-1,2(2,3) = 3(% X v TAG) + (% X v sn-2)/4.

Kvalitativno-kvantitativne Gdaje o zastipeni MK ziskané metédou GLC
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sme pouZili na vypoCet percentudineho obsahu jednotlivych izomérnych
Struktir TAG molekil podla Van der Walovej distribu¢nej hypotézy [8]. V-
pocet sme uskutocnili na poc¢itatovom systéme SM 50/50-1 s pruznym diskom
CM 5605 z radu SMEP (ZVT, Banskd Bystrica). Program TAGST (triacylgly-
cerol structure) v jazyku Fortran zostavili Schmidt a Simon [14].

Vysledky a diskusia

Triacylglyceroly bravéovej masti (BM) st vybornym substratom na Standar-
dizaciu deacyla¢nych reakcii. Zastipenie MK v krajnych a strednych polo-
hach TAG bravcovej masti je v literatire dostato¢ne opisané, navyse BM je
idealny materidl na testovanie produkcie reprezentativnych 2-MAG vzhla-
dom na vyrazny rozdiel v obsahu kyseliny palmitovej (16:0) v dvoch uvazova-
nych polohach TAG molekul bravcovej masti [15].

Kedze aktivita pankreatickej lipdzy zvycajne kolise v zavislosti od povodu.
veku, stupnia purifikdcie a podmienok skladovania, je nevyhnutné definovat
redlne reakéné podmieky pre dany enzym, predovsetkym optimalny ¢as poso-
benia enzymu na substrat. Luddy a kol. [4] povodne navrhovali interval kon-
taktu enzymu so substratom v rozpati 45 az 90 sektind. Skusany Zivo¢isny tuk
sme preto podrobili opakovanej lipolyze s PL v roznych reakénych &asoch.
Vysledky zastipenia MK v polohe sn-2 TAG vzorky bravéovej masti si uve-
dené v tabulke 1.

Tabulka 1. Vplyv reak¢ného ¢asu na deacylaciu triacylglycerolov bravéovej masti pankreatic-
kou lipdzou
Table 1. Effect of reaction time on the deacyiation of lard triacylglycerols by pancreatic
lipase

Zastipenie acylov MK v 2-MAG [hm. %]

. MK TAG® —
i 455 60's 905 120's 150 s

| 120 | o1 | 04 0.3 0,3 0,2 03

L1400 1.4 | 1.8 3.0 4.2 4,7 48

boole0 26 | 396 47,6 64,3 65,6 63,2

Coael | 30 68 6.0 5,1 5.4 5.3

|18 ‘ 121 | 122 8.7 39 3,0 2.9

L 18 48.2 ) 15,6 17,8 ,de6, - 1581 ¢ 174

Coo1s2 | 103 | - 218~ 56 48 45 5

| 183 | 23 | 18 1.0 0.7 0,7 0.9

1}

12:0 - La (kys. laurovd), 14:0 — M (kys. myristovd), 16:0 - P (kys. palmitova), 18:0-- St (kys. stea-
rova), 16:1 = Po (kys. palmitolejovd), i8:1 — O (kys. olejova), 18:2 — L (kys. linolova), 18:3 - Ln
(kys. linolénova).

'Fatty acids; “Triacylglycerols; *Fatty acid composition of 2-MAG [wt.%].
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Z udajov uvedenych v tabulke 1 je zrejmd dobrd zhoda zlozenia mastnych
kyselin z 2-MAG v ¢asoch 90, 120 a 150 sekund. Vzhladom na to bol reakény
cas 120 s vybrany v dalSich experimentoch ako zdkladny a optimalny. Vyhod-
notenie reprodukovatelnosti a presnosti enzymovej deacylacie TAG molekdl
bravcovej masti za Specifikovanych reakénych podmienok pre n = 6 je zve-
rejnené v predbeznej praci [16]. GLC analyza metylesterov MK uvolnenych
zo separovanych acylglycerolov (2-MAG a 1,2(2,3)-DAG) potvrdila literarne
poznatky, ktoré uvadzaju vhodnost najmai frakcie 2-MAG na urcenie poloho-
ve] distribucie MK v triacylglyceroloch. Mattson a Volpenhein [17] dokazali
viac ako 97 % Specifickost pankreatickej lipazy na hydrolyzu krajnych estero-
vych vizieb (polohy sn-1,3) triacylglycerolov. Akékolvek uvolnenie MK z po-
lohy sn-2 je potom pri¢inou migracie acylov MK alebo kontamindcie s nesSpe-
cifickou lipazou.

TAG 2-MAG 1.2(2.3)- DAG
e
2
&y | i
|l
E

ﬁl&ﬂ

JU J

Obr. 1. GLC zaznam metylesterov mastnych kyselin triacylglycerolov a parcidlnych acylglycero-
lov brav¢ovej masti po lipolyze pankreatickou lipdzou.
Fig. 1. Chromatogram of fatty acid methyl esters of lard TAG and partial acylglycerols after the
pancreatic lipase hydrolysis.
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Tabulka 2. Zlozenie mastnych kyselin acylglycerolov bravcovej masti po deacyldcii pankreatic-
kou lipazou
Table 2. Fatty acid composition of acylglycerols produced by deacylation of lard triacylglycerols
with pancrectic lipase

i Obsah MK v parcidlnych acylglyceroloch [mol. %]}
MK! TAG? | o

| 2MAG* | 13-DAG* | 12(23)-DAG* | 12(2.3)-DAG
La 0.1 ] 0,3 l 0.1 0,2 0.1
M 1.7 5.3 f 02 2.6 22
p 24.1 66.6 ! 2.8 347 34,4
St 11.7 28 ; 16.1 9.4 10,7
Po 32 5.5 ‘ 2.1 ' 38 3.5
0 46,8 14,6 | 63.0 38.8 39,4
L 10,1 42 | 13.0 8.6 7.8
Ln | 23 | 0,7 | 3.1 1,9 1.9
S 37.6 75,0 g 18.8 46.9 47.4
U 62,4 25,0 | 81,2 53,1 l 52,6
PU 12,4 4.9 ‘ 16,1 10.5 J 9.7

1 —

* Hodnoty vypotitané podla vztahov z experimentdlnej Casti;

Values calculated from the expressions in the experimental part.
S — suma NaMK; Sum of saturated fatty acids. U — suma NeMK; Sum of unsaturated fatty ac: =
PU - suma polynenasytenych MK: Sum of polyunsaturated fatty acids.
IFatty acids; *Triacylglycerols; *Content of fatty acids in partial acylglycerols [mol.%]: *2-Mor-
acylglycerols; *1,3-Diacylglycerols; °1,2(2,3)-Diacylglycerols.

V tabulke 2 st uvedené suhrnné vysledky stanovenia obsahu MK v jednot-
livych acylgiyceroloch BM po deacylacii TAG pankreatickou lipazou za opt-
malnych reakénych podmienok.

Plynovochromatograficky zdznam MK z triacylglycerclov BM v porovnan
so zlozenim MK zo Stiepnych produktov TAG po inkubdcii s pankreatickox
lipdzou je uvedeny na obrazku 1.

Vytazky lipidov po lipolyze PL boli ur¢ené vazkovo, metddou preparativ-
nej TLC chromatografie. V poradi vzrastajicich hodn6t R, boli zistené tiete
hmotnostné percentd izolovanych lipidov: MAG = 20,1 %, DAG = 18.2
VMK = 21,5 % a nezreagované TAG = 40,2 %.

Experimentalne uréené zastipenie MK v 1,2(2,3)-DAG je v dobrej zhods
s vypocitanymi hodnotami podla vztahov uvedenych v podmienkach na vype-
¢et TAG struktir. Tato zhoda informuje teda aj o produkcii reprezentatis-
nych 1,2(2-3)-DAG, ktoré sa m6zu potom po fosforylacii priamo vyuzit nz
stereo$pecificki Struktirnu analyzu s fosfolipazou A, z hadieho jedu. Deacy-
lacia TAG molekul pankreatickou lipazou na reprezentativne DAG bola opi-
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Tabulka 3. Zlozenie zdruZzenych $truktdr triacylglycerolov bravéovej masti
Table 3. Composition of lard triacylglycerols associated

Zdruzené Struktiry TAG? [mol. %]
BM!
SSS SSU SuUS UusS USu Uuu
A 2 20 3 14 40 18
B 2,4 28,6 0,1 5:d 45,5 18,3
C 2,27 22,96 0,89 7,66 49,35 16,47

A - [20], B - [21], C - vlastné vysledky; Our results.
‘Pork fat: 2TAG associated structures.

Tabulka 4. ZloZenie vybranych individualnych $truktar bravéovej masti
Table 4. Composition of selected individual structures of lard triacylglycerols

Triacylglycerolové Struktary!

typ (B-) mol. % typ (B-) mol. %
P P (0] 2,32 (0] P L 10,76
Po P (0] 1,74 (0] P Ln 2,54
St P St 1,71 (0] Po O 2,14
St P (0] 13,34 (0] St (6] 1,19
St P L 2,76 (6] (6] O 6,26
St Po O 1,10 0] (6] L 2,59
St (@) O 321 (@] L (0] 1,78
O M o 1,86 L P L 1,11
0] P @] 26,01

typ (B -) — zmes dvoch enantiomérov bez 3pecifikécie rozlozenie MK do krajnych poloh sn-1
a sn-3 TAG &truktar: A mixture of enantiomers without specification of the position of fatty acids
to sn-1 and sn-3 positions of TAG structures.

ITriacylglycerol structures.

sand pri vicsine rastlinnych a Zivo¢is$nych tukov, ale prave pri bravcovej masti
boli zaznamenané aj negativne vysledky, kym napr. z TAG izolovanych z pe-
¢ene tresky a tuku tuleiia sa nepodarilo ziskat reprezentativne DAG vobec
[18]. Predpoklada sa, ze PL prednostne katalyzuje Stiepenie esterovych
vizieb acylov MK s velmi kratkymi alebo polynenasytenym uhlikovym re-
tazcom, takze napr. tuky mlie¢neho povodu a oleje z morskych ryb nie su
z analytického hladiska vhodnym substratom pre pankreaticku lipazu, i ked
neddvno Parodi [19] opisal Gspesnu Struktiru PL analyzu triacylglycerolov
mlie¢neho tuku.
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Aplikaciou programu TAGST na vypocet TAG Struktar sme vypoéitali
zjednoduseny model triacylglycerolového zlozenia bravCovej masti. Pre dve
mastné kyseliny S (NaMK) a U (NeMK) a bez rozli$enia optickych izomérov
mozno tak ziskat 6 kombindcii zdruzenych $truktir TAG. Hodnoty pre SSS.
SSU, SUS, UUS, USU a UUU st uvedené v tabulke 3 spolu s porovnanim
hodnét z literarnych prameriov [20, 21].

Detailnejsi prehlad individualnych molekulovych $truktir bravéovej masti
poskytuje tabulka 4, v ktorej st uvedené Struktdry s viac ako 1 % obsahom
z celkového zlozenia TAG bravéovej masti (program TAGST).

Metoda Strukturnej analyzy triacylglycerolovych lipidov postupom parcial-
nej deacylacie MK pomocou bravéovej pankreatickej lipazy je velmi Gcinna
met6da pri zistovani Struktirnych TAG pomerov prirodnych jedlych tukov
a olejov [22]. V préci uvedeny postup metody a definované reakéné podmien-
ky, ktoré favorizuji nahodnu deacylaciu poloh sn-1 a sn-3 TAG molekul, tre-
ba viak v kazdom pripade overit vzhladom na stav, resp. povod pouzitej lipa-
zy. Najvhodnej$im substratom si TAG bravéovej masti, pripadne kakaového
masla. AZ po takejto kontrole mozno pristupit k analyze samych TAG vzo-
riek a ocakdvat korektné vysiedky. Vypracovana metéda v spojeni s vypocto-
vou technikou umoziiuje relativne rychly a presny opis TAG Struktdr na za-
klade Van der Walovej distribu¢nej hypotézy. Exaktné stanovenie TAG
Struktur jedlych tukov a olejov poskytuje viak iba tzv. stereoSpecificka $truk-
turna analyza, ktord umoziiuje experimentélne priamo stanovit zastupenie acy-
lov MK aj v krajnych polohach sn-1 a sn-3. Tejto metdde sa budeme venovat
v nasledujucom prispevku.
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CrpykTypHbI# ananu3 aununos. I1.
depMeHTAaTHBHOE 1eANHIHPOBAHME TPHAIKITIHIEPHHOB NAHKPEATHYECKOH 1MNa30H

Pe3mome

Pabora onmyuceIBaeT yCeaoBus epMEHTaTUBHOTO CTPYKTYPHOTO aHalM3a TpUaLuIramie-
puuHoB (TAT) muueBbIX KMUPOB 1 Maces. J171a crienduyecKoro AealnIMpOBaHNs KUPHBIX
XKMCJIOT U3 CH-1 1 cH-3 nonoxenuit TAT MoJIeKyJ1 MBI yIIOTpeOuiy ChIPYIO CBUHYIO ITaHKpe-
aTUYecKy1o aunasy. B ycsoBuax paspaboTaHHOTO MeToa MbI IOJIY 4NN TOKa3HbIe MOHOA-
nrsmiepunsbt (MAT) n auammnranuepuss! (JAT) B ananazone ¢ 90 go 150 cexynz ¢ mo-
MeHTa KOHTakTa depmenTa co cyberpatom — TAT' cBuHOrO *XKMmpa.

[TpaBMJILHOCTb MeTOJa IIOTBepAWJIach CpPaBHEHMEM 3aMelleHMs XKUPHBIX KUCJIOT B
3KCIIePUMEHTAJILHO OIpeJeIeHHbIX M BBIYMCIEHHBIX CTPYKTYp 1,2(2,3)-IAT n Takwxke
cpaBHCHMEM cofepKaHuit MHAMBUAYaTbHBIX TAT ctpykTyp (mporpamma TATCT) ceunoro
KUpa ¢ JIUTepaTyPHBIMU JaHHBIMMA.

Structural analysis of lipids. II.
Enzymatic deacylation of triacylglycerols by pancreatic lipase

4i;immury

Conditions of enzymatic structural analysis for triacylglycerols (TAG) of edible fats and oils
were described. Crude pork pancreatic lipase was used for specific deacylation of fatty acids from
sn-1 and sn-3 positions of TAG molecules. Under the conditions of elaborated method the repre-
sentative monoacylglycerols (MAG) and diacylglycerols (DAG) were obtained in a span 90 to
150 seconds from contacting the enzyme with the substrate - TAG of lard.

The validity of the method was confirmed by comparing fatty acids content from experimental
data and from calculated structures 1.2(2,3)-DAG. as well as by comparing the compositions of
individual TAG structures (program TAGST) of lard with literature data.
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