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Nizev uzitného vzoru:

N-Alkylamidy kyseliny alginové

Utad primyslového viastnictvi v zapisném fizeni nezjistuje, zda ptedmét uzitného vzoru
spliiuje podminky zpusobilosti k ochrané podle § 1 zak. ¢. 478/1992 Sb.
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N-Alkylamidy kyseliny alginové

Oblast techniky

Reseni se tyka N-alkylamidi kyseliny alginové piipravené pomoci amino-de-alkoxylace methy-
lového esteru této kyseliny nebo piimé reakce s n-butylaminem, n-hexylaminem, n-oktylaminem,
n-dodecylaminem a n-oktadecylaminem. Postupy ptipravy zahrnuji fadu krokli vedoucich ke
vzniku N-alkylamidii s riznou délkou alkylového fetézce.

Dosavadni stav techniky

Algin je nazev pro alginovou kyselinu a jeji soli alginaty. Alginaty jsou nevétvené linearni ko-
polymery (1 aZ 4)-vazanych uronovych kyselin f-D-mannuronové a a-L-guluronové. Obvykle je
pomér téchto kyselin 1:1. Alginaty se ziskdvaji z hnédych fas (Phaeophyceae). Alginity maiji
rizné primyslové pouZiti, vyuZivaji se pro upravu viskozity, jako stabilizatory nebo zahu$t'ova-
dla, nebo jsou schopné vytvéfet filmy a mohou se aplikovat jako pojivové materialy. Aplikuji se
zejména v potravinafském primyslu diky schopnosti tvofit termostabilni gely, v textilnim tisku,
vyrob& keramiky, pfi svafovani dratl a ve farmaceutickém priimyslu pro vyrobu obvazi a den-
talni otiskovaci hmoty. Mohou byt pouZity k zapouzdfeni bun&k a léku. Vyzkumy ukazuji, Ze
jedine¢né fyzikaln€-chemické vlastnosti alginitu mohou byt ispé¥né vyuZity pro medicinské
aplikace. Poptdvka po téchto alginitech neustéle nartist4, proto se hledaji nové derivaty alginath
a jejich nové zplisoby piipravy. Amidy kyseliny alginové jsou obecné zndmé napiiklad podle pa-
tentu US 2881161, kde je probrana obecné problematika pfipravy amidi.

Podstata technického feSeni

Uvedené nedostatky odstraiiuji N-alkylamidy kyseliny alginové podle technického feSeni, jehoZ
podstata spo¢iva v novosti N-alkylamidi kyseliny alginové obecného vzorce (I)
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ve kterém
R znadi butyl, hexyl, oktyl, dodecyl a oktadecyl,
m zna¢i pocet jednotek kyseliny f-D-mannuronové a je v rozmezi 25 aZ 1000,
n znati pocet jednotek kyseliny a-L-guluronové a je v rozmezi 25 az 1000,

pfiCemZ pomér m:n v molekule kyseliny alginové je 1:1 pfi celkovém poctu jednotek kyselin
v rozmez{ 50 aZ 2000.

Mezi N-alkylamidy kyseliny alginové se podle technického feSeni fadi amidy s riznou délkou
alkylového fetézce a to N-butylamid kyseliny alginové, N-hexylamid kyseliny alginové, N-okty-
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lamid kyseliny alginové, N-dodecylamid kyseliny alginové a N-oktadecylamid kyseliny alginové.
Vzorec I zn4zoriiuje N-alkylamidy kyseliny alginové, kdy uhlovodikovy zbytek R znali jednot-
livé alkyly (butyl, hexyl, oktyl, dodecyl a oktadecyl) vazané prostfednictvim amidové vazby na
linearni fetézec polysacharidu. Kyselina alginova se sklada z (1 aZ 4)-vazanych uronovych kyse-
lin B-D-mannuronové a a-L-guluronové, kde vzorec I znazoriiuje amidy jednotlivych kyselin,
které jsou znadeny indexy m pro kyseliny f-D-mannuronové a n pro o-L-guluronové. V molekule
kyseliny alginové je obvykle pomér m:n 1:1. Tyto jednotlivé fragmenty se vyskytuji ndhodné
a tvoii useky pouze kyseliny B-D-mannuronové, kyseliny a-L-guluronové nebo stfidavé vysky-
tujicich se obou kyselin. Molekulova hmotnost alginitu sodného pro piipravy sloucenin byla
v rozmezi od 10000 do 400000.

Reakcemi methylesteru kyseliny alginové s primarnimi aminy nebo pfimou amidaci kyseliny
alginové byly pfipraveny nové sekundami amidy (N-alkylamidy). Touto chemickou modifikaci
polysacharidii v zavislosti na struktuie alkylaminu a DS byly ziskdny N-alkylamidy kyseliny
alginové s velkou 3kalou fyzikainé chemickych vlastnosti. Hydrofobni amidované derivaty obsa-
hujici n-alkylové skupiny (C4 az C18) jsou schopny fungovat jako sorbenty nepolarnich slouce-
nin a tim sniZovat in vivo hladinu neutralnich steroli a triacylglycerolii. (Marounek et al., 2007,
2010a; 2010b; 2013). Tak napiiklad amino-de-alkoxylace vysoko methylovaného (HM) citruso-
vého pektinu s n-alkylaminy vedla k p¥ipravé fady N-alkylpektinamidi (Sinitsya et al., 2000;
Synytsya et al., 2003) a ve vodé nerozpustného N-oktadecylpektinamidu, ktery byl zajimavym
produktem vzhledem k jeho amfifilnim vlastnostem, tedy jeho schopnosti absorbovat nepolarni
a polarni molekuly (Synytsya et al., 2004). Na zaklad€ pokusi in vivo a in vitro bylo prokazano,
Z¢ produkty amino-de-alkoxylace methylovych estert monokarboxycelulosy a karboxy-
methylcelulosy maji podobné uéinky jako derivaty HM pektinu (Marounek et al., 2007; 2010a;
2010b; 2013). Pfedpoklada se, Ze kyselina alginova je velice uéinnou latkou v této problematice.
Vyhodou je pfitomnost karboxylovych skupin v molekule bez nutnosti polysacharid ox1dovat
karboxymethylovat nebo jinak modifikovat.

Pro fadu aplikaci je nutné, aby mél vznikly polysacharid amfifilni nebo nepolérni vlastnosti, Ce-
hoZ 1ze doséhnout adici n-alkylovych skupin. N-Alkylamidy kyseliny alginové byly pfipraveny
chemickou modifikaci karboxylovych skupin pfimou amidaci s n-alkylaminy za podpory mikro-
vinného ohfevu nebo esterifikaci s naslednou amino-de-alkoxylaci s n-alkylaminy s vyuZitim
nebo bez vyuziti mikrovinného ohfevu (obr. 1). Vzniklé amidové vazby jsou velice pevné a jedna
se tedy o velmi stabilni slou¢eniny. Celd makromolekula polysacharidu diky navazani n-alkylo-
vého fetézce ziskava hydrofobni charakter. Pivodcim se podafilo ziskat mnohem vysSich vy-
téZkd koneénych sloudenin, neZ bylo dosud béZné. Zejména nové pouZity mikrovinny ohfev pfi
syntéze oxidované celuldzy a jejich derivati byl velmi pfinosny.

N-Alkylamidy kyseliny alginové (N-butylamid, N-hexylamid, N-oktylamid, N-dodecylamid,
N-oktadecylamid) podle technického feSeni vznikly po promyti primyslové vyrabéné sodné soli
kyseliny alginové smési etanol:voda s 4 mol.l" HCI pro ptipravu kyseliny alginové. Kyselina
alginova byla déle esterifikovana s néslednou amino-de-alkoxylaci nebo pifimo amidovana. Me-
thylester kyseliny alginové je pak moZné opét amino-de-alkoxylovat za vzniku N-alkylamidi.
Témito postupy byly pfipraveny N-alkylamidy podle technického fe$eni s riizn€ dlouhym alkylo-
vym fetézcem.

N-Alkylamidy kyseliny alginové podle technického feSeni jsou zajimavé jako latky schopné va-
zat neutralni steroly s pfedpokladem sniZovani hladiny. cholesterolu v organismu. To je dileZité
zejména v mediciné. Zejména N-oktadecylamid kyseliny alginové ziskany podle technického
feSeni byl uspé$né plivodci vyzkousen pomoci in-vitro a in-vivo pokust ve Vyzkumném ustavu
¥ivo&idné vyroby, v. v. i., Praha, CZ. P¥pravy a analyzy derivétd probihaly na Ustavu sacharidi
a cerealii \{ysoké Skoly chemicko-technologické, Praha, CZ; reakce s vyuZitim mikrovinného
ohtevu na Ustavu chemickych procesii Akademie vé&d Ceské republiky, Praha, CZ.

Obijasnéni vykresa

Na prfiloZenych vykresech je na Obr. 1 zndzoméno celé reakéni schéma ptipravy N-alkylamidd
kyseliny alginové podle technického feSeni. Na Obr. 2 jsou FTIR Ramanova spektra alginatu
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sodného (a), kyseliny alginové (b) a methylesteru kyseliny alginové (c), na Obr. 3 jsou FTIR
a FT Ramanova spektra produktd amino-de-alkoxylace methylového esteru kyseliny alginové
s n-butylaminem (a), n-hexylaminem (b), n-oktylaminem (c), n-dodecylaminem (d) a n-okta-
decylaminem (e).

Nasledujici pfiklady provedeni popisuji pfipravu N-alkylamidi kyseliny alginové podle technic-
kého fedeni, ale nijak ji neomezuji.

Priklady uskuteénéni technického feSeni

Piiklad 1

N-Alkylamidy kyseliny alginové podle technického feeni byly pfipraveny podle reakéniho
schématu, které je uvedeno na Obr. 1.

Vychozi komeréné dostupnou latkou byl alginat sodny s primémym obsahem COO" skupin 0,65
az 0,85 %. Pro modifikace byly vybrany n-alkylaminy s rizn& dlouhym alkylovym fetézcem:
n-butylamin, n-hexylamin, n-oktylamin, n-dodecylamin a n-oktadecylamin. Dalsi latky potfebné
pro piipravu a izolaci byly methanol, N,N-dimethylformamid (DMF), kyselina chlorovodikova
(HCI), petroleter, ethanol, aceton a destilovand voda. Nasledujici ptiklady podle technického
feSeni popisuji pfipravu N-alkylamidi kyseliny alginové.

Priprava kyseliny alginové

Kyselina alginova byla pfipravena promytim alginitu sodného smési etanol:voda (7:1 v/v) obsa-
hujici 0,5 mol.I" HC, nasledné stejnou smési bez HCl, 96% ethanolem, acetonem a nasledn&
vysu$ena na vzduchu.

Priprava methylového esteru kyseliny alginové

Kyselina alginova byla podrobena esterifikaci methanolem v pfitomnosti kyseliny sirové. Na-
vazka kyseliny alginové (1 g) byla suspendovana v 200 ml metanolu, za neustdlého michani byl
pfidan 1 ml koncentrované 96% kyseliny sirové. Reakce probihala pod refluxem po dobu 72 h pfi
60 °C. Pevny podil byl odfiltrovan, promyt etanolem, acetonem a vysusen na vzduchu.

Amino-de-alkoxylace methylového esteru kyseliny alginové

N-Alkylamidy kyseliny alginové podle technického feSeni byly pfipraveny reakci methylového
esteru kyseliny alginové s n-alkylaminy. Methylovy ester (0,5 g) byl suspendovan v 50 ml DMF
michdnim po dobu 30 minut a poté bylo pfiddno 10 ml kapalného aminu (n-butylaminu, #-hexy-
laminu nebo n-oktylaminu). V piipadé pevnych amind (rn-dodecylamin a n-oktadecylamin) re-
ak¢ni smés byla pfipravena rozpousténim 5 g pevného aminu v 50 ml DMF pfi teploté 55 °C za
stalého michani po dobu 30 minut; poté bylo pifidano 0,5 g methylového esteru kyseliny alginové.
Reakce probihaly 24 h pifi teploté 25 °C (kapalné aminy) nebo 72 h pfi teploté 55 °C (pevné
aminy). V ptipad¢ heterogennich reakci byly vzniklé produkty izolovany filtraci; pokud reakéni
smés byla homogenni, produkty byly vysraZeny destilovanou vodou a poté zfiltrovany. Nasledné
byly viechny derivaty promyty smési etanol:voda (7:1 v/v) obsahujici 0,5 mol.I"! HCI, petrolethe-
rem, ethanolem, acetonem a vysu$eny na vzduchu. Postup promyvani byl 2 aZ 3x opakovan.

Piiklad 2
PFima amidace kyseliny alginové za podpory mikrovinného ohfevu

Alternativnim postupem byla pfim4 amidace kyseliny alginové za podpory mikrovinného ohievu.
Reakce probihaly ve 250 ml varné batice. Navazky latek a ¢inidel byly stejné jako v piipadé
amino-de-alkoxylace, viz Pfiklad 1; kyselina alginova byla pouZita misto methylového esteru.
Vykon reaktoru byl nastaven na 150 W a reakéni ¢as 5 minut. Pfipravené produkty byly izolo-
vany filtraci a pfecistény stejnym zplisobem. Tento postup pfimé amidace daval vyrazné nizsi
vytézky, avak lze ho doporucit pro zrychleni reakce a uisporu nékladi. Efektivnéj$im postupem
viak byla amino-de-alkoxylace methylového esteru kyseliny alginové za podpory mikrovinného

ohfevu.
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Vysledky a vypodéty
Hmotnostni vytéZek

Z 10,00 g alginatu sodného bylo ziskano 8,79 g kyseliny alginové (vytéZek 88 %); z 8,00 g kyse-
liny alginové bylo pfipraveno 5,30 g metylového esteru (vytéZek 66 %). Hmotnostni vytéZek
pfimé amidace a amino-de-alkoxylace se pohyboval v rozpéti 50 aZ 120 % v zavislosti na pfipra-
veném N-alkylamidu.

Obsah uronovych kyselin (UA)

Na zaklad¢ elementdrni analyzy (C = 29,11 % m/m) byl stanoven obsah UA v alginatu (80,09 %
m/m); titraéni metoda (Kumar a Yang, 1999) ukazala hodnotu U4 76,34 % m/m vypoltenou
z obsahu COOH (19,52 % m/m).

Obsahy vSech karboxyli COOH, (% m/m) ve vychozi kyseliné alginové a obsahy volnych karbo-
xyld COOH; (% m/m) v jejich methylovych esterech byly stanoveny titraéni metodou a vypoé-
teny na zakladé vztahu:

c-V-45
COOH,¢ =

% 100,
a,6

kde c je piesna koncentrace titraéniho &inidla NaOH (moll"), ¥ je objem spotfebovaného roz-
toku NaOH; m, a m, jsou navaZKky kyseliny a esteru pro titraci (g).
Stuperi amidace (DA)
Stupeii amidace produkti vyjadfuje molarni podil amidovanych karboxyll k po€tu viech karbo-
xyli. Hodnoty DA (mol. %) byly vypodéteny na zakladé vysledkil organické elementérni analyzy
podle vzorce:

DA(kys. alginovi) = —2° 100

kys. alginovd) = N e 2 <0

kde N, C (% m/m) jsou obsahy dusiku a uhliku, hodnoty n a ¢ udavéji pocet téchto atomi

v molekule aminu. Vypodet je zaloZen na domnénce podpofené FTIR analyzou, Ze na konci re-

akce jsou viechny methylové estery hydrolyzovany nebo substituoviny aminem. Esterova vazba
je v alkalickém prostfedi nestabilni.

Vysledky elementarni analyzy N-alkylamidi kyseliny alginové podle technického feSeni jsou
uvedeny v Tabulce I. V dusledku reakce vZdy doslo k nalezeni dusiku, jehoZ obsah je indikéto-
rem amidace. V ptipadé reakci s n-dodecylaminem a n-oktadecylaminem byl obsah dusiku vy-
razné niZ§i v disledku zvySeni obsahu uhliku a vodiku navazédnim dlouhého alkylu. Vzhledem
k tomu, Ze vychozi polysacharidy dusik neobsahovaly, 1ze vysledky elementarni analyzy pouZit
pro kvantitativni stanoveni hodnoty DA.

Tabulka I
Vysledky elementarni analyzy a hodnoty DA N-alkylamidi kyseliny alginové

Amin Amino-de alkoxylace Piima amidace + MW

Obsah (% m/m) - Obsah (% m/m) _

N C H E i:. N C H E i:.
g g

n-butylamin 4,58 | 46,00 | 6,95 7786 | 1,97 | 37,54 |5,77 | 32,99
n-hexylamin 407 | 4983 | 7,59 | 72,34 | 1,26 | 38,84 |[5,75 | 20,07

n-oktylamin 4,08 | 5298 | 8,20 83,96 | 0,66 | 38,73 5,58 9,87
n-dodecylamin 2,87 | 5494 | 8,77 57,94 | 0,71 39,87 5,74 | 11,17
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n-oktadecylamin | 2,62 | 5811 | 9,12 | 76,55 | 1,04 | 4443 |6,85 | 18,95

FTIR a FT Ramanova spektroskopie

FTIR spektra jsou citlivd na stav uronovych karboxyli a lze je pouZit pro detekci a rozliSeni
COO’, COOH, esterovych a amidovych skupin. FT Ramanova spektra doplituji FTIR spektra
a poskytuji dopliujici informace o danych latkach. Tak napiiklad konverze alginitu sodného na
kyselinu alginovou lze potvrdit absenci pasii kolem 1615 aZ 1617 a 1414 a% 1418 cm™ (antisy-
metrické a symetrickd valen¢ni vibrace COO’) a pfitomnosti pasii kolem 2557 a% 2632 cm™ (va-
lentni OH vibrace karboxylt), 1736 aZ 1745 cm™ (valenéni C=O vibrace), 1415 cm™ (defor-
maéni COH vibrace) a 1247 cm™ (valen&ni CO vibrace) (obr. 2). FTIR (Ramanova) spektra
N-alkylamidi kyseliny alginové prokazovala sniZeni absorbance kolem 1730 a% 1740 ¢cm™
(valenéni C=0 vibrace volnych karboxyli a esterit) a vzniku dvou past pti 1654 az 1670 cm™
(vibrace amid I) a 1550 aZ 1561 cm™ (vibrace amid II) (Sinitsya et al., 2000). Pfitomnost
N-alkylovych skupin byla potvrzena vibrainimi pasy pfi 2919 aZ 2925 cm’ (asymetrické
valenéni vibrace CH,), 2850 a% 2856 cm™ (symetrick4 valenéni vibrace CH,), 1466 a% 1471 cm’!
(niizkova vibrace CHy), 720 a% 724 cm™ (kyvadlové vibrace CH,) a 535 cm™ (CCC deformagni
vibrace). Tyto pasy byly vyraznéj§i u vysoko substituovanych produkth s n-alkylaminy
obsahujici dlouhy alkylovy fetézec (Sinitsya et al., 2000; Synytsya et al., 2003, 2004).

Priimyslové vyuZitelnost

Reakcemi methylesteru kyseliny alginové s primédrnimi aminy nebo pfimou amidaci kyseliny
alginové byly pfipraveny nové sekundarni amidy (N-alkylamidy). Touto chemickou modifikaci
polysacharidii v zavislosti na struktufe alkylaminu a DS byly ziskiny N-alkylamidy kyseliny
alginové s velkou $kalou fyzikalné chemickych vlastnosti. Hydrofobni amidované derivéty obsa-
hujici n-alkylové skupiny (C4 az C18) jsou schopny fungovat jako sorbenty nepolarnich sloude-
nin a tim sniZovat in vivo hladinu neutralnich steroli a triacylglyceroli.
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NAROKY NA OCHRANU

1.  N-Alkylamidy kyseliny alginové obecného vzorce (I)

R OH
-
- NH - 0 {
o)
OH o) (CH;)3CH3
- ..o - o ~OH R= :((2:2;7(3:'3
HO ah {CHahrCH3
» M 0 n )
=9 m L
\
R
5 (I)’
ve kterém

R znadi butyl, hexyl, oktyl, dodecyl a oktadecyl,
m  znali polet jednotek kyseliny p-D-mannuronové a je v rozmezi 25 az 1000,
n znaéi polet jednotek kyseliny a-L-guluronové a je v rozmezi 25 az 1000,

10  pti¢emZ pomér m:n v molekule kyseliny alginové je 1:1 pfi celkovém poctu jednotek kyselin
v rozmezi 50 az 2000.

2 vykresy
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