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Metody analizy poli(kwasu asparaginowego) i jego pochodnych*)

METHODS OF ANALYSIS OF POLY(ASPARTIC ACID) AND ITS DERIVA-
TIVES

Summary — General characteristics of the methods of analysis of poly(aspar-
tic acid) (PKA) has been presented on the basis of literature (mainly patents).
PKA is a biodegradable polymer what let use it in medicine, environmental
protection, agriculture and cosmetics. It can occur in cyclic form [as polysuc-
cinimide, PSI, Formula (I)] or linear one [Formula (II)]. The results of investi-
gation of the structures of sodium salts of PKA and PSI by nuclear magnetic
resonance ('H NMR and '>C NMR), infrared spectroscopy, gel permeation
chromatography and thermogravimetry were discussed.
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OGOLNA CHARAKTERYSTYKA STRUKTURY
POLIMEROW KWASU ASPARAGINOWEGO
I METOD JEJ OCENY

Pod koniec ubiegltego wieku zwrécono szczegdlna
uwage na polimery biodegradowalne, ktére znalazly za-
stosowanie w wielu galeziach przemystu. Wazna role
odgrywa wéréd nich poli(kwas asparaginowy) (PKA)
oraz jego pochodne — nietoksyczne i higroskopijne
zwiazki ulegajace biodegradacji [1—7]. Z tego wzgledu
interesujace wydaja sie mozliwosci stosowania poliaspa-
raginianéw w inzynierii biomedycznej i farmaciji [4, 6,
8—11].

W zaleznosci od rodzaju monomeréw stosowanych
do syntezy PKA oraz sposobu prowadzenia takiej reakcji
powstaja poliasparaginiany o réznej budowie chemicz-
nej i odmiennych wlasciwosciach, dlatego tez bardzo is-
totna jest pelna charakterystyka otrzymywanych poli-
mer6éw. W tym celu stosuje sie rézne techniki instrumen-
talne, a przede wszystkim magnetyczny rezonans jadro-
wy (NMR), spektroskopie w podczerwieni (IR) [2,
12—19], chromatografie zelowa (GPC) [20—35], termo-
grawimetrie (TG) oraz réznicowa kalorymetrie skanin-
gowa (DSC) [36—401].

Znane sa dwa typy struktury polimeréw kwasu as-
paraginowego [HOOC-CH(NH,)-CH,-COOH]: cyklicz-
na, czyli poli(imid kwasu bursztynowego) [ang. polysuc-
cinimide (PSI)] [wzér (I)] oraz liniowa, powstajaca w wy-
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niku hydrolizy PSI prowadzonej w Srodowisku zasado-
wym, z zastosowaniem wodorotlenku potasu, sodu,
magnezu, wapnia lub amonu [1, 41—44]. Tworza sie
wowczas rozne postacie PKA o strukturze liniowej, takie
jak o—o, a—P (B—ar) i B—P, charakteryzujace sie¢ odmien-
nymi wlasciwosciami. Na przyktad, posta¢ f—f3 PKA
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rozpuszcza sie w wodzie w odréznieniu od struktury
o—a.i0—P [1, 45]. Wz6r (II) przedstawia postac o—ff PKA
[18].

W celu okreslenia budowy PKA wykorzystuje sie
metode NMR, ktéra umozliwia scharakteryzowanie lafi-
cucha gléwnego polimeru, udzialu w nim poszczeg6l-
nych sekwencji oraz konformacji, a takze identyfikacje
grup konicowych w PSI, tj. grup aminowych, o- i B-kar-
boksylowych oraz imidowych [2, 3, 16—18]. Na podsta-
wie widm 'H NMR mozna ocenié rozgalezienia lancu-
cha w strukturze PKA oraz stopiefi otwarcia pierscienia
imidowego PSI w toku hydrolizy, natomiast metoda
13C NMR okresla sie m.in. rozgatezienia taficucha w PSI,
charakterystyczne konformacje oraz nieregularng struk-
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ture polimeru, a takze mozna scharakteryzowa¢ przesu-
niecia chemiczne atoméw wegla nieréwnocennych grup
karbonylowych w jednostkach imidowych PSI [3, 13, 14,
16—19].

Zastosowanie spektroskopii IR umozliwia potwier-
dzenie obecnosci pieciocztonowego pierscienia imido-
wego w PSI oraz pasm absorpcyjnych charakterystycz-
nych dla wigzania C-O grupy karboksylowej i amido-
wej.

Ciezary czasteczkowe powstajacych poliasparaginia-
néw wyznaczone metoda GPC mieszcza sie w przedzia-
le 1000 D—100 000 D, przy czym najczesciej otrzymuje
sie PKA o ciezarach czasteczkowych od 3000 D do
5000 D [20—34].

Z punktu widzenia ewentualnych zastosowan poli-
asparaginianéw w inzynierii biomaterialéw interesujaca
wydaje sig ocena ich wlasciwosci termicznych, takich jak
temperatura topnienia, temperatura zeszklenia oraz od-
pornosé¢ cieplna. W tym celu wykorzystuje sie metody
réznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC) oraz termo-
grawimetrii (TG) [38—40].

METODY SPEKTROSKOPOWE

Spektroskopia w podczerwieni

Pasma absorpcji charakterystyczne dla poliasparagi-
nianéw omawiamy tu na przykladzie PSI oraz soli sodo-
wej PKA.

W widmie FT-IR PSI (rys. 1) jest widoczny intensyw-
ny dublet w zakresie 1790—1690 cm™ pochodzacy od
pieciocztonowego piercienia imidowego oraz pasmo
absorpcyjne o Sredniej intensywnosci w zakresie
3700—3100 ecm™ pochodzace od drgan rozciagajacych
N-H. Pasmo absorpcyjne o Srednim natezeniu, z wyraz-
nym sygnatem odpowiadajacym drganiom rozciagaja-
cym wigzania grupy C-O z maksimum przy ok. 1400
em™, pojawia sie tez w obszarze 1450—1350 cm! [1,
12—15].
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Rys. 1. Widmo FT-IR poli(imidu kwasu bursztynowego) (PSI)
[22]
Fig. 1. FT-IR spectrum of polysuccinimide (PSI) [22]
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Rys. 2. Widmo FT-IR soli sodowej poli(kwasu-asparagino-
wego) (PKA) [22]
Fig. 2. FT-IR spectrum of sodium salt of poly(aspartic acid)
(PKA) [22]

Inny jest obraz widma IR soli sodowej PKA (rys. 2).
Pojawia sie tu pasmo absorpcji o Sredniej intensywnosci
(przedziat 3500—3400 em™) pochodzace od drgan roz-
ciagajacych N-H. Charakterystyczny dublet grupy ami-
dowej o podobnej intensywnosci wystepuje ok.
1600—1650 cm™. Z kolei sygnat z maksimum przy ok.
1400 em™ w pasmie o Sredniej intensywnosci odpowia-
da drganiom rozciagajacym wiazania grupy C-O [1,
12—15].

Spektroskopia protonowego magnetycznego
rezonansu jadrowego

Widmo 'H NMR PSI w DMSO-dg (rys. 3a) charakte-
ryzuje sie w obszarze 4,5—5,4 ppm intensywnymi syg-
nalami pochodzacymi od protonéw grup metinowych
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Rys. 3. Widmo H NMR PSIw DMSO-dg (a), natychmiast po
dodaniu 5 kropli D,O (b) oraz po uplywie 3 déb od chwili
dodania DO (c) [18]
Fig. 3. TH NMR spectra of PSI in DMSO-d; (a), immidiately
after addition of 5 drops of D,0O (b) and 3 days after addition of
D,0 (¢) [18]
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(>CH-) jednostek imidowych. Sygnaly protonéw mety-
lenowych (>CHj-) jednostek imidowych o prawie jedna-
kowej intensywnosci wystepuja przy ok. 3,3 i 2,6 ppm.
Sygnal pochodzacy od wzorca znajduje sie przy 2,49
ppm, a od wody przy ok. 3,5 ppm. Dwa szerokie pasma
mozna zaobserwowaé przy 12,48 ppm i 13,22 ppm,
a niezbyt ostre linie rezonansowe znajduja sie przy 11,60
ppm i 11,22 ppm. Sygnaly te prawdopodobnie pochodza
od protonéw karboksylowych lub aminowych, ktére
ulegaja wymianie z pozostatoécia wody. Natomiast syg-
naly protonéw amidowych znajduja si¢ w zakresie
8,0—9,5 ppm i pochodza najprawdopodobniej z rozga-
lezienia lanficucha lub otwarcia pierscienia imidowego.
Dodanie kilku kropel D,O powoduje, ze protony grup
aminowych i kwasowych zanikaja natychmiast, nato-
miast protony amidowe zanikaja powoli, nawet w czasie
kilku déb (rys. 3b1i3c) [1,17, 18].

Reakcja hydrolizy PSI prowadzi do otrzymania soli
PKA zawierajacych jednostki o- i B-asparaginowe, kt6-
rych powstanie jest spowodowane atakiem czynnika nu-
kleofilowego na wigzanie C-N w pierécieniu imidowym
PSI, przy czym mozliwe jest otwarcie pier§cienia imido-
wego w polozeniu o- i - [17, 28—30].

Widmo 'H NMR soli sodowej PKA w DO (rys. 4)
charakteryzuje sie tym, ze zanikaja sygnaly protonéw
(>CH-) i (-CHj-) jednostek imidowych PSI (por. rys. 3),
natomiast pojawiaja sie sygnaly protonéw (>CH-) przy
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Rys. 4. Widmo 'H NMR soli sodowej PKA w D,0 [18]
Fig. 4. TH NMR spectrum of sodium salt of PKA in D,0 [18]

4,7 1 4,2 ppm oraz protonéw (-CHy-) przy 2,8, 2,71 2,4
ppm. Dwa rézne przesuniecia chemiczne protonéw
wskazuja na rézne kierunki otwarcia pierscienia imido-
wego PSI (a- i B-), ktérych wzajemny stosunek mozna
okresli¢ wlasnie na podstawie analizy widm 'H NMR.
Gdy zachodzi catkowita hydroliza jednostek imidowych
PSI, to stosunek o:f} wynosi zawsze 25/75. Omawiane
widmo zawiera takze intensywny sygnal od D,O przy
4,75 ppm [1, 3, 13, 16—19, 44].

Spektroskopia weglowego magnetycznego
rezonansu jadrowego

Widmo 3C NMR PSI w DSMO-dg (rys. 5) wyréznia
sie dwoma typowymi sygnalami, umiejscowionymi
przy 173 i 174 ppm a pochodzacymi od dwéch nieréw-
nocennych grup karbonylowych z jednostek imidowych
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Rys. 5. Widmo 3C NMR PSI w DMSO-d; [18]
Fig. 5. 13C NMR spectrum of PSI in DMSO-dg [18]

wystepujacych w PSI. Sygnaly pochodzace od atoméw
wegla grup (-CHjy-) oraz (>CH-) w powtarzajacych sie
jednostkach imidowych znajduja sie odpowiednio przy
ok. 32 ppm i 47 ppm. Pozostale male piki w obszarach
33—35 ppm oraz 174—178 ppm wskazuja na nieregu-
larng strukture polimeru badz na obecno$¢ réznych
grup koncowych znajdujacych sie¢ w PSI. Charakterys-
tyczny sygnal pochodzacy od substancji wzorcowej
znajduje sie Erzy 39,5 ppm [18].

Widmo C NMR soli sodowej PKA w DO (rys. 6)
charakteryzuje sie szerokimi i intensywnymi sygnatami
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Rys. 6. Widmo 3C NMR soli sodowej PKA w D;0 [18]
Fig. 6. 3C NMR spectrum of sodium salt of PKA in D0 [18]
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widocznymi w zakresie 170—185 ppm. Sygnaty te obej-
muja dwa rézne sygnaty atoméw C grupy karboksylo-
wej i amidowe;j.

W alifatycznym zakresie przesunige¢ chemicznych
sygnaléw atoméw wegla obserwuje sie trzy rézne syg-
naly. Pierwszy z nich, wystepujacy w przedziale 51—57
ppm, pochodzi od sygnalu atomu wegla grupy >CH-
w PKA. Sygnatl ten jest ostry i bardzo intensywny. Dwa
pozostale sygnaly (przesuniecia chemiczne w zakresie
od 37 ppm do 44 ppm) pochodza od atoméw wegla gru-
py -CHo- [18].

CIEZAR CZASTECZKOWY
(METODA CHROMATOGRAFII ZELOWE]J)

Wartos¢ ciezaru czasteczkowego poliasparaginianéw
zalezy przede wszystkim od rodzaju wyjsciowego sub-
stratu, rozpuszczalnika oraz warunkéw prowadzenia
polimeryzacji. W zaleznosci od iloéci odprowadzanej
z uktadu wody, otrzymuje sie poliasparaginiany o réz-
nych ciezarach czasteczkowych [20, 23, 25]. Wplyw na
ciezar czasteczkowy PSI wywiera rodzaj zastosowanej
w polimeryzacji atmosfery (tabela 1, [24, 25]).

Tabela 1. Wplyw rodzaju atmosfery gazowej w syntezie PSI na
warto$¢ ciezaru czasteczkowego (M, Mw) produktéw*) [24, 25]
Table 1. Effect of the type of gas environment during PSI syn-
thesis on molecular weight (M, M) of the product [24, 25]

Atmosfera gazowa M, My
Powietrze 2955 7159
Azot 3250 7484
Obnizone ci$nienie 5225 18 693

*) Sklad mieszaniny reakcyjnej: kwas asparaginowy — 3,01 g, katali-
zator (H3PO4) — 1,03 g, rozpuszczalnik (weglan propylenu) —
15,03 g.

W celu otrzymania polimeru o wiekszym ciezarze
czasteczkowym PSI poddaje sie reakcji przedtuzania
laficucha metoda chemiczna przy uzyciu odpowiednich
reagentéw. Jako $rodki sieciujace stosuje si¢ etylenodi-
amine, 1,3-bis-aminoetylenocykloheksan, heksametyle-
nodiamine, trietylenodiamine, m-ksylenodiamine oraz
polieterodiaminy. Otrzymywane produkty skladaja sie
z jednostek imidowych oraz o- i B-asparaginowych,
maja wiec charakter kopolimeréw PKA. Ich wagowo
$redni ciezar czasteczkowy miesci si¢ na ogét w prze-
dziale 3400—78 000 D, a warto$ci M, wynosza od 1200 D
do ok. 8000 D [32—34].

Polimery o ciezarach czasteczkowych od 100 000 D
mozna otrzyma¢ w wyniku reakcji soli poliasparagino-
wych z dihydrazydem kwasu malonowego, adypinowe-
go lub tereftalowego w N,N-dimetyloformamidzie. Zna-
na jest tez metoda otrzymywania hydrozeli na drodze
na$wietlania PKA promieniowaniem vy [36, 39]. Ta meto-
da otrzymuje sie hydrozele o chtonnosci wody docho-
dzacej do 3400 g wody/g suchego zelu.

Srednie ciezary czasteczkowe PSI mozna takze cha-
rakteryzowac za pomoca metody MALDI-MAS (Matrix-
-Assisted Laser Desorption/lonization — desorpcja i joniza-
cja za pomocaq lasera, technika spektroskopii mas). Wy-
znaczony tq metoda Sredni ciezar czasteczkowy PSI wy-
nosi 13 710 D [5, 35].

ANALIZA TERMOGRAWIMETRYCZNA

W Samodzielnej Katedrze Chemii i Technologii Two-
rzyw Sztucznych Politechniki Krakowskiej wykonano
analize termograwimetryczna PSI otrzymanego w wyni-
ku polikondensacji kwasu asparaginowego lub soli
amonowej kwasu maleinowego w warunkach promie-
niowania mikrofalowego.

Probki o masie ok. 4,5 mg analizowano z szybkoscia
ogrzewania 10 K/min w atmosferze argonu, w temp.
303—703 K, stosujac aparat ,Netzsch TG-209”. Stwier-
dzono, ze degradacja termiczna PSI przebiega kilkueta-
powo, co jest wynikiem nalozenia sie kilku proceséw
degradacji charakteryzujacych sie zblizonymi wartos-
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Rys. 7. Krzywa termograwimetryczna PSI
Fig. 7. Thermogravimetric curve for PSI

ciami energii dysocjacji. Na krzywej termograwime-
trycznej PSI (rys. 7, [36, 37, 46, 47]) mozna wyodrebnié
wyrazny etap rozkladu rozpoczynajacy sie w temp. ok.
250 °C. Bardziej intensywny rozklad polimeru, w zalez-
nosci od jego struktury, zachodzi w przedziale temp.
290—420 °C. Ilo§¢ stalej pozostalosci po rozkladzie wy-
nosi ok. 30 %.
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