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RO 126664 B1

Inventia de fata se referd la un procedeu de obtinere a unor copolimeri grefati pe
baza de alginat de sodiu (NaAlg) termo- si pH- receptivi.

Copolimerii alginatului au o gama largd de aplicatii in industria maselor plastice,
cernelurilor de tipdrire, dispersantilor/agentilor de emulsifiere, inhibitorilor de coroziune,
floculantilor, biomaterialelor, sistemelor de eliberare controlata etc.

Prezenta grupdrii carboxil in AgA imprimd proprietdti speciale copolimerilor
polielectrolitici precum variatia viscozitdtii cu gradul de neutralizare, tranzitii conformationale
induse de pH si interactiuni specifice cu anumiti ioni organici sau anorganici. [P. G. Brown
and Fujimori, J. Polym. Sci., Polym. Chem., A. 1994, 32, 2971; G. C. Chitanu, I. L.
Zaharia gi A. Carpov, Intern. J. Polym. Anal. Charact., 1997, 4, 1]

Unele macromolecule liniare i geluri polimerice prezinta temperaturi inferioare critice
de solubilitate (LCST). Acesti polimeri suferd o tranzitie de faza discontinud sau continua ca
raspuns la variatia temperaturii, pH-ului, compozitiei solventului etc. [M.Shibayama,
T.Tanaka, Adv. Polym. Sci.,1993, 109, 1]. Datoritd acestei proprietdti, materialele sunt
intensiv studiate ca substante de plecare pentru sisteme de eliberare controlatd a
medicamentelor, in sisteme de separare a mediilor biologice etc., fiind considerati polimeri
receptivila stimuli externi sau polimeri "inteligenti" [A. S. Hoffman, Macromol. Symp.,1995,
98, 654; H. H. Schild, Progr. Polym. Sci., 1993,110,81]. Polimerii receptivi la variatii de
temperaturd sunt adesea utilizati in conditii fiziologice ca de exemplu pentru separarea
proteinelor si pentru eliberarea controlatd a medicamentelor si a altor principii active. Un
polimer reprezentativ pentru aceastd comportare si proprietati este poli(N-isopropil-
acrilamida) (PNIPAM), si copolimerii ei. Au fost studiati copolimeri grefati pe baza de
PNIPAM si polizaharide precum chitosanul, dextranul, carboximetil celuloza [G.Bokias,
Z.Mylonas, G.Staikos, G.G.Bumbu, C.Vasile, Macromolecules, 2001, 34, 4958] etc., dar
studii de grefare a PNIPAM si a alginatului de sodiu nu s-au raportat pana acum.

Solutiile apoase ale alginatului prezintd o viscozitate mare chiar la concentratii mici
de material disolvat de aceea ele isi gdsesc o varietate larga de aplicatii: in farmaceutica,
cosmetica, vopsele, controlul reologiei fluidelor etc. Aceastd schimbare in viscozitate este
datorata tendintei puternice a partilor hidrofobe ale PNIPAM de a forma agregate micro- si
nanostructurate in solutii apoase.

Sistemele care prezintd fenomenul de ingrosare la incalzire sunt formulari apoase
a ciror viscozitate creste prin incélzire fenomenul fiind reversibil la ricire. in principiu nu
exista limitari in ceea ce priveste domeniul de temperatura in care se pot aplica. Ele se pot
aplica pe un domeniu larg de temperaturd, de la temperatura corpului, pentru scopuri
biologice pana la aproximativ 200°C (sau mai mult) in cazul fluidelor de drenare sau procese
de cimentare. Cresterea de viscozitate cu temperatura a fost initial observata pentru solutiile
semidiluate ale derivatilor celulozei, care prezintd o separare in faze cu o temperaturd
inferioara criticd de solubilitate de tip (LCST). Grefarea de PNIPAM pe catene hidrofile de
AgA va da nastere la copolimeri ce prezintd caracteristica de crestere a viscozitdtii solutiei
sale apoase odatd cu cresterea temperaturii. Tranzitia conformationald de la ghem statistic
macromolecular la globuld are loc la ~33°C, aproape de temperatura corpului, aceasta
facand ca acesti copolimeri sa fie foarte interesanti din punct de vedere biomedical.

Inventia de fatd rezolva problema obtinerii de copolimeri grefati ai acidului alginic cu
poliN-izopropil acrilamida care pot fi utilizati pentru controlul reologiei fluidelor si ca
transportori biodegradabili pentru eliberarea controlatd a medicamentelor, etc.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia de fatd este obtinerea de noi copolimeri
grefati ai copolimerului acidului alginic cu poliN-izopropilacrilamida, in ideea de a combina
caracteristicile unice ale celor doi polimeri si de a obtine materiale receptive la actiunea unor
stimuli externi si cu proprietafi farmacologice, avand in vedere aceastd calitate a
copolimerului AgA-g-PNIPAM.
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Procedeul conform inventiei consta in aceea cd, pentru obtinerea unor copolimeri
grefati bicomponenti dual receptivi, pe baza de alginat de sodiu, se cupleaza alginat de sodiu
prin reactie cu poli(N-izopropil acrilamidd) avand grupe terminale cu reactivitate maritd de
1-3-(3-dimetilaminopropil)-3-etil-carbodiimida in raport in greutate alginat de sodiu : poli(N-
izopropil acrilamidd) de 3/1...1/3, cu agitare la temperatura camerei, un timp de 24 h la un
pH = 8, rezultdnd copolimeri grefati cu dependentd de pH in solutie si cu crestere a
viscozitdtii solutiilor la temperatura camerei, fiind utilizati pentru controlul reologiei lichidelor.

Avantajele aplicarii prezentei inventii constau in aceea ca se obtin copolimeri grefati
cu proprietati speciale, pe bazd de alginat de sodiu si poli(N-izopropilacrilamida), dual
receptivi la actiunea temperaturii $i pH-ului, ce se pot utiliza ca senzori in diferite ramuri ale
industriei farmaceutice, cosmetice i alimentare.

Se prezintd in continuare o descriere pe larg a inventiei.

in inventia de fat a fost utilizat acidul alginic, o polizaharidi ce se extrage din surse
naturale din diferite alge brune (Macrocystis pyrifera, Ascophyllum nodosum), un produs
Fluka cu urméatoarele caracteristici: pierderea la uscare sub 10 wt %, continutul de cenusa
mai mic de 3 wt %, iar viscozitatea redusa (n,.,) @ unei solutii apoase de concentratie 0,2%
de 2,41 ml.g” la 25°C. Alginatul este atat un biopolimer, cat si un polielectrolit si este
considerat ca fiind biocompatibil, netoxic, neimunogenic si biodegradabil. Acesta este un
copolimer format din blocuri alternante de acid manuronic (bloc M) si acid guluronic (bloc G)
aranjate intr-o structurd neregulatd variind proportiile de blocuri GG, MM sau blocuri
alternante sau statistice de GM. Blocurile alternante formeaza catenele cele mai flexibile gi
sunt mai solubile la pH mic in comparatie cu celelalte tipuri de blocuri GM. in functie de
natura sursei de extractie, compozitia secventelor de guluronat sau manuronat variaza, iar
raportul dintre acid manuronic/guluronic s-a determinat ca fiind 1.3.

PNIPAM cu grupari terminale de aminad s-a preparat prin polimerizarea radicalica a
N-izopropilacrilamidei (Aldrich), in solutie apoasa, folosind ca agent de cuplare redox -
aminoetanetiol hidroclorurat (Aldrich) si persulfatul de amoniu (Serva) ca initiator. Masa sa
moleculard determinatd viscozimetric la 20°C intr-o solutie de 0,5 M LiNO, a fost de 43000
daltons.

Procedeul de obtinere a copolimerilor grefati ai alginatului de Na cu poli(N-
izopropilacrilamida), conform inventiei, constd in aceea cd, copolimerul grefat AgA-g-
PNIPAM a fost sintetizat printr-o reactie de cuplare la temperatura camerei intre gruparile
NH,-terminale ale lanturilor de PNIPAM si gruparile -COOH ale AgA, folosind 1-3-(3-
dimethilaminopropil)-3-etil-carbodiimida hidrocloruratd 98% (Aldrich) in exces, ca agent de
condensare si HOBt. pH-ul amestecului de reactie a fost ajustatla 5. Dupa 8 h reactia a fost
completd; amestecul de reactie a fost complet neutralizat cu un exces de NaOH, supus
dializei fata de apa si apoi liofilizat. Produsul de reactie a fost extras in cloroform timp de 8
h pentru a inlatura lanturile reziduale de PNIPAM. Dupa spdlare, compozitile au fost
inghetate timp de 2 h, dupa care au fost uscate timp de 10 h, prin liofilizare cu ajutorul unui
sistem LABCONCO FreeZone. Compozitia copolimerilor grefati a fost investigata prin 'H-
NMR, spectroscopie FT-IR si analizd elementala.

Solutiile apoase ale copolimerilor prezintd fenomenul de ingrosare la cresterea
temperaturii care este dependent de asemenea de concentratia solutiei si pH. La pH-uri mari
nu se observa separare in faze datoritd interactiunilor electrostatice dintre lanturile polimere
incdrcate electric. Acesti polimeri suferd o tranzitie de fazad discontinud sau continud ca
raspuns la variatia temperaturii, pH-ului solventului, compozitia copolimerului, etc. Acestia
prezintd LCST in medii apoase unde schimbul in hidratare/dehidratare are loc rapid si este
reversibil pentru schimbari mici in temperaturd. Sub LCST, lanturile polimere se hidrateazd
si formeaza structuri extinse, in timp ce la temperaturi mai mari decat LCST polimerii
formeaza structuri compacte deshidratandu-se. Astfel de tranzitii reversibile au fost utilizate
larg in diferite domenii, in special pentru sisteme cu eliberare controlata a principiilor active.
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in sistemele inteligente de eliberare controlatd a medicamentelor majoritatea polimerilor
receptivi sunt preparati sa fie receptivi la actiunea unui singur stimul. Totugi cele mai eficiente
medicamente utilizabile pentru terapii complicate necesitd materiale care sa fie interschim-
babile, cu functii variabile si responsive la actiunea simultand a mai multor stimuli.

in continuare se dau 3 exemple de realizare a inventiei, cu referire la rezultatele
prezentate in tabel, unde sunt date caracteristicile copolimerilor obtinuti, iar in fig. 2 si 3 este
redatd variatia viscozitatii solutiilor acestor copolimeri cu temperatura, compozitia copo-
limerului i respectiv pH-ul solutiei.

in continuare, se vor folosi abrevierile: AgA-g-PNIPAM, AgA-g-PNIPAM 25 si AgA-g-
PNIPAM 43, AgA-g-PNIPAM 68 care indicd compozitia lor gravimetrica in unitdti de NIPAM.

Exemplul 1. Prima etapa a procesului constd in polimerizarea N-isopropilacrilamidei
(NIPAM), polimer necesar apoi in reactia de grefare.

N-isopropilacrilamida (NIPAM) a fost furnizata de Aldrich si s-a folosit ca atare. Ea
are urmatoarele proprietati fizico-chimice: solid cristalin de culoare alba, cu masa moleculara:
113,16 g/mol, cu punct de topire 62°C, punct de fierbere 89 - 92°C la p=3 torr, formula
moleculard C;H,,NO, formula structurala:

{ o

/’J\‘N ’JL\/;
H

Este partial solubild in apa rece.

Persulfatul de potasiu (KPS), 2-aminoetanetiol hidroclorurat (AET-HCI), 1-3-(3-
dimetilaminopropil)-3-etil-carbodiimida hidroclorurata 98% (EDC) (Aldrich), clorura de litiu
(Sigma) au fost de puritate analitica.

Apa s-a purificat prin distilare.

Reactia de polimerizare radicalicd a NIPAM prin procedeul discontinuu se realizeazd
intr-un reactor de 500 ml, echipat cu agitator tip ancord, termometru de imersie, condensator
pentru reflux si tub capilar pentru introducerea azotului, reactia avand loc in atmosfera inerta.
incélzirea vasului de reactie se realizeaza in baie termoreglabila cu ap4, cu dispozitiv de
preaplin pentru mentinerea nivelului constant si pentru rdcirea finald. Fig. 1 prezintd schema
instalatiei de laborator pentru sinteza PNIPAM.

Sinteza poli(N-izopropilacrilamidei) (PNIPAM)

PNIPAM s-a preparat prin polimerizare radicalicd in solutie apoasa folosind un agent
de cuplare si sistemul redox KPS/AET-HCI cu K,S,0, (KPS) ca initiator. Polimerizarea s-a
realizat intr-un balon cu trei gaturi echipat cu un condensator de refluxare, un agitator
magnetic in atmosfera de azot. Monomerul s-a dizolvat in apa (0,108 mol in 120 ml apd) in
care s-a barbotat azot. Temperatura s-a ajustat la 29°C (x1°C) cu ajutorul unei bai de apa.
Initiatorul (KPS (0,3 g in 12 ml apd) si AET-HCI (0,0022 mol in 12 ml apd) s-a dizolvat
separat in apa si s-a adaugat repede la solutia de monomer la o ord dupd inceperea
procesului. Timpul de reactie a fost de aproximativ 3 ore. Polimerul rezultat s-a purificat prin
dializd (membranad de ~12000 daltons - cumparata de la Sigma) si apoi uscat prin liofilizare.
Masa lui moleculard medie gravimetricd determinata prin viscozimetrie intr-o solutie de 0,5
M LiNO, a fost de 43000 si s-a evaluat cu relatia:

[n] = 0,047 [Mw]>®"

stabilitd prin masuratori de GPC - viscozimetrie.

4
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Reactfia de grefare

Copolimerul grefat AgA-g-PNIPAM s-a preparat printr-o reactie de cuplare intre
NaAlg si PNIPAM folosind ca agent de condensare 1-3-(3-dimetilaminopropil)-3-etil-
carbodiimida hidrocloruratd 98% (EDC). Pentru sinteza copolimerului cu un raport
gravimetric intre componenti de 2 NaAlg /1 PNIPAM si conditiile de sintezd au fost de
exemplu: 2,68 g NaAgIA si 1,32 g PNIPAM s-au dizolvat in 160 mL si respectiv 35 mL (sau
70 mL) apd, sub agitare viguroasa, la temperatura camerei pentru 24 h. Cele doua solutii s-
au amestecat si pH-ul sistemului s-a ajustat la valoarea pH = 8 prin addugarea céatorva
picaturi de solutie de 2M NaOH. 1 mL din mediu s-a prevalat pentru analiza SEC 0,202 g sau
0,404 g de EDC dizolvat in 5 (sau 10) mL apa s-au addugat la mediu de reactie. Evolutia
reactiei s-a urmarit cu ajutorul temperaturii de separare in faze a PNIPAM. Daca solutia nu
a devenit tulbure dupd 4 h de reactie s-a mai adaugat o noud cantitate de EDC. Dupd 4 h
sau 8 h de reactie, la temperatura camerei, produsul de reactie s-a dializat fatd de apa timp
de 48 h, pentru a inldtura compusii cu masa moleculard micd pana la valoarea minima a
conductibilitdtii apei separate (<10 mS) si apoi s-a liofilizat. Produgii rezultati s-au extras in
cloroform timp de 8 h, pentru a inldtura PNIPAM nereactionata.

Schema reactiei de grefare este urmatoarea:

OH H  COONa
—Q,
HOH H O Orltl Hr 0/
i O
H  COONA OH H  COONa
[ H Hp)
; HaN- CHy-CH,-§-——C—C H
¢=0 ’/n
NH
o
H3C CH,
——0
H O\,\M,WW
y . [ H H
CO NH- CH,-CH,-S -*rc.:——c *)-H
¢=0 /n
NH
cH
H3C CH,

Schema 1. Reactia de grefare a NaAlg cu PNIPAM
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Compozitia copolimerilor a fost stabiliti prin spectroscopie 'H RMN si IR, analiza
elementara, titrarea grupelor carboxil.

Randamentul de reactie raportat la masa celor doi polimeri este de ~81%.

Spectrele IR (KBr): prezintd urmatoarele benzi caracteristice: 1700-1680, 1420 (s,
C=0, COOH), 1655 (s, C=0, amida ) 1623 (s, C=C) si 1555 cm™ (s, NH, amida Il).
Spectrele IR ale copolimerilor grefati prezintd nu numai benzile de absorbtie caracteristice
componentilor ci si grupe -CONH, (1650 cm™) indicand ca prin grefare s-au legat catene de
PNIPAM. Spectrele 'H RMN (D,O) prezintd urmatoarele semnale: 8 = 3,75 ppm (m, grupa
metin a PNIPAM) 3,12 - 3,22 ppm (m, 2H, NHCH,), 2,26 ppm (t, 2H, CH,COOH), 1,28 -
1,64 ppm (m, 6H, 3CH,), 0,98 ppm (s - grupa metil a NIPAM).

Céateva caracteristici ale copolimerilor grefati in raport cu cele ale homopolimerilor
sunt date in tabel.

Tabel
Caracteristicile copolimerilor grefafi AgA-g-PNIPAM
in raport cu cele ale componenfilor AgA si PNIPAM
Proba Notalie Raportul MNred Mvx Fractia
intre mi/g 10* gravimetrica
polimeri in a unitatilor de
amestecul PNIPAM
de reactie grefate evaluate
wt.% din spectrul
'H-RMN
Sare de Na a acidului alginic NaAlg 2,412
Poli(N-isopropilacrilamida) PNIPAM 31,5° 4,3
Copolimer grefat acid alginic-PoliN AgA-g- 31 25
izopropil acrilamida (AgA-g- PNIPAM) PNIPAM25
Copolimer grefat acid alginic-PoliN AgA-g- 1,3:1 43
izopropil acrilamida (AgA-g- PNIPAM) PNIPAM43
Copolimer grefat acid alginic-PoliN AgA-g- 13 68
izopropil acrilamida (AgA-g- PNIPAM) PNIPAME8

® viscozitatea redusa (n,,) @ unei soluiii apoase de concentratie 0,2% la 25°C;
P 20°C in solutie apoasad de 0,5 M LiNO,,

Exemplul 2. Se procedeaza ca in exemplul 1, dar folosind urmatoarele cantitati in
amestecul de reactie: 1,742 g NaAlg si 1,32 g poli-N-isopropil acrilamidda PNIPAM)
corespunzatoare unei compozitii procentuale de 43% PNIPAM), 0,345 g agent de
condensare 1-3-(3-dimetilaminopropil)-3-etil-carbodiimida hidrocloruratd 98% (EDC)
dizolvate in 150 mL ap&. Caracteristicile copolimerilor obtinuti sunt date in tabel.

Exemplul 3. Se procedeaza ca in exemplul 1, dar folosind urmatoarele cantitati in
amestecul de reactie: 1,32 g NaAlg si 2,68 g PNIPAM poli-N-isopropil acrilamidda PNIPAM)
corespunzatoare unei compozitii procentuale de 68% PNIPAM), 0,345 g agent de
condensare 1-3-(3-dimetilaminopropil )-3-etil-carbodiimida hidrocloruratd 98% (EDC)
dizolvate in 150 mL ap&. Caracteristicile copolimerilor obtinuti sunt date in tabel.

Copolimerii prezintd o crestere insemnatd a viscozitdtii la cresterea temperaturii
aceastd crestere fiind dependentd de temperaturd si continutul de PNIPAM in copolimer
dupd cum rezultd din fig. 2.

Semnificatia simbolurilor este datd in legenda.

Dependenta viscozitatii solutiilor de concentratie 1g/dL de pH este redatd in fig. 3.

Se poate ugor remarca dependenta de pH a viscozitatii copolimerilor alginatului de
sodiu imprimd o comportare specificd copolimerilor de diferite compozitii, aceasta fiind o
curbd cu maxim pentru copolimerul cu PNIPAM 68 si o curba cu minim la pH 5 pentru alte
compozitii.
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Revendicare

Procedeu de obtinere a unor copolimeri grefati bicomponenti dual receptivi, pe baza
de alginat de sodiu, caracterizat prin aceea ci se cupleazd alginat de sodiu prin reactia cu
poli(N-izopropil acrilamidd) avand grupe terminale cu reactivitate maritd de 1-3-(3-
dimetilaminopropil)-3-etil-carbodiimida, in raport in greutate alginat de sodiu : poli(N-izopropil
acrilamidd) de 3/1...1/3, cu agitare la temperatura camerei, un timp de 24 h la un pH = 8,
rezultdnd copolimeri grefati cu dependentd de pH in solutie si cu crestere a viscozitatii
solutiilor cu temperatura, fiind adecvati pentru controlul reologiei lichidelor.
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