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Zpuisob pripravy diacylglyceroli mastnych
kyselin reakci monoacylglycerolu s oxidem
fosforeénym v nepoldarnim kapalném prostie-
di. Diacylglyceroly vznikaji vedle glyce-
rolfosforecné kyseliny disproporcionaci
nestabilniho meziproduktu. Findlni produkty
obsahuji kolem 95 % hmot. diacylglyceroli
a jsou vhodné jako biologicky aktivni adi-
tiva do farmaceutickych a kosmetickych
pEipravki a jako vychozi latky pro pfipravu
glycerofosfolipidi.

Zplisob p¥ipravy diacylglycerold mastnych kyselin
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Vyndlez se tykd zpusobu pripravy diacylglycerold mastnych
kyselin reakci monoacylglycerold s oxidem fosforeénym v nepolar-
nim kapalném prostredi. Dalsim produktem této reakce je kyselina
glycerolfosforecna.

Diacylglyceroly se pouZivaji Jjako biologicky aktivni lipidy
ve farmaceutickych a kosmetickych vyrobcich, jako kosmetické
a potravindfské netoxické emulgdtory, Jjako aditiva zvysSujici
plastiénost potravinadrskych tukd, suroviny pro pripravu glycero-
fosfolipidu a podobné (Beridge M., et al, Nature 312, 315
/1984/, Moolenaar W.H., et al, Nature 323, 6084 /1986/, J.P.
63-104917 /1986/, Ranny M., doktorskd disertaéni prace, VSCHT
Praha /1990/). Technické diacylglyceroly se bézZné vyrabéji glyce-
rolyzou tuka za pr1tomnost1 alkallckych katalyzatoru, napriklad
KOH a Ca(OH) , a pri teploté 200 aZ 240 Oc (&s. autorské osvéddce-
ni ¢ 261 170 /1989/). Produkty glycerolyzy vsak obsahuji kromé
Zadaného diacylglycerolu (40 aZ 50 % hmot.) jesté nezreagovany
triacylglycerol (20 aZz 40 % hmot.) a monoacylglycerol (15 az
25 $ hmot.) a hodi se predevs$im jen jako surovina pro vyrobu
acylglycerofosfatu (napfiklad &s. autorské osvédéeni ¢ 173 220
/1978/, é&s. autorské osvédceni ¢. 203 421 /1982/ a ¢s. autoské
osvédéeni &. 256 690 /1989/). Také modernéjsi enzymatické postupy
pripravy diacylglycerolu vedou ve své podstaté k smésim parcial-
nich acylglycerold, triacylglyceroli a nezreagovanych mastnych
kyselin (napt¥iklad Jap. p. 51-7754 /1976/, J.Amer. 0il Chemist s
Soc., 61, 776 /1984/). NovéjsSi biotechnologické metody, zaloZené
na pouziti velkého mnoiZstvi selektivnich lipdz (2 az 20 % hmot.
na vychozi smés mastnych kyselin a glycerolu) jsou nakladné a ko-
neéné produkty obsahuji maximdlné 80 % hmot. diacylglycerolu
(E.P. 307 154 /1988/). Na druhé strané, postupy pro pripravu kon-
centrovanéjsich (to je kolem 90 % hmot. diacylglycerolu), respek-
tive ¢&istych diacylglycerolu (vice nez 95 % hmot. diacylglycero-
du), Jjsou prilis sloZité, vyZaduji téZce dostupné chemikalie
. a jsou vétsinou aplikovatelné jen pro pripravu malych mnozZstvi
diacylglyceroli pro védecké prdce. Tak napriklad pri pripravé
strukturné definovanych diacylglyceroll se vychazi z 3,4-isopro-
pyliden-D-mannitolu, ktery se prevede nékolikastupriovou syntézou
na 1,2-isopropyliden-3-benzyl-sn-glycerol a ten se potom acyluje
mastnou Kkyselinou za pritomnosti 4-dimethylaminopyridinu a dicy-
klohexylkarbodiimidu; chranici benzylovd skupina se odstrani ka-
talytickou hydrogenolyzou za pritomnosti paladia na uhliku (Eibl
H., Phospholipid Synthesis, v knize Liposomes /Knight C.G., ed./
Elsevier, Amsterdam 1981).

Popsané nevyhody odstranuje zpusob pripravy diacylglyceroll
mastnych kyselin podle vyndlezu, JjehoZ podstata spo¢iva v reakci
monoacylglycerolu mastnych kyselin s 8 aZ 22 atomy uhliku v re-
tézci mastné kyseliny s o*;dem fosforecnym v nepoldrnim kapalném
prostredi pri 30 aZz 100 °C. Moldrni pomér mezi monoacylglycerolem
a oxidem fosforeénym je 1:0,5 aZ 1,0. Po zreagovani 95 azZ 99,5 %
hmot. vychoziho monoacylglycerolu se roztok reakci vzniklého di-
acylglycerolu oddéli od vyloucené kyseliny glycerolfosforecné,
kterda je v nepolarnim prost¥edi nerozpustnd. Roztok diacylglyce-
rolu se potom neutralizuje vhodnou bdzi, s vyhodou hydroxidem va-
penatym nebo plynnym amoniakem a vyloucené nerozpustné fosfaty se
odstrani bud filtraci, nebo odstredénim na centrifuze. V konedéné
fazi se z vycereného roztoku odstrani rozpoustédlo destilaci,



CS 276881 B6 | 2

nejlépe za sniZeného tlaku.

Vyhoda zplsobu p¥ipravy diacylglycerold podle vyndlezu spo-
¢iva predevsim ve vysokém vytézku diacylglyceroll, protozZe findl-
ni produkty obsahuji 95 aZz 99 % hmot. diacylglyceroll. Zpuasob ne-
vyzaduje téZce dostupné chemikdlie, Je technologicky mélo nédrocé-
ny. UmoZnuje ziskavat c¢isty diacylglycerol v dostatec¢ném mnoiZst-
vi.

Pri +vypracovadni uvedeného zplsobu pripravy Jjsme vychdzeli
z nasich poznatki o mechanismu fosforylace monoacylglycerola
v nepoldrnim prostredi. Ten lze stru¢né popsat takto: Monoacyl-
glycerol je v nepoldrnim kapalném prost¥edi nedokonale rozpustny
a diky své polarné-nepolarni strukture se hromadi na fazovém roz-
hrani mezi rozpoustédlem a dispergovanymi casteckami oxidu fosfo-
reéného. Reakci obou sloZek vznikd 1lysofosfatidova kyselina
(LPA), kterd vytvofi s monoacylglycerolem reakéni meziprodukt
(I), ktery je nestdly a disproporcionuje na protonizovany diacyl-
glycerol a aniont glycerolfosforeéné kyseliny (GPA). Prenosem
protonu z diacylglycerolu na receny aniont potom vzniknou oba fi-
ndlni produkty, to je diacylglycerol a glycerolfosforecna kyseli-
na:

0,5 H,0 (=) (+)
2 MG + 0,5 P,0g ' = LPA . MG =
(=) (+)
= GPA + DG — DG + GPA

Pribéh reakce ve sméru produkti je podporovan tim, 2Ze kyselina
glycerolfosfore¢nd je v nepoldrnim prostfedi nerozpustna a vytva-
¥i oddélenou fazi.

Jako monoacylglycerol lze s vyhodou pouZit produkty moleku-
larni destilace smési parcidlnich acylglyceroll, ziskanych glyce-
rolyzou rostlinnych a nebo Zivocéisnych tuku. Tyto lipidy se dnes
béZné vyrdbéji v tisicitunovych mnoZstvich jako potravinarské
emulgadtory a zlepsujici prisady do pe¢iva. Podle druhu vychoziho
tuku obsahuji nasycené i nenasycené mastné kyseliny s 8 azZz 22
atomy uhliku v Fetézci mastné kyseliny. Reakénim nepolarnim pro-
strfedim mohou byt rozpoustédla s relativni permitivitou 1,8 az
6, s vyhodou potom jednoduché uhlovodiky, 3jako je napriklad
n-pentan, n-hexan, n-heptan, isooktan a cyklohexan.

Rychlost reakce je pfimo Umérnd teploté, prislusnd aktivacni
energie je kolem 40 aZ 50 kJ.mol™l. Maximalni reakéni teplota je
ddna bodem varu rozpoustédla a zavisi na rozpustnosti vychoziho
monoacylglycerolu v reakénim prostredi. Qbecné plati, Ze derivaty
nenasycenych mastnych kyselin, napriklad molekularné destilovany
monoacylglycerol z fepkového oleje, se v uhlovodicich rozpoustéji
jiz 2za normadlni teploty, zatimco monoacylglycerol s nasycenymi
mastnymi kyselinami, jako je monoacylglycerol 2z hydrogenovaného
lojg jsou v nepoldrnim prostfedi rozpustné aZ pri teplotach 50 az
70 “C.

Pomér mezi reagujicimi sloZkami Jje da&n vysSe uvedenym reak~E-
nim mechanismem; pri pouzZiti teoretického mnoZstvi oxidu fosfo-

-
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rec¢ného je reakce ukonc¢ena aZ po nékolika hodinach, pri nadbytku
a vySsich teplotdch muZe trvat jen nékolik minut; v tomto pripadé
je vSak soucasné vznikajici kyselina glycerolfosforecnd znecisté-
na polyfosforeénymi kyselinami.

Prubéh reakce lze kontrolovat stanovenim nezreagovaného mo-
noacylglycerolu nékterym z rychlych kvantitativnich chromatogra-
fickych postupl, nap¥iklad metodou TLC-FID na komerénich vrstvéach
Chromarods s rozpoustédlovou soustavou benzen : ethylacetéat :
: kyselina octovd : voda (100:4:0,6:0,2 v/Vv).

Po ukonceni reakce, to je Jjakmile zreaguje 95 aZ 99,9 %
hmot. monoacylglycerolu, se roztok diacylglycerolu vypusti z re-
aktoru a neutralizuje se vhodnou bdzi. Teplota p¥i neutralizaci
je opét limitovdna bodem varu rozpoustédla, teplota pri filtraci
nebo odstredovani rozpustnostl diacylglycerolu. Obecné plati, Ze
roztoky diacylglycerolu majl byt flltrovany nebo odstfedovany pri

teploté o nékolik stupiii vySSi neZ je bod zdkalu prislusSného roz-

toku.

Z odstifedénych nebo filtrovanych roztoku diacylglycerolu se
odstrani rozpoustédlo destilaci, nejlépe 2za sniZeného tlaku
a ziskané diacylglyceroly se bud pouZivaji pfimo, nebo se mohou
rafinovat krystalizaci, popripadé na sloupcich aktivniho adsor-
bentu. Dal$i reakéni produkt, to je glycerolfosforecnou kyselinu,
lze po neutralizaci vyuzit jako nutriéni sloZku potravin, krmiv
nebo v kosmetice.

Zpusob pripravy diacylglyceroll mastnych kyselin podle vyna-
lezu je bliZe objasnén v nasledujicich pr¥ikladech. Pro srovnéni
jsou uvedeny referenéni priklady 1 a 2.

Priklad 1

100 g (0,47 molu) molekularné destilovaného monoacylglycero-
lu z kokosového tuku bylo rozpusténo pri zvysené teploté (50 az
60 °C) v 550 ml cyklohexanu. Vznikly roztok byl pfiddn do reakto-
ru, v kterém bylo dispergovadno 35 g (0,25 molu) oxidu fosforecne-
ho v 50 ml stejného rozpoustédla. Smés byla michdna pri 50 Oc
a kazZdou hodinu byly odebirdny vzorky na analyzu TLC-FID. Po 5ti
hodindch, kdy zreagovalo 95 % vychoziho monoacylglycerolu, byla
kapalna fdaze vypusténa 2z reaktoru do neutralizdtoru a pridano
40 g praskoveho hydroxidu vapenateho. Smés byla 15 min michdna
pfi 45 az 50 °C a potom zfiltrovéna pr1 téze teplote. Filtrat byl
odparen na rotacéni vakuové odparce pri 60 aZ 65 ©c. Bylo ziskéno
75 g produktu (to je kolem 90 % teoretického mnozZstvi), jehoz
sloZeni je uvedeno v tabulce 1. '

Priklad 2

Postupem podle prikladu 1 reagovalo 100 g (to je 0,27 molu)
destilovaného monoacylglycerolu z hydrogenovaneho loje (3j.¢. 3)
s 33 g oxidu fosforec¢ného (to je o0, 23 molu) Vv prostredi
n-heptanu (500 ml) p¥i bodu varu (kolem 98 ©c). Béhem 15 min zre-
agovalo kolem 98 % hmot. vychoziho monoacylglycerolu. Oddélend

kapalnd fdze byla pfi 60 ©C neutralizovana plynnym &pavkem a vy-.

loucené pevné podily odstranény centrifugaci. Po oddestilovani

-
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n-heptanu na rotaéni vakuové odparce pri 70 °C bylo ziskano 80 g
produktu (to je kolem 93 % teoretického mnoistvi). SloZeni pro-
duktu je uvedeno v tabulce 1.

Priklad 3

Postupem podle prikladu 1 byl prfipraven diacylglycerol
z fepkového oleje, s nizkym obsahem kyseliny erukové ze 100 g (to
je 0,27 molu) odpovidajiciho monoacylglycerolu a 24 g oxidu fos-
forecneho (to Je 0,17 molu) Vv prostredl extrakéniho benzinu (bod
varu 65 az 72 °c, 400 ml) prl 35 ©c. Z analyzy reakénich vzorkul
metodou TLC-FIS vyplynulo, Ze po 8 h zreagovalo 97 % hmot. vycho-
ziho monoacylglycerolu. K neutralizaci bylo pouzZito 28 g hydrox1-
du vdpenatého. Bylo ziskdno 76 g findlniho vyrobku (to je 89 %
teoretického mnoiZstvi), prislusnd analyza produktu je uvedena
v tabulce 1.

Referencéni priklad 1

Smés 100 g hydrogenovaného loje (j.¢. 3), 12 g glycerolu
ao, 02 g Ca(OH) byla 3 h zahrlvana v dusikové atmosfére pri
220 °c. Po snlzenl teploty na 170 Oc byl katalyzator neutralizo-
van 75% kyselinou fosforec¢nou a vznikly anorganicky fosfat oddé-
len centrifugaci. SloZeni produktu je uvedeno v tabulce 1.

Referenc¢ni priklad 2

25 g imobilizované lipazy Lipozym 3 A (Novo Ind.), 85 g smé-
si mastnych Kkyselin z fepkového oleje s nizkym obsahem kyseliny
erukové a 15 g glycerolu bylo pri 38 9¢c michéno po dobu 15 h.
Vznikajici reakci voda byla prubé&Zné odstranovdna destilaci za
sniZeného tlaku. Potom byl produkt oddélen od enzymu odstredénim.
SloZeni produktu je uvedeno v tabulce 1.

Produkty reakci ziskané podle prikladu 1 aZz 3 a podle obou
referenénich prikladi byly analyzovany TLC-FID na vrstvach Chro-
marods S III a hodnoceny na pristroji Iatroscan TH-10. Vysledky
analyz v tabulce svéd¢i o vyhodach naseho postupu.

Tabulka 1
Priklad ' Slozka (% hmot.)
monoacyl- diacyl- triacyl- anorganicky
glycerol glycerol glycerol fosfat
1 4,3 95,4 0,1 0,2
2 1,9 98,0 - 0,1
3 3,1 96,5 0,1 .- 0,3
RF 1 19,5 » 48,1 33,1 c,3

RF 2 14,8 75,1 4,5 5,6
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PATENTOVE NAROKY

ZpUsob pripravy diacylglycerolu mastnych kyselin, vyznacujici
se tim, Ze se na monoacylglycerol s 8 aZ 22 atomy uhliku v fe-
tézci mastné Xkyseliny pusobi v nepoldrnim kapalném prostredi
pFi 30 az 100 °C oxidem fosforeénym v moldrnim poméru 1:0,5 aZ
1,0 a po zreagovani 95 azZ 99,5 % hmot. vychoziho monoacylgly-
cerolu se roztok vzniklého diacylglycerolu oddéli od vyloucené
kyseliny glycerolfosforeé¢né, upravi se na neutralni reakci,
prefiltruje nebo odstredi a diacylglycerol se ziskd z takto
upraveného roztoku odparenim rozpoustédla.

Zpusob podle bodu 1, vyznacujici se tim, Ze roztok diacylgly-
cerolu se pred filtraci nebo odstredénim neutralizuje plynnym
amoniakem nebo oxidem vapenatym.

Konec dokumentu
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