Sposéb wytwarzania poli(cytrynianu gliceryny)

Przedmiotem wynalazku jest sposob wytwarzania poli(cytrynianu gliceryny)
wrazliwego na zmiany temperatury oraz charakteryzujacego sie¢ wysoka czystoscig.

Poli(cytrynian gliceryny), PGCit jest biodegradowlanym poliestrem alifatycznym
zbudowanym z kwasu cytrynowego oraz gliceryny. Budowa poliestru z takich monomeréw
niesie za sobg wiele potencjalnych korzysci. Gliceryna jest niezbedna dla wielu waznych
szlakow metabolicznych w komoérkach. Tworzy szkielet wielu thuszczéw, wtym
trojglicerydow oraz fosfolipidow, ktore maja kluczowe znaczenie dla uporzadkowania wnetrza
komorek (btony komorkowe). Kwas cytrynowy jest waznym produktem przejsciowym w cyklu
Krebsa (cyklu kwasu cytrynowego), co potwierdza jego nietoksyczno$¢ oraz
biodegradowalnos¢. Ponadto jest to jeden =z najpopularniejszych 1 najczesciej
wykorzystywanych kwasow organicznych w przemysle, czgsto uzywany jako regulator
kwasowosci 1 przeciwutleniacz. Z kolei gliceryna stanowi odpad przy produkcji biodesela.
Zagospodarowanie tych dwdch substancji jest wiec podyktowane zasadami ekologii oraz
zielonej chemii.

Kwas cytrynowy wykorzystywano do produkcji polimeréw, glownie do syntezy
poli(kwasu cytrynowego), modyfikacji poliestréw, lub syntez kopolimerdw. Poliestry gliceryny
czesto znajduja zastosowanie w medycynie regeneracyjnej oraz systemach dostarczania lekow.
Na przyktad poli(sebacynian gliceryny) (PGS), najbardziej znany poliester z tej rodziny,
stosowany jest w inzynierii tkanek miekkich, takich jak: chrzastka, siatkoéwka, tkanka nerwowa,
tkanek serca oraz jako nosnik lekow (R. Rai, M. Tallawi, A. Grigore, A. R. Boccaccini, Progress
in Polymer Science, 2012, 37, 1051-1078.) Poli(cytrynian 1,8-oktanodiolu) (POC) ma znalez¢
zastosowanie gtownie w rekonstrukcji chrzastki.(C. Jeong, S. Hollister, Journal of Biomedical
Materials Research Part B: Applied Biomaterials 2010, 9999B). POC jest poliestrem
podobnym do PGCit (réznigcym sie w budowie czescig alkoholowa.

Kwas cytrynowy wykorzystuje si¢ do sieciowania wytworzonych wczesniej poliestrow
(Y. Wu, R. Shi, D. Chen, L. Zhang, W. Tian, Journal of Applied Polymer Science 2011, 123,
1612-1620). W tej pracy do wczesnie] wytworzonej mieszaniny PGS 1 krzemionki dodaje si¢
kwasu cytrynowego w stosunku molowym 1:0,3 (PGS/kwas cytrynowy), miesza si¢ obnizajac
cisnienie do 1kPa, nastgpnie prowadzi sie reakcje przez 1 h w temperaturze 120°C. Produkt

wylewa sie do form wykonanych z PTFE i material sieciuje si¢ pod cisnieniem atmosferycznym



w temperaturze 120°C, do otrzymania bioelastomeru. W ten sposob istnieje mozliwosé
otrzymania elastomerow zbudowanych z gtownych lancuchdéw poli(sebacynianu gliceryny)
potaczonych za pomoca kwasu cytrynowego. Do takich materiatow dodaje si¢ sktadniki
poprawiajgce ich wilasciwosci, jak np. nano-krzemionke. Dodatki mogg zmniejszy¢
cytotoksycznos¢ materiatow, dzieki czemu z powodzeniem hoduje si¢ na nich komorki, a co za
tym idzie mogg zosta¢ wykorzystane jako budulec rusztowania komoérkowego. Nie ma wiec
przeciwwskazan do stosowania kwasu cytrynowego jako sktadnika polimerowych materiatow
biomedycznych, a znane dodatki moga zosta¢ wykorzystane do modyfikowania PGCit w celu
dopasowania whasciwosci do zastosowania.

Kwas cytrynowy 1 gliceryna sa monomerami o duzej funkcyjnosci, odpowiednio 4 1 3,
co sprzyja tworzeniu struktur rozgatezionych. Takie materialy czesto znajduja zastosowanie
jako nosniki lekow. Wykorzystujac duzy nadmiar kwasu cytrynowego wzgledem gliceryny
mozna doprowadzi¢ do powstawania rozgatezionego poli(kwasu cytrynowego), ktory taczy sie
za pomocg gliceryny w hiperrozgateziong makroczastke. Kwas cytrynowy moze reagowac sam
ze soba dzigki wystepowaniu grupy hydroksylowej oraz grup karboksylowych w obrebie swojej
czasteczki. W dendrymeryczne] czasteczce produktu mozna umieszcza¢ rdézne substancje
aktywne, miedzy innymi cis platyne (lek nowotworowy). W ten sposdb mozna tworzy¢
nowoczesne systemy dostarczania lekéw. Synteza materialu polega na polikondensacji
mieszaniny kwas cytrynowy/gliceryna o stosunku molowym 5, 8, lub 12 w wysokie]
temperaturze. Reakcja dzieli si¢ na dwa etapy, pierwszy 90-120°C przez 30 min, drugi 130-
150°C przez 40-60 min. (M. Adeli, B. Rasoulian, F. Saadatmehr, F. Zabihi, Journal of Applied
Polymer Science 2013, 129, 3665-3671).

Opisywane metody otrzymywania poli(cytrynianu gliceryny) polegaja na zastosowaniu
odpowiednich katalizatoréw, takich jak: kwas p-toluenosulfonowy (PTSA, p-toluenesulfonate
acid), ZnCl,, gentamycyna (J. Halpern, R. Urbanski, A. Weinstock, D. Iwig, R. Mathers, H A.
von Recum, Journal of Biomedical Materials Research Part A 2013, 102, 1467-1477). Zespot
Halperna wykorzystywal w syntezach mieszaning gliceryny 1 kwasu cytrynowego
w stosunkach stechiometrycznych 1:1, 2:1, 3:1, dodatek katalizatora wynosit 1% masowy
w przypadku PTSA 1 ZnCl, oraz 5% w przypadku gentamycyny. Reakcje prowadzono na
szalkach umieszczonych w piecu rozgrzanym do temperatury 110°C. Szalki przetrzymywano
w piecu 7, 15, lub 48h. Problemem jest tu dlugi czas reakcji.

Czgsto produktem reakcji gliceryny 1 kwasu cytrynowego jest amorficzne ciato stale
nierozpuszczalne w wodzie 1 innych rozpuszczalnikach organicznych. (D. Pramanick, T.T.

Ray, PolymerBulletin, 1988, 19, 365-370). Jest to duzy problem nie tylko ze wzgledu na brak



mozliwos$ci oczyszczenia polimeru z uzytego katalizatora, ale rowniez ze wzgledu znacznie
utrudnionego przetworstwa. Zespot Pramanicka wykorzystywal mieszanine gliceryny 1 kwasu
cytrynowego o stosunku stechiometrycznym oraz 0,8% dodatek PTSA, reakcje prowadzono w
170°C przez 12 h. Wode odbierano jako azeotrop z benzenem, co dyskwalifikuje te metode w
przypadku materialéw do zastosowan medycznych.

Problemy dotyczace syntezy znane juz w 1988 roku nie doczekaly si¢ rozwiazania,
a poli(cytrynian gliceryny) zostal niejako zapomniany. Jednak wzmianki o zastosowaniu tego
materiatu jako dodatku do blend badz kopolimeréw, zastosowanie kwasu cytrynowego
i gliceryny jako czynnikéw sieciujacych, oraz synteza materiatow podobnych, takich jak POC,
czy PGS, pozwalaja sadzi¢ o duzej atrakcyjnosci poli(cytrynianu gliceryny). Problemy
wynikajace z dotychczas stosowanych reakcji wynikaja glownie z duzej funkcyjnosci
monomeréw oraz z obecnosci powstajace] w reakcji wody. Duzym wyzwaniem staje si¢
otrzymanie materiatu, ktéry mozna przetwarza¢, tzn. rozpuszczalnego, badz
charakteryzujacego si¢ niskg temperaturg ptyniecia.

Problemy zwigzane z otrzymywaniem poli(cytrynianu gliceryny) zostaly rozwigzane w
obecnym wynalazku poprzez dobor odpowiednich warunkéw wytwarzania oraz opracowanie
metody odprowadzania powstajacej wody.

Sposob wytwarzania poli(cytrynianu gliceryny) wedtlug wynalazku charakteryzuje si¢
tym, ze mieszanine kwasu cytrynowego z gliceryng w stosunku molowym od 5:1 do 1:5.
ogrzewa si¢ w temperaturze od 90 do 130°C, w czasie od 3 do 10 min, a nastepnie do 130 —
170°C w czasie od 3 do 10 min. Reakcje prowadzi si¢ w temperaturze 130 — 170°C w czasie
45 — 110 min, w zaleznos$ci od pozadanego produktu. Reakcje poczatkowo prowadzi si¢ pod
chtodnica zawrotna, a po czasie od 5 do 15 min, korzystnie po 10 min, reakcje prowadzi si¢
z jednoczesnym oddestylowaniem wody wspomaganym przedmuchem gazu inertnego,
korzystnie azotu lub argonu.

Korzystnie pierwszy etap ogrzewania mieszaniny kwasu cytrynowego z gliceryng
prowadzi sie¢ w temperaturze 130°C, w czasie 5 min. Korzystnie drugi etap ogrzewania
mieszaniny kwasu cytrynowego z gliceryng, do osiggnigcia temperatury reakcji, prowadzi sie
W czasie 5 min.

Korzystnie reakcje prowadzi si¢ z wykorzystaniem mieszania w zakresie 150-300 rpm.
Korzystne jest stosowanie mieszadta mechanicznego, z topatkowym elementem mieszajacym.

Korzystne jest jednoczesne oddestylowanie wody wspomagane przedmuchem gazu

inertnego prowadzone w aparacie Deana-Starka.



Produkt korzystnie oczyszcza si¢ przez rozpuszczenie w rozpuszczalniku i dialize badz
wytracenie. Produkt korzystnie suszy sie w przeplywie azotu, w temperaturze ponizej 25°C,
pod zmniejszonym ci$nieniem.

Sposob wedlug wynalazku zapewnia znacznie krétszy czas reakcji niz w dotychczas
opisanych pracach. Zastosowanie specjalnego profilu temperaturowego oraz systemu
odbierania wody pozwala na wyeliminowanie z procesu rozpuszczalnikdéw i katalizatoréw.
Synteza jest prowadzona w nizsze] temperaturze, a na podstawie ilosci odbierane] wody mozna
prowadzi¢ kontrole przereagowania grup karboksylowych. Lekkie oligomery zostaja
oddestylowane z mieszaniny reakcyjnej, zapobiega si¢ tez niepozadanej krystalizacji kwasu
cytrynowego. Sposob wedlug wynalazku zapewnia duzg kontrole i bezpieczenstwo oraz
powtarzalnos¢. Otrzymane materialy moga zostac sieciowane w szerokim zakresie temperatur
1 czasu pod cisnieniem atmosferycznym, badz zmniejszonym.

W zalezno$ci od doboru parametréw prowadzenia procesu uzyskuje sie produkt
w postaci wosku (przy nadmiarze kwasu), zywicy (przy réwnomolowym stosunku kwasu
1 gliceryny) lub ciata statego (przy nadmiarze gliceryny). Nalezy zwrdci¢ uwage, ze wydtuzenie
czasu reakcji oraz temperatury sprzyja przechodzeniu produktu ze stanu wosku do zywicy, a
nastepnie ciata statego, najwigkszy jednak wplyw ma stechiometria reakcji, dlatego nie zaleca
si¢ przekraczania zalecanych profili grzewczych. W zaleznosci od prowadzenia procesu
uzyskuje si¢ konwersje 40 — 90% grup karboksylowych zwiazanych z pierwszorzedowym
atomem wegla kwasu cytrynowego oraz konwersje 25 — 55% grup karboksylowych zwigzanych
z drugorzedowym atomem wegla kwasu cytrynowego. Poprzez manipulacje stosunkiem
molowym monomerow reguluje sie stopien zakonczenia tancuchdéw kwasem cytrynowym lub
gliceryna, co jakosciowo stwierdza si¢ na podstawie widm NMR oraz FTIR. Produkty
otrzymywane s3 z wydajnoscig bliskag 100%, nie obserwuje si¢ sygnaléw monomeréw na
widmach NMR.

Produkty nieusieciowane (wosk, zywica) sa rozpuszczalne w wodzie oraz organicznych
rozpuszczalnikach polarnych (alkohole, THF, aceton, DMSO). Produkty w postaci woskow
wykazuja wrazliwo$¢ na temperature. Sa materiatami sztywnymi i kruchymi w zakresie
temperatur -40 — 10°C oraz materiatami plastycznymi w zakresie temperatur 25 — 50°C.
Doktadne wilasciwosci materiatow zaleza od parametréw prowadzenia syntezy. Powyzsze
wlasciwosci pozwalajg na tatwe przetworstwo oraz sa korzystne ze wzgledu na aplikacje w
formie systemow dozowania lekow.

Produkty nierozpuszczalne po syntezie wykazuja wiasciwosci hydro 1 organozeli.

Wiasciwosci te zaleza od sposobu prowadzenia syntezy oraz od temperatury. Z tego wzgledu



materialty te $wietnie nadaja si¢ jako matryce lekéw. Wartosci ESR (réwnowagowy
wspotczynnik pecznienia) wynosza odpowiednio dla rozpuszczalnikow: woda 250 — 350%,
DMSO 500 — 600%, metanol 50 — 100%, n-heksan ok. 10%, eter dietylowy ok. 5%. Niska
chtonno$¢ rozpuszczalnikow hydrofobowych oraz wysoka rozpuszczalnikow hydrofilowych,
potwierdza mozliwos¢ , magazynowania” rozpuszczalnikéw hydrofilowych w strukturze
polimeru, a nie w porach zwigzanych z uksztaltowaniem materialu (£SR zwigzany jest ze
struktura molekularna, a nie z porowatoscig). Ze wzgledu na dostepnosc¢ 1 niskg cene substratow
oraz ekonomiczny sposdb prowadzenia reakcji material moze zosta¢ zastosowany nie tylko
w medycynie, ale réwniez jako biodegradowalny sorbent, ktory po wchionigciu
niebezpiecznego rozpuszczalnika moze zosta¢ zutylizowany poprzez spalenie.

Produkty rozpuszczalne (woski 1 zywice) mozna formowac w filmy poprzez wylewanie
roztworow metanolowych. Filmy mozna sieciowa¢ w celu uzyskania przezroczystych folii,
badz materiatéw porowatych, ktére moga zosta¢ wykorzystane jako rusztowania komérkowe.

Sposob wedtug wynalazku zostat blizej przedstawiony w przyktadach.

Przyktad 1.

Zmieszano kwas cytrynowy z gliceryng w stosunku molowym 2:1. Reakcje prowadzono
w temperaturze 150°C przez 65 minut w reaktorze z mieszadtem mechanicznym (300 rpm).
Zadang temperature otrzymano przy uzyciu profilu grzewczego: 5 min 130°C, 5 min 150°C.
Reakcje prowadzono pod chiodnica zwrotng przez 5 min. Nastepnie reaktor wyposazono w
aparat Deana-Starka. Po kolejnych 5 min odbieranie wody wspomagano przeplywem argonu.
Po zakonczeniu procesu polimer ogrzano do 60°C i wylano do formy. Forme schtodzono do
temperatury 5°C. Otrzymano wosk o konwersji grup karboksylowych 43% 1 27%. Temperatura
migknigcia wosku wynosi 23°C, temperatura ptyniecia wosku wynosi 37°C.

Przyktad 2.

Zmieszano kwas cytrynowy z gliceryng w stosunku molowym 1:2. Reakcje prowadzono
w temperaturze 150°C przez 65 min w reaktorze z mieszadtem mechanicznym (300 rpm).
Zadang temperature otrzymano przy uzyciu profilu grzewczego: 5 min 130°C, 5 min 150°C.
Reakcje prowadzono pod chiodnica zwrotng przez 5 min. Nastepnie reaktor wyposazono w
aparat Deana-Starka. Po kolejnych 5 min odbieranie wody wspomagano przeplywem argonu.
Po osiagnieciu zelowania wytaczono mieszadto mechaniczne oraz zalano reaktor metanolem.
Po utworzeniu zelu polimer odsaczono na sitku w celu pozbycia si¢ nadmiaru rozpuszczalnika.
Produkt suszono przez Sh w przeptywie suchego powietrza w temperaturze 25°C. Otrzymano
material o SR 75% dla metanolu.

Przyktad 3.



Zmieszano kwas cytrynowy z gliceryng w stosunku molowym 1:1. Reakcje prowadzono
w temperaturze 150°C przez 65 min w reaktorze z mieszadtem mechanicznym (300 rpm).
Zadang temperature otrzymano przy uzyciu profilu grzewczego: 5 min 130°C, 5 min 150°C.
Reakcje prowadzono pod chiodnica zwrotng przez 5 min. Nastepnie reaktor wyposazono w
aparat Deana-Starka. Po kolejnych 5 min odbieranie wody wspomagano przeptywem argonu.
Otrzymana zywice rozpuszczono w metanolu uzyskujac roztwédr o stezeniu 500 mg/mL.
Roztwor wylano na teflonowa forme 1 pozostawiono przez 1 h w temperaturze 25°C w celu
odparowania rozpuszczalnika. Foli¢ sieciowano w temperaturze 100°C przez 17 h w suszarce

laboratoryjnej z wymuszonym obiegiem powietrza. Otrzymano folie o wysokiej przejrzystosci.



