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Résumé : Dans la premiére partie de cette mise au point sont examinées les deux méthodes usuelles
(enzymatique et chimique) pour I‘analyse de la régiodistribution en acides gras des triacylglycérols.
Le but est notamment de montrer les limites de leurs applications ainsi que les problémes posés par
la mise en ceuvre des modes opératoires. Dans la deuxiéme partie de cet exposé, une nouvelle
méthode d‘analyse de la régiodistribution a partir des a-monoacylglycérols obtenus par dégradation
des triacylglycérols avec un réactif de Grignard est examinée a la lumiére des résultats d‘une étude
théorique faite sur un triacylglycérol modele.

Summary : In the first field of this survey, the two usual methods (enzymatic and chemical) for the
regiospecific analysis of triacylglycerols are reviewed. Then follows a discussion of the critical step in
the procedure and some methodology problems : restrictions due to the intrinsic characteristics of
the lipase, acyl migration incidence on the accuracy of a chemical regioanalysis are detailed. The last
part of this communication is devoted to a new analytical procedure developed for regiospecific
analysis of triacylglycerols, using a-monoacylglycerols prepared by an ethyl magnesium bromide
deacylation \; informations from a theoretical evaluation on a given triacylglycerol structure are
reported.
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Cet article est tiré d’un travail qui s’est vu décerner le prix de thése AFECG 2002.

En théorie, déterminer la régiodistribution en acides gras (AG) des triacylglycérols (TAG) devrait
consister simplement a isoler les deux positions externes sn-1,3 de la position interne sn-2 des TAG,
et a les analyser directement sans effectuer aucun calcul. En pratique, cette détermination est
beaucoup plus contraignante car il est indispensable que la technique de déacylation génere des
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glycérides partiels « représentatifs », c’est-a-dire que leur profil en AG corresponde parfaitement a la
distribution initiale en AG des TAG a analyser [1]. Cela implique que le réactif de déacylation d’une
part ne présente aucune sélectivité vis-a-vis de la nature des chaines grasses, et d’autre part
n’entraine pas de migration acyle d’'une position a I'autre, pendant ou aprés la dégradation. Dans ces
conditions, de quels réactifs dispose I'analyste pour conduire cette détermination ? La plupart du
temps, il utilise une enzyme sn-1,3 régiosélective comme la lipase pancréatique, pour mener une
hydrolyse ménagée des TAG en libérant des B-monoacylglycérols (B-MAG) [2, 3]. Cette méthode
devenue normalisée permet I'analyse directe de la position interne des TAG par la composition en
AG des B-MAG libérés [4]. Toutefois, en raison des particularités d’action du biocatalyseur, la
méthode enzymatique ne s’applique pas sans restrictions aux corps gras :

(i) soit ayant un point de fusion supérieur a 45 °C,

(ii) soit renfermant des quantités importantes d’AG a 12 atomes de carbone ou moins [5], ou d’AG a
20 atomes de carbone ou plus et d’insaturation élevée [6-8],

(iii) soit possédant des fonctions oxygénées secondaires.

Dans I'analyse de ces corps gras particuliers, on met alors a profit la réactivité des organomagnésiens
a froid et en milieu éthéré sur les fonctions esters des glycérides pour débuter la détermination par
une déacylation partielle des TAG [9-18]. Il en résulte la libération des AG qui sont immédiatement
transformés en alcools tertiaires et, dans le méme temps, la formation d’'un mélange de glycérides
partiels, a savoir des ap-diacylglycérols (aB-DAG), des aa’-DAG, des a-MAG et des B-MAG. La
réaction s’effectue selon le mécanisme décrit dans la figure 1. Elle débute par une addition sur le
carbonyle pour donner un premier composé intermédiaire A. Ce composé est instable et se détruit
spontanément. La cétone B, générée in situ, réagit a son tour en présence du magnésien pour donner
un nouvel intermédiaire réactionnel C. Cet intermédiaire se détruit en présence d’eau et en milieu
acide, pour former un alcool tertiaire dont les trois radicaux sont respectivement la chaine grasse R
de l'ester initial et deux fois le radical alkyl R’ du réactif de Grignard.

Non sélectivité des organomagnésiens vis-a-vis des chaines grasses

La dégradation chimique n’a de sens du point de vue analytique qu’a la condition que les liaisons
esters primaires et la liaison ester secondaire réagissent de facon équivalente, quelle que soit la
nature de la chalne grasse. Toutefois, aucune étude expérimentale ne I'a jamais clairement
démontré, alors que cela est depuis toujours tenu pour acquis. Seuls Becker et al. [15] ont étudié la
déacylation chimique sur des TAG synthétiques composés des acides caprique a oléique sans
observer de discrimination entre les chaines grasses. C’'est pourquoi la méme stratégie que celle
développée pour l'analyse des AG courts [19] a été suivie pour évaluer la réactivité d’'un
organomagnésien [20]. En faisant réagir le bromure d’éthyl magnésium (EtMgBr) sur des corps gras,
on réalise une dégradation ménagée et une dégradation totale. Au cours de chacune des deux
dégradations, les AG sont convertis en diéthylalkylcarbinol (DEAC) correspondant. Pour un méme
corps gras, on compare ensuite entre elles chacune des deux compositions molaires en DEAC ainsi
que celle obtenue par conversion classique des AG en esters méthyliques correspondants (EMAG).
Les trois huiles analysées ont été choisies pour la particularité des AG qu’elles contiennent : (i)
d’abord une huile de thon, contenant des AG de 14 a 24 atomes de carbone saturés et polyinsaturés ;
(i) ensuite I'huile de Calendula officinalis contenant des insaturations conjuguées, précisément



I'acide calendique 18 :3 (8t, 10t, 12c) ; (iii) enfin I'huile de Ricinus communis composée a plus de 80 %
d’un acide hydroxylé, I’acide ricinoléique (12-hydroxy, 9-octadécanoique).

De maniere générale, les compositions molaires des deux dérivations en alcools tertiaires sont
identiques entre elles, et comparables également a celle en esters méthyliques. Aucune sélectivité
n’est observée pour les chaines linéaires de 12 a 20 atomes de carbone présents dans I'huile de thon
(tableau 1), comme cela avait été par ailleurs déja décrit [15, 21]. Si 'on examine maintenant les
divers isomeéres de position des acides en C18:1, C20:1 et C22:1, le tableau 1 montre que les
compositions molaires des alcools diéthylés sont identiques a celle des esters méthyliques. En
particulier, le contenu en acide oléique 18 :1 (n-9) représente 17,1 % + 0,1 % des esters méthyliques
et 16,9 % + 0,3 % des DEAC. De la méme facon, le dosage de son isomeére de position en (n-7) conduit
a des valeurs identiques de 2,4 % + 0,1 % pour les esters méthyliques et 2,3 % + 0,2 % pour les DEAC.
Ceci traduit le fait que I'organomagnésien agit de maniére non sélective entre deux AG ne différant
que par la position de leur double liaison. L'analyse des AGPI permet de préciser la réactivité de
I’EtMgBr en fonction de I'insaturation des AG. On constate la encore que les deux profils des alcools
diéthylés comportant de 2 a 6 insaturations et des esters méthyliques correspondants sont
équivalents. Ces observations permettent de conclure expérimentalement que la réactivité de
I’organomagnésien est indépendante de I'insaturation de la chaine grasse considérée.

Tableau 1. Analyses comparées de la composition en AG (en moles %) d’une huile de thon selon les
esters méthyliques d’acide gras (EMAG) ou les diéthylalkylcarbinols (DEAC) correspondants (°:
dégradation totale ; ° : dégradation partielle ; m : moyenne de trois déterminations).

EMAG DEAC’ DEAC®

m D.S. m D.S. m D.S.
12:0 0,00 (0,1) 0,00 (0,0)  |0,00(0,1)
14:0 3,92 (0,1) 3,85(0,2)  |3,72(0,3)
16 :0 19,54 (0,2)  |19,82(0,3) (17,63 (0,6)
17:0 0,92 (0,0) 0,86 (0,1)  |0,76 (0,1)
18:0 4,06 (0,0) 4,07 (0,3)  |3,81(0,3)
20:0 0,23 (0,1) 0,32(0,1)  [0,24(0,1)
18:1(n-9) |17,15(0,1)  |16,79(0,4) (17,06 (0,6)
20:1(n-9) (1,61 (0,0) 1,78 (0,2) 1,64 (0,2)
22:1(n-9)  [0,25(0,0) 0,27 (0,1)  |0,28(0,1)




16 :1 (n-7) 6,08 (0,1) 6,20 (0,3) 5,72 (0,3)

18 :1 (n-7) 2,42 (0,1) 2,29 (0,2) 2,32 (0,2)

20:1(n-7)  |0,15 (0,0) 0,19 (0,00 0,16 (0,0)

20:2(n-6)  |0,26 (0,0) 0,31(0,1) 0,44 (0,1)

20:3 (n-6) 0,13 (0,1) 0,10 (0,0) 0,23 (0,1)

20 :4 (n-6) 1,81 (0,1) 2,10 (0,2) 2,26 (0,2)

22 :5 (n-6) 0,91 (0,1) 0,89 (0,1) 1,08 (0,2)

20:3(n-3)  |0,32(0,0) 0,31(0,00 0,31(0,1)

20:4 (n-3) 0,50 (0,0) 0,52 (0,1) 0,58 (0,1)

20:5(n-3) 6,90 (0,1) 7,19 (0,3) 7,24 (0,3)

22 :6 (n-3) 21,99 (0,4) 21,88(0,7) |23,33(0,8)

En ce qui concerne la réactivité de I'organomagnésien vis-a-vis d’'un AG conjugué ou hydroxylé, le
tableau 2 indique les compositions molaires de l'acide calendique et ricinoléique présents
respectivement dans une huile de Calendula et de ricin. On montre qu’ici encore la réactivité de
I’EtMgBr vis-a-vis de ces AG particuliers est comparable a celle des autres AG. Le mécanisme de
formation de I'alcool tertiaire correspondant a I'acide ricinoléique pourrait pourtant souffrir d’une
réaction parasite, dans le cas ou une substitution interviendrait avec le groupement hydroxyle pour
former de I'éthane et un composé intermédiaire instable. Ce dernier se détruirait alors
spontanément en présence d’eau et en milieu acide, en régénérant alors le groupement hydroxyle
initial. Dans ce cas de figure, la réaction de déacylation aurait simplement consommé une molécule
d’EtMgBr supplémentaire par groupement hydroxyle, ce qui n’interfererait pas quand on travaille
avec un exces d’'organomagnésien.

Tableau 2. Compositions comparées en AG (en moles %) des huiles de calendula et de ricin selon les
EMAG ou les DEAC correspondants (légende voir tableau 1)

EMAG DEAC? DEAC®

m D.S. m D.S. m D.S.

Calendula officinalis |16 :0 4,14 (0,1) 3,83 (0,3) (4,01(0,3)




18:0 2,26 (0,1) 2,77 (0,3 2,52 (0,3)
18:1(n-9) |4,10(0,1) 3,50(0,4) |3,95(0,4)
18:1 (n-7) |0,65 (0,0) 0,48 (0,1) 0,59 (0,2)
18:2 (n-6) |39,06 (0,4) 39,33 (0,5) (39,53 (0,7)
18:3 (n-3) |0,88(0,1) 1,05 (0,2) |1,56(0,4)
18 :3 conj. |48,70 (0,4) 48,42 (0,8) 47,40 (1,1)
Autres 0,22 0,61 0,43
Ricinus communis 16 :0 1,31 (0,1) 1,40 (0,2) 1,02 (0,3)
18:0 1,04 (0,1) 1,17 (0,2) (0,85 (0,3)
18:1 (n-9) (3,31 (0,2) 3,64 (0,3) |2,62(0,5)
18:1 (n-7) |0,58 (0,2) 0,55(0,2) (0,47 (0,2)
18:2 (n-6) |5,11 (0,3) 5,50 (0,4) (4,59 (0,6)
20:1 (n-9) |0,26 (0,1) 0,34 (0,1) 1|0,32(0,2)
18 :3 (n-3) |0,54 (0,1) 0,62 (0,1) (0,52 (0,2)
18:10H |87,43(0,8) 86,20 (1,0) (88,80 (0,9)
Autres 0,42 0,58 0,83

Quoi gu'’il en soit, tous les résultats précédents concourent a définir le caractere de non sélectivité de
I’organomagnésien vis-a-vis de la nature des TAG et de la chaine grasse estérifiée. Toutefois, de la
méme maniére que la lipase pancréatique, en hydrolysant les TAG, forme plus rapidement des DAG
que des MAG [22], une sélectivité a été observée en mettant en ceuvre de I'éthyl magnésium
la dégradation ménagée de TAG [17]. est dit que
I’'organomagnésien produirait des B-MAG et des a-MAG dans une proportion de 1/4 alors que la

bromide dans Dans cette étude, il
logique voudrait qu’on en forme dans un ratio 1/2. A l'inverse, la proportion de B-MAG formée est la
plus élevée quand la déacylation est menée en présence du bromure d’allyl magnésium [15, 23].
Cette particularité d’action des réactifs d’attaque ne modifiant pas la composition en AG des
glycérides partiels formés, la distribution en AG obtenue reste fiable.

Migration acyle induite par les organomagnésiens

Tout en tenant compte de ces réserves, I'effet de la migration acyle sur la composition en AG des
glycérides partiels doit retenir I'attention, dans la mesure ou il est établi que la migration acyle vient



contaminer par isomérie tous les glycérides partiels nouvellement formés [13]. Ainsi, des auteurs ont
constaté qu’en dégradant des TAG par de I'éthyl magnésium bromide, ce sont parfois les af-DAG [7,
10, 12], les a-MAG [18], ou encore les MAG [14, 16] qui donnent la distribution la plus fidele. Il
semblerait que jusqu’a une certaine valeur de migration acyle, I'analyse des a-MAG donne
directement la distribution en AG des TAG. Par contre, au-dela de cette valeur, les a-MAG fortement
isomérisés seraient moins représentatifs de la structure triglycérique que ne le sont les aB-DAG, a
partir desquels la distribution est alors calculée. Pour vérifier cette hypothése, on suppose que le
réactif d’attaque peut induire une migration acyle chaque fois qu’il réagit sur une des fonctions
esters du TAG. En reportant sur un graphe la contamination en ordonnée et la migration acyle en
abscisse, on constate que la contamination de chaque catégorie de glycérides est en premiere
approximation une fonction linéaire de la migration acyle. Ceci est illustré par les figures 2 et 3.
Lorsque I'on compare les taux de contamination en fonction de la migration acyle, on observe un
incrément plus important pour les a,a’-DAG (de 2,0 % a 9,4 %) ou B-MAG (de 2,6 % a 11,6 %) que
pour les a-MAG (de 1,0 % a 4,7 %) ou a,3-DAG (de 0,5 % a 2,5 %). L'ensemble de ces résultats est a
rapprocher des observations [10, 12] selon lesquelles la dégradation chimique de TAG par un réactif
de Grignard entraine une faible contamination des a,B-DAG par isomérie (de 1,5% a 2 %) et une
importante contamination des aa’-DAG (de 6 % a 10 %).

De maniere générale, les a,B-DAG apparaissent comme les glycérides partiels les moins sensibles a la
contamination par isomérie, et par voie de conséquence, leur profil en AG correspond le mieux a la
distribution initiale du TAG modele. Pour autant, si I’'on examine maintenant la distribution en AG des
TAG, le calcul utilisant les a,B-DAG peut dans de fortes proportions amplifier les erreurs analytiques.
A titre d’exemple, nous avons décomposé dans la figure 4 le calcul de la composition en AG de
chaque glycéride partiel obtenu par déacylation d’'un TAG modéle, en considérant arbitrairement 3 %
comme valeur de la migration acyle. Le TAG est symbolisé par ACA, les positions interne et externe
étant respectivement occupées par C et A. Dans la mesure ou 'analyse GC induit une erreur de
détermination égale a 2 % [24, 25], la composition du TAG devient 65,4 % de A et celle des af-DAG
51,8 % de A. En reportant ces valeurs, on trouve par la relation mathématique (3 x 65,4-2 x 51,8)
développée par Yurkowski et Brockerhoff [10] que la position externe du TAG est composée par
seulement 92,6 % de A, au lieu du 100 % théorique. En d’autres termes, dans la mesure ou le calcul
amplifie plusieurs fois I'erreur analytique, si on essaie d’introduire 2 % d’erreur relative dans
I’équation utilisant les aB-DAG, on congoit que I'erreur sur la position a calculée soit alors majorée a
hauteur de 6 %, alors que comparativement, une analyse directe de la position a a partir des a-MAG
conserve I'erreur de détermination par GC sans la multiplier.

Un calcul semblable a été réalisé pour chaque valeur de la migration acyle comprise entre 0 et 5 %,
I'objectif étant d’examiner les différentes combinaisons possibles pour déterminer la
régiodistribution en AG du TAG modele. Dans ces conditions, la figure 5 donne le pourcentage d’AG
en position externe du TAG calculé a partir des af3-DAG et le compare au pourcentage estimé a partir
des a-MAG. Chaque estimation (trait plein) est systématiquement encadrée par les deux bornes de
I'incertitude (trait tirets). Il semble bien que I’on puisse étendre a ces résultats les observations faites
précédemment, dans la mesure ou I'estimation de la position a est la plus précise avec les a-MAG
lorsque la migration acyle est inférieure ou égale a 2 %. Au-dela de ce pourcentage, I'estimation a
partir des a-MAG devient imprécise, au contraire de I'estimation a partir des af-DAG qui conserve la
valeur vraie (100 %) dans son intervalle de confiance.



Limites de I’analyse de la distribution par les a-MAG

Jusqu’en 1991, il était généralement admis que les a- et B-MAG n’étaient pas représentatifs de la
structure triglycéridique, notamment du fait d’une migration acyle importante. Il s’ensuivit que les
aB-DAG, plus robustes vis-a-vis de I'isomérie, ont été systématiquement utilisés pour le calcul de la
répartition [7, 10, 12]. Des lors que les conditions de déacylation ont été modifiées, la distribution en
AG des TAG a été analysée directement par le biais des MAG [14, 16, 18]. Pour démontrer clairement
les limites de la détermination par les a-MAG, on a considéré la dégradation d’'un TAG racémique
selon la méthode de référence qui utilise les a-DAG [12], et selon une nouvelle méthode qui étudie
les a-MAG [18]. Dans le tableau 3 est donnée la composition en AG des glycérides partiels obtenus.
On constate que, dans la méthode de référence, tous les MAG sont fortement contaminés par
I'isomérie, alors que le profil en AG des a-MAG obtenus par la nouvelle méthode est statistiquement
représentatif de la structure triglycéridique. Ces différences traduisent simplement des niveaux
différents de la migration acyle. On calcule en effet une valeur de la migration acyle nettement plus
faible dans la nouvelle méthode (2 % + 0,5 %) que dans la méthode de référence (4 % £ 1,0 %), ce qui
concorde avec les conclusions de I'étude théorique. Pour diminuer la migration acyle tout en
produisant des a-MAG en quantités suffisantes, les conditions de dégradation ont été changées.
D’abord, la quantité de réactif d’attaque est de 50 mmoles/g de corps gras, soit quatre fois plus que
dans la méthode de référence. Si I'on suppose que I'éthyl magnésium bromide forme environ quatre
fois plus d’a-MAG que de B-MAG comme l'aurait observé un auteur [17], il est logique de penser que
I'influence de la migration acyle sur les a-MAG serait moindre. Ensuite, la durée de la dégradation est
réduite de 60 a 15 secondes. Enfin, tous les lavages aqueux sont réalisés avec des solutions d’acide
borique, dont on sait qu’il prévient I'isomérie des MAG [26].

Tableau 3. Distribution en AG des glycérides partiels formés en dégradant le sn-1,3-dipalmitoléoyl-
sn-2-oléyl-glycérol par de I’éthyl magnésium bromide selon deux modes opératoires différents.

Composition en Migration acyle
AG
Méthode Glycéride Positions |(en moles %) (en
pourcentage)
16 :0 18:1 a->p B>a
Christie et Moore
aB-DAG o B, |49,9 50,1+ 0,4
(12]
oa’-DAG a, o 90,9 9,1+2,4 (42+1,0 3,8+0,9
B-MAG B 10,4 89,6+2,4
a-MAG a, o 96,2 3,8+1,5




3XxTAG-2xa- -
a, o 100,3
DAG 0,3+0,4
Turon et al. [18] |aB-DAG a,B,a (49,4 50,6 £0,1
oaa’-DAG a, o 95,5 45+1,2 |2,2+0,6 1,8+0,4
B-MAG B 5,6 94,4 +3,5
a-MAG o, o 98,2 1,8+0,4
3XTAG-2xa-
o, o 101,3 -1,3+0,2
DAG

Avantage des a-MAG dans I’analyse des huiles lauriques

Pour conclure, on ne peut que recommander I'analyse de la régiodistribution des TAG par le biais des
a-MAG, en particulier pour les corps gras possédant des AG a chaines courtes. On sait, en effet, qu'il
est trés difficile de repérer et d’isoler en chromatographie planaire les corps gras avec un large
spectre en AG, car il y a des probléemes de superposition de bandes. D’ou les difficultés pour établir
une analyse a partir des a3-DAG ou des B-MAG formés par la déacylation classique de la matiére
grasse laitiere ou des huiles lauriques [27, 28]. Dans le cas d’une analyse via les a-MAG, on
s’affranchit de ce probléme analytique parce que les glycérides récupérés pour I'analyse GC, qu’ils
soient constitués d’AG courts ou longs, sont les composés dont les Rf sont les plus faibles, compte
tenu de leur plus forte affinité (deux hydroxyles vicinaux) avec la phase fixe imprégnée d’acide
borique. On isole et récupére ainsi trés facilement I'ensemble des a-MAG, sans aucun risque de
recouvrement et sans contamination avec d’autres catégories glycéridiques.

Ce travail a été réalisé au laboratoire de Lipotechnie du CIRAD, sous la direction des Docteurs Jean
Graille et Michel Pina, avec le soutien financier de la société SEA OIL, et la collaboration tres précieuse
pour I'approche mathématique de Monsieur Frangois Bonnot, du CIRAD-CP.
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Figure 2. Influence de la migration acyle sur la contamination par isomérie des a8-DAG et des 8-MAG
(m : pourcentage de la migration acyle de la position interne vers une position externe ; p :
pourcentage de la migration acyle d’une position externe vers la position interne).
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Figure 3. Influence de la migration acyle sur la contamination par isomérie des aa’-DAG et des a-MAG
(m : pourcentage de la migration acyle de la position interne vers une position externe ; p :
pourcentage de la migration acyle d’une position externe vers la position interne).
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Figure 4. Exemple de la composition en AG (en pourcentage de leur total) des glycérides partiels issus
de la dégradation d’un TAG modele, calculée en considérant 3 % comme valeur de la migration acyle.
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Figure 5. Influence de la migration acyle sur la composition en AG distribué en position externe d’un
TAG modéle déterminée, comparativement, a partir des aB-DAG ou a partir des a-MAG. Chaque
estimation (trait plein) est systématiquement encadrée par les deux bornes de I'incertitude (trait

tirets).



