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Streszczenie

W pracy przedstawiono badania nad syntezg seg-
mentowego kopoli(estro-eteru) — poli(bursztynianu
butylenu-co-glikolu etylenowego) (PBS-EG) z uzyciem
lipazy B, pochodzacej ze szczepu Candida antarctica
Jjako katalizatora. Polimeryzacje przeprowadzono
w roztworach eteru difenylowego z udziatem bur-
sztynianu dietylu i 1,4-butanodiolu oraz poli(glikolu
etylenowego) (PEG), wprowadzanego na réznych
etapach reakcji, w temperaturze 80°C w warunkach
zmiennego cisnienia. Oceniono wptyw ci$nienia oraz
sposobu wprowadzania PEGu na budowe chemiczng
i wtasciwosci termiczne otrzymanych kopoli(estro-
eterow). Budowa chemiczna zsyntezowanych kopo-
limerdéw zostata oceniona na podstawie spektroskopii
magnetycznego rezonansu jgdrowego ("H NMR) oraz
spektroskopii w podczerwieni (IR). Wia$ciwosci ter-
miczne zbadano metodg roznicowej kalorymetrii ska-
ningowej (DSC). Wykazano, ze zastosowanie enzymu
Jako katalizatora prowadzi do otrzymania kopolimeru
segmentowego, jednak reakcje przebiegajq z dosy¢
niskimi wydajno$ciami oraz powstate kopolimery
wykazujg matg warto$¢ masy molowej. Stwierdzono
réwniez, ze na wigkszg wydajnosc¢ reakcji oraz wzrost
masy molowej wptywa jej prowadzenie w warunkach
nadcisnienia niz podci$nienia.

Stowa kluczowe: kataliza enzymatyczna, lipaza,
kopolimery estrowo-eterowe, poli(bursztynian butylenu),
polikondensacja

[Inzynieria Biomateriatow 121 (2013) 42-48]

Wprowadzenie

Polimery biodegradowalne sg najczesciej stosowany-
mi materiatami jako podtoza dla hodowli komdrkowych
metodami inzynierii tkankowej. Nalezg do nich gtéwnie
poliestry alifatyczne, takie jak poli(kwas mlekowy) (PLA),
poli(kwas glikolowy) (PGA), poli(e-kaprolakton) (PCL)
i ich kopolimery [1]. Zazwyczaj sg one syntezowane na
drodze reakcji chemicznych, w ktérych substraty (mono-
mery) ulegaja polimeryzacji w obecnosci réznych uktadéw
katalitycznych, gtéwnie alkoholanéw lub tlenkéw metali
[2-5]. Niestety, wiele sposréd tych uktadow wykazuje
wiasciwosci toksyczne [6,7], dlatego enzymy wzbudzajgq
coraz wieksze zainteresowanie w ostatnich latach jako
nietoksyczne i wysoce selektywne uktady katalityczne.
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Abstract

The paper presents studies on the synthesis of
segmented copoly(ester-ether) - a poly(butylene
succinate-co-ethylene glycol) (PBS-EG) using as
a catalyst - lipase B derived from Candida antarctica
strain. The polymerization was performed in the solu-
tions of diphenyl ether, involving diethyl succinate and
1,4-butanediol and poly(ethylene glycol) (PEG) intro-
duced at different stages of the reaction, at 80°C under
variable pressure. The influence of variable pressure
and methods of introducing PEG monomer on the
chemical structure and thermal properties of resulting
copoly(ester-ether) was examined. The chemical stru-
cture of synthesized copolyesters was determined by
nuclear magnetic resonance spectroscopy ("H NMR)
and infrared spectroscopy (IR). The thermal properties
were investigated using differential scanning calo-
rimetry (DSC). It was observed that use of enzyme
as catalyst allows to obtain a segmented copolymer,
however the reactions take place with relatively low
yields and molar mass. It was also found that higher
yield and molar mass of the reaction was observed
at overpressure than at underpressure conditions.

Keywords: enzymatic polymerization, lipase,
poly(ether-ester) copolymer, poly(butylene succinate),
polycondensation

[Engineering of Biomaterials 121 (2013) 42-48]

Introduction

Biodegradable polymers are most commonly used materi-
als as templates for cell culture tissue engineering methods.
These include aliphatic polyesters, such as poly(lactic acid)
(PLA), poly(glycolic acid) (PGA), poly(e-caprolactone) (PCL),
and their copolymers [1]. They are usually synthesized by
chemical processes where monomeric units are polymerized
in a presence of different catalytic systems, mostly alkoxides
or oxides [2-5]. Unfortunately, many of these catalysts are
reported to be toxic [6,7], therefore enzymes have attracted
intensive interest in the past decades as non toxic and highly
selective catalytic systems. Enzymes are biocatalysts, which
catalyze all metabolic reactions in vivo, including biopoly-
mers (biomacromolecules) synthesis. In the past decades,
enzymes have emerged as potent catalysts for the prepara-
tion of well-defined functional polymers. For the synthesis of
biodegradable polyesters, some isolated lipases were used
since they are stable in organic solvents.
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Enzymy nalezg do grupy biokatalizatoréw odpowiedzialnych
za przemiany metaboliczne in vivo, wigczajac synteze bio-
polimeréw (biomakromolekut). W ostatnich latach, enzymy
zaczeto stosowac jako katalizatory w syntezie wielofunk-
cyjnych polimeréw o dobrze zdefiniowanej strukturze.
Do syntezy biodegradowalnych poliestréw stosowane sg
najczesciej lipazy ze wzgledu na ich stabilno$¢ w mediach
organicznych.

Poli(bursztynian butylenu) (PBS) jest alifatycznym polie-
strem o dobrej wytrzymatosci mechanicznej, biokompatybil-
nosci w kontakcie z komdrkami osteoblastow, indukujac ich
namnazanie oraz réznicowanie [8]. Testy degradacji hydro-
litycznej wykazaty, ze PBS ulega degradacji w roztworze soli
fizjologicznej buforowanej fosforanami w sposéb analogiczny
do poli(alfa-hydroksykwaséw) [9], a produkty jego degradacii,
m.in. fumaran, sg nietoksyczne (czasteczki bursztynianu
i fumaranu sg obecne w Cyklu Krebsa), dlatego materiat ten
jest obiecujacym kandydatem do zastosowan medycznych
[8-11], szczegdlnie do rekonstrukcji tkanek miekkich i twar-
dych w inzynierii tkankowej. Proces biodegradacji poliestrow
mozna modyfikowaé poprzez wprowadzanie hydrofilowych
segmentéw, np. polieteréw do tancucha polimerowego,
poniewaz homopolimer PBS wykazuje wysoki stopien kry-
stalicznosci i jest hydrofobowy. Zastosowanie polieterow
jako skfadnikow segmentéw gietkich w kopolimerach PBS
prowadzi do utworzenia materiatow, ktorych wtasciwosci
mechaniczne moga by¢ fatwo kontrolowane poprzez rodzaj,
udziat wagowy i dlugos¢é segmentu gietkiego. Przyktadowo,
poli(glikol etylenowy) (PEG), znany jako nietoksyczny, nie-
antygeniczny i biozgodny substrat jest czesto stosowany jako
sktadnik poprawiajacy wtasciwosci hydrofilowe i biokompa-
tybilnos¢ biomateriatow polimerowych.

Biorac pod uwage zalety alifatycznego poliestru, jakim
jest PBS oraz hydrofilowego polieteru, PEG, a takze uzycie
nietoksycznych enzymow jako katalizatoréw, w niniejsze;j
pracy podjeto po raz pierwszy badania nad otrzymaniem
i zbadaniem wtasciwosci tych nowych materiatéw. Jak dotad,
aktywnos¢ katalityczna lipaz zostata sprawdzona w syntezie
wysokoczgsteczkowego PBS [12-17], jednakze bezposred-
nia synteza z kwasu bursztynowego i 1,4-butanodiolu jest
trudna z powodu rozdziatu fazowego reagentéw. W celu
unikniecia tego problemu, uzywa sie estrow kwasu burszty-
nowego, bursztynianu dietylu i 1,4-butanodiolu uzyskujac
homogeniczng mieszaning reakcyjng w odpowiednim roz-
puszczalniku [18,19]. Polimeryzacja katalizowana lipazami
wykazuje wysokg chemo-, regio- i enancjo-selektywnosc,
co pozwala utrzymac kontrole nad budowg chemiczng
i finalnymi wtasciwosciami PBS [18].

W pracy przedstawiono synteze segmentowych kopoli-
(estro-eteréw) poli(bursztynianu butylenu-co-glikolu etyle-
nowego) (PBS-PEG), katalizowang lipazg B pochodzaca ze
szczepu Candida antarctica. Sekwencje poli(bursztynianu
butylenu) (PBS) tworza w takich uktadach segmenty sztywne,
natomiast poli(glikolu etylenowe) (PEG) stanowig segmenty
gietkie. Zbadano wptyw cisnienia oraz sposobu wprowadza-
nia polieteru na wydajnos¢ prowadzonych syntez, budowe
chemiczng i wlasciwosci termiczne otrzymanych materiatow.

Materialy i metody

Materialy

Kopoli(estro-etery) poli(bursztynianu butylenu-co-glikolu
etylenowego), oznaczone w pracy jako PBS-EG, otrzymano
metoda polimeryzacji enzymatycznej przy uzyciu bursztynia-
nu dietylu (BDE), 1,4-butanodiolu (1,4-BD) oraz poli(glikolu
etylenowego) (PEG_1000) w eterze difenylowym. Jako
katalizatora uzyto lipaze B pochodzaca ze szczepu Candi-
da antarctica o nazwie handlowej Novozym 435" (N435).
Schemat syntezy przedstawiono na RYS. 1.

Poly(butylene succinate) (PBS) is a typical biodegradable
aliphatic polyester with excellent mechanical properties,
good biocompatibility in contact with osteoblasts inducing
their proliferation and differentiation [8]. The hydrolytic deg-
radation indicated that PBS was degrading in the solution of
phosphate buffered saline and showed similar behavior to
poly(alpha-hydroxy acids) [9] and its degradation products,
including fumarate, are non-toxic (succinate and fumarate
molecules are included in the Krebs Cycle), therefore this
material is of great promise for biomedical applications
[8-11], especially for soft and hard tissue engineering. The
biodegradability of polyesters can be improved by increasing
the hydrophilicity, such as by the introduction of hydrophilic
segments, i.e. polyethers, because PBS as a homopolymer
is highly crystalline and hydrophobic. The introduction of
polyether soft segments into copolyesters leads to the forma-
tion of segmented polymers whose mechanical properties
can be easily controlled by the type, the weight percent and
the length of the soft segments. For example, poly(ethylene
oxide), known as nontoxic, non-antigenic and non-immu-
nogenic polymer, is often used as the component to impart
good hydrophilicity and biocompatibility of biomaterials.

Taking the advantages of aliphatic polyester such as PBS
and hydrophilic PEG polyether, and enzymes as non-toxic
catalysts, we report here, for the first time, our work on
the synthesis and characterization of these new materials.
So far, lipase catalysis was successfully employed to synthe-
size high molecular weight PBS [12-17], however direct syn-
thesis of succinic acid and 1,4-butanediol remains inefficient
due to the phase separation of the reagents. To overcome this
problem, monophasic reaction mixtures in the correspond-
ing solvent were prepared from diethyl succinate and 1,4-
butanediol [18,19]. The lipase-catalyzed polymerizations
show very high chemo-, regio-, and enantio-selectivities
what allows to keep a good control over the chemical struc-
ture and final properties of PBS [18].

In this work, we will discuss the polymerization of seg-
mented copoly(ether-ester) poly(butylene succinate-co-
ethylene glycol) (PBS-EG) catalyzed by lipase B from
Candida antarctica. In such systems, the sequences of
poly(butylene succinate) (PBS) form hard segments and
poly(ethylene glycol) (PEG) segments are soft. In this work,
we will discuss the influence of variable pressure and intro-
ducing PEG at various stages of the reaction on reaction yield,
chemical structure and thermal properties of the materials.

Materials and methods

Materials

Copoly(ether-ester) of poly (butylene succinate-co-eth-
ylene glycol) (PBS-EG), abbreviated in the work as PBS-
EG, was prepared by enzymatic polymerization of succinic
acid ester (diethyl succinate) and 1,4-butanediol (1,4-BD)
and poly(ethylene glycol) (PEG_1000), in organic solvent
(diphenyl ether). Lipase B derived from Candida antarctica
strain, trade name Novozym 435" (N435), was used as
a catalyst. The schematic outline of the synthesis is pre-
sented in FIG. 1.

N435 (10% wt. catalyst based on the total weight of all
reagents), dried under 0.1 mmHg vacuum at 25°C for 24 h,
was transferred into a 50 mL round-bottom flask contain-
ing monomers: diethyl succinate, 1,4-butanediol and
poly(ethylene glycol) (PEG_1000) with organic solvent -
diphenyl ether (200 wt% catalyst based on the total weight
of all reagents). The reaction mixture was magnetically
stirred and heated at 80°C. The molar ratio of the reagents
1,4-BD:PEG/DES was 0.015:0.02 mol.
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44 Immobilizowany enzym, Novozym N435
®@e e 0000 (10% wag. katalizatora w stosunku do
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masy wszystkich reagentéw), wysuszony
pod cisnieniem 0,1 mmHg w temperaturze
25°C przez 24 h, przeniesiono do kolby
kulistej o pojemnosci 50 ml zawierajace;j
monomery: bursztynian dietylu, 1,4-butano-
diol oraz poli(glikol etylenowy) (PEG_1000)
zawieszone w rozpuszczalniku organicznym
— eterze difenylowym (200% wag. rozpusz-
czalnika w stosunku do masy wszystkich
reagentow). Stosunek molowy reagentow
1,4-BD:PEG/DES wynosit 0.015:0.02 mol.

Mieszanine reakcyjng ogrzewano
w temperaturze 80°C, przy jednoczesnym
mieszaniu. Reakcje prowadzono pod cis-
nieniem atmosferycznym przez 2 h (I etap),
nastepnie wytworzono podci$nienie
0,5 mmHg i reakcje prowadzono dalej przez
4 h (Il etap). Otrzymany w ten spos6b mate-
riat oznaczono jako PBS-EG1. W przypadku
pozostatych dwéch materiatéw PBS-EG2
oraz PBS-EG3 zastosowano odpowiednio
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Poly(butylene succinate) - poly(ethylene glycol)
poli(bursztynian dietylu) - poli(glikol etylenowy)

podcisnienie 0,5 mm Hg i nadcisnienie
2 mm Hg, a PEG_1000 wprowadzono dopie-
ro na etapie polikondensac;ji (Il etap). Udziat
segmentow sztywnych (W,) do gietkich (W)
na podstawie obliczen stechiometrycznych
wynosit 50/50% wag.

Produkty reakcji rozpuszczono w chloroformie w celu
rozpuszczenia nieprzereagowanych monomeréw oraz
zanieczyszczen i filtrowano w celu odmycia mikrosfer,
na ktérych byt immobilizowany enzymatyczny katalizator.
Roztwory polimeréw w chloroformie wytrgcano w metanolu
w postaci biatego, krystalicznego produktu. Zsyntezowane
polimery przemyto jeszcze metanolem pie¢ razy i suszono
w 50°C przez 16 h.

Homopolimer PBS syntezowano w analogiczny sposéb,
stosujac warunki opisane w [20]: temperatura reakcji 80°C,
cisnienie 0,5 mmHg, czas reakgji: | etap 2 h, Il etap 9 h.

(PBS-EG).

Metody

Budowe chemiczng kopolimeru PBS-EG oceniono na
podstawie spektrograméw magnetycznego rezonansu jg-
drowego ('H NMR) przy uzyciu spektrometru Bruker DPX
400 w deuterowanym chloroformie. Widma zostaty wyko-
nane przy czestotliwosci 400,13 MHz ('"H NMR), stosujac
tetrametylosilan jako wzorzec wewnetrzny. Na podstawie
przyktadowego widma pokazanego na RYS. 2, poréwnano
intensywnosci poszczegdlnych pikdw i wyliczono zawartos¢
segmentow gietkich w kopolimerze oraz masy molowe,
korzystajac z zaleznosci jak w pracy [21], tj. pordwnujac
intensywnosci piku A (reszty od estru kwasu bursztyno-
wego w PBS) i D (grupy metylenowej od PEG potaczone;j
z grupg karboksylowg od estru kwasu bursztynowego)
i odczytujac ilos¢ protonéw (pod powierzchnig obydwu pi-
koéw) pochodzacych od estru kwasu bursztynowego (1000 p*)
i od PEGu (1743,5 p*).

Do oceny budowy chemicznej kopolimeru zastosowano
réowniez spektroskopie w podczerwieni z transformacjg
Fouriera (ATR-FTIR), stosujac spektrofotometr Thermo
Nicolet ze ztotg przystawka w zakresie liczb falowych 4000
do 400 cm™.

Analize termiczng otrzymanego kopolimeru wykonano
metodg réznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC) przy
uzyciu aparatu Q100 TA Instruments w cyklu: grzanie-
chtodzenie-grzanie w zakresie temperatur -100 - 250°C,
przy szybkosci grzania/chtodzenia 10 deg/min.

RYS. 1. Schemat syntezy poli(bursztynianu butylenu-co-glikolu
etylenowego) (PBS-EG).
FIG. 1. Synthesis of poly(butylene succinate-co-ethylene glycol)

The reaction was carried out under atmospheric pressure
for the first 2 h (I step) and then the reaction pressure was
reduced to 0.5 mmHg (underpressure), respectively, with no
change in the temperature and then the reaction was carried
out for 4 hours (Il step). Obtained material was abbreviated
as PBS-EG1. In the case of the other two materials PBS-
EG2 and PBS-EG3 pressure was reduced to underpressure
- 0.5 and overpressure - 2 mmHg, respectively. Besides,
PEG_1000 was introduced at the polycondensation stage
(second stage). The hard (W,) to soft (W,) segments ratio
based on stoichiometric calculations was 50/50 wt%.

The resulting product mixture was dissolved in chloroform
to dissolve the unreacted monomers and impurities and
then the microspheres in which the enzyme catalyst was
immobilized were separated. The resulting chloroform solu-
tion was slowly added with stirring to methanol to precipitate
a white crystalline product. The synthesized polymer was
additionally washed with methanol for five times and then
dried in vacuum at 50°C for 16 h.

PBS homopolymer was synthesized in an analogous
way using the conditions as described in [20]: reaction tem-
perature 80°C, pressure 0.5 mmHg, reaction time: | stage —
2 h, Il stage — 9 h.

Methods

The chemical structure of the copolymer PBS-EG was
determined from magnetic nuclear resonance ("H NMR)
spectrograms. Measurements were performed with a Bruker
DPX 400 apparatus in deuterated chloroform, using tetram-
ethylsilane as an internal standard. Spectra were obtained
at a frequency of 400.13 MHz. Based on 'H NMR spectra
(as shown in FIG. 2), the soft segments content and molar
mass in the copolymer was calculated by comparing the
intensity of the individual peaks using calculations as in work
[21], i.e. by comparing the intensity of peak A (residues of
succinic acid ester in PBS) and peak D (PEG methylene
group linked to the carboxyl group of succinic acid ester),
and reading the number of protons (the area under both
peaks) derived from succinic acid ester (1000 p*), and from
PEGs (1743.5 p*).
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Wyniki i dyskusja

W wyniku reakcji bursztynianu dietylu, 1,4-butanodiolu
oraz poli(glikolu etylenowego), prowadzonej w czasie 4 h
w temperaturze 80°C i w obecnosci enzymu jako kataliza-
tora, otrzymano kopolimery poli(bursztynianu butylenu-co-
glikolu etylenowego) o budowie chemicznej pokazanej na
spektrogramie 'H NMR (RYS. 2).

Szczegdtowa analiza spektrogramu wykazata nastepu-
jace przesuniecia chemiczne: 2,66 (6H*) ppm przypisano
protonom pochodzacym od jednostek kwasu bursztynowego
w polimerze, natomiast sygnaty przy 1,72 (dHB) i 4,12 (3HC)
ppm odpowiadajg dwém réznym rodzajom protonéw grup
metylenowych pochodzacych od jednostek 1,4-butanodiolu.
Sygnat od protonéw grup metylenowych PEG jest widoczny
przy 3,64 ppm (6HP). Dwa sygnaty przy 3,82 (6H"') oraz 4,25
(6HP”) ppm przypisano do protonéw grup metylenowych
pochodzacych od PEG zwigzanych z jednostkami kwasu

To evaluate the chemical structure of the copolymer,

fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR)wasalso ® @ @ @ ® o o

carried out with Thermo Nicolet apparatus with the Golden
Gate adapter in the range between 4000 and 400 cm-'.
Differential scanning calorimetry (DSC) of obtained
copolymer was performed with the Q100 TA Instruments
apparatus is a triple cycle: heating-cooling-heating in the
range from -100 - 250°C at heating/cooling rate 10 deg/min.

Results and Discussion

Enzymatic synthesis of diethyl succinate, 1,4-butane-
diol and poly(ethylene glycol) carried out for 4 hours
at 80°C in the presence of an enzyme as catalyst resulted
in poly(butylene succinate-co-ethylene glycol) copolymers
of chemical structure as depicted in the formula and shown
in '"H NMR spectrogram (FIG. 2).

bursztynowego.
Analiza budowy chemicz-
nej kopoliestru za pomoca 'H
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NMR wykazata liniowg budo-
we uzyskanego materiatu, bez
obecnosci struktur cyklicz-
nych. Metoda 'H NMR pozwo-
lita rbwniez na oszacowanie
rzeczywistych udziatéw wago-
wych segmentéw sztywnych
do gietkich, W, /W, (% wag.)
zsyntezowanych kopolime-
réw. TABELA 1 zawiera obli-
czone wartosci W, /W, masy
molowe (M,) oraz wydajnosci
reakcji (W). Wydajnos¢ reakcji
obliczono jako stosunek masy
produktu otrzymanego w wy-

r [_ i

niku reakcji chemicznej do

masy obliczonej na podstawie 70 65 60
wspotczynnikoéw stechiome-

f1 (ppm)

trycznych réwnania reakgcji
i ilosci uzytych substratow.

RYS. 2. Widmo '"H NMR kopolimeréw PBS-EG (na przyktadzie PBS-EG3 otrzymanego
przy nadcisnieniu 2 mmHg).

FIG. 2. '"H NMR spectrum of PBS-EG copolymers (example of PBS-EG3 synthesized
under 2 mmHg - overpressure).

TABELA 1. Udziaty wagowe (W,/W,), masy molowe (M,) oraz wy-
dajnosci reakcji (W) dla PBS-EG otrzymanych pod ré6znymi cisnie-
niami i przy zmianach etapow wprowadzania segmentu gietkiego;

t = const (2 godz. + 4 godz.).

TABLE 1. Mass fraction (W,/W,), molar mass (M,) and the yield of
reaction (W) for PBS-EG obtained at different pressure and with
changes in introduction of soft segment, t = const (2 h + 4 h).

Cisnienie
Pressure

Masa
molowa
Molar
mass

Materiat
Material

Wh/W s
[% wag.]
W, /W,
[wt%]

HNMR M, [g/mol]

P [mmHg]

Wprowadzenie
segmentu
gietkiego

(PEG)
Incorporation
of soft segment

(PEG)

A detailed assignment of chemical shifts is
shown as follows: the signal at 2.66 (6H”) ppm
was assigned to the methylene proton of SA unit
in the polymer, and those at 1.72 (6H®) and 4.12
(0H®) ppm correspond to two different types of
methylene protons of BDO unit. The peaks of
methylene protons of PEG repeating unit were
observed at 3.64 ppm (dHP). The two small
peaks at 3.82 (dH®’) and 4.25 (dHP”) ppm were
ascribed to the two methylene protons of PEG
terminus linked with SA.

By analyzing the copolyester structure with
'H NMR we found a linear structure without
rings formation. '"H NMR method allowed to
estimate the mass fraction of hard segments to
soft segments, W,/W, [wt%] and molar mass in
15 1 the synthesized materials. TABLE 1 shows the
calculated values of W, /W,, molar mass (M,)

22 and the yield (W) of the reaction. The reaction

PBS-EG1 80/20 2240 0.5 | etap / step
PBS-EG2| 81/19 2300 0.5 Il etap / step
PBS-EG3| 70/30 2660 2.0 Il etap / step

yield was calculated as the ratio of the product
30 ) weight obtained during chemical reaction to the
stoichiometric weight of the reagents.
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Na podstawie obliczen sktadu chemicznego na podstawie

® o o o 0 o o widm'HNMR stwierdzono, ze w zastosowanych warunkach

reakcji (catkowity czas reakcji 6 godzin i zmienne warunki
ci$nienia), uzyskane produkty znaczaco réznig sie sktadem
segmentowym w poréwnaniu do zatozonego na podstawie
stechiometrii reakcji (50:50% wag). Najwyzszg zawartosé
segmentéw gietkich, jednak tylko 30%, warto$¢ masy mo-
lowej (2660 g/mol) oraz wydajnos¢ reakcji na poziomie 30%
uzyskano dla materiatu PBS-EG3, ktory zsyntezowano przy
cisnieniu 2,0 mmHg. Przy znacznie obnizonym cisnieniu,
tj. 0,56 mmHg oraz podczas wprowadzenia PEG w czasie
| etapu syntezy (PBS-EG1), stwierdzono nizszy udziat seg-
mentoéw gietkich (20%), nizszg mase molowg (2240 g/mol)
i nizsza wydajnosc¢ reakgcji (tylko 15%). W przypadku ma-
teriatu PBS-EG2 i przy zachowaniu analogicznych warun-
kow cisnienia jak w syntezie materiatu PBS-EG1, ale przy
wprowadzeniu PEG_1000 podczas drugiego etapu reakgji,
obliczona wydajno$¢ reakcji wynosita 22%, jednak zawar-
tos¢ segmentow gietkich wynosita tylko 19%, a wartos¢
masy molowej byta zblizona do tej uzyskanej dla materiatu
PBS-EG1. Wstepna analiza tych wynikow wskazuje, ze
istotnym parametrem wptywajagcym na wydajnos¢ reakcji
jest ci$nienie procesu. Jednak nalezy zwrdci¢ uwage, ze
reakcje prowadzono w stosunkowo krotkim czasie: 2 godz.
| etap i 4 godz. Il etap. Jak wynika z literatury, prowadzenie
reakcji syntezy homopolimeru PBS przez 10 h prowadzi
do powstania produktu o M, = 5500 Da, natomiast po 72 h
uzyskuje sie produkt o M, = 10 000 Da [22-25]. Dlatego tez
kolejne syntezy nalezy prowadzi¢ przy znaczaco wydtu-
zonych czasach reakcji, aby uzyskac kopolimer o wyzszej
masie molowej, zaktadanym udziale segmentow sztywnych
do gietkich, i wysokim stopniu przereagowania.

Budowe chemiczng zsyntezowanych materiatow ocenio-
no réwniez na podstawie widm ATR FT-IR (RYS. 3).

Based on calculations of the chemical composition of the
'H NMR spectra it was found that the reaction conditions
used (total reaction time was 6 hours and variable pressure
conditions), the products obtained are significantly differ-
ent in composition compared to the segment based on the
assumed stoichiometry of the reaction (50:50 wt%). The
highest content of soft segments, but only 30%, molar mass
(2660 g/mol) and the reaction yield of 30% were obtained
for PBS-EG3 material, which was synthesized at pressure
2.0 mmHg. At much lower pressure, i.e. 0.5 mmHg, and
when PEG segments were introduced during the first step
of the synthesis (PBS-EG1), lower content of soft segments
(20%), molar mass (2240 g/mol) and lower yield of the reac-
tion (only 15%) was found. In the case of PBS-EG2 material
when maintaining similar pressure conditions as in the syn-
thesis of PBS-EG1, but with the introduction of PEG_1000
during the second step of reaction, the calculated reaction
yield was found to be 22%, but the content of soft segments
was only 19% and molar mass was similar to PBS-EG1
material. Preliminary analysis of these results indicates that
an important parameter affecting the yield of the reaction
is applied pressure. However, it should be noted that the
reactions were carried out in a relatively short period of time:
2 h (I step) and 4 h (Il step). According to the literature, the
first 10 h of the reaction are necessary for rapid increase
in M, up to 5500 Da. Thereafter, M, can increase to 8000
and 10 000 by 24 and 72 h, respectively [22-25]. Therefore,
next synthesis will be carried out at significantly prolonged
reaction time to obtain copolymers with higher molar mass,
hard to soft segments content close to stoichiometry and
with high conversion.

The chemical structure of synthesized materials was
also confirmed with the infrared spectroscopy (ATR-FTIR)
(FIG. 3).
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RYS. 3. Widma ATR FT-IR dla uzyskanych materiatow PBS-EG.
FIG. 3. ATR FT-IR spectra for obtained materials of PBS-EG.
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Charakterystyczne pasma absorpcji dla widma homopo-
limeru PBS zaobserwowano przy dtugosci fali 1720 cm™,
1156 cm oraz 1046 cm' (drgania rozciggajace od alifatycz-
nych wigzan C=0). W widmach kopolimerdw pojawiajg sie
pasma charakterystyczne dla grup eterowych, w tym pocho-
dzace od wigzan C-O-C przy dtugosci fali 1100 cm-'.

Wiasciwosci termiczne materiatdw oznaczono na pod-
stawie termogramow DSC, a uzyskane wartosci temperatur
topnienia T,,, temperatur krystalizacji T, oraz odpowiadajace
im entalpie zestawiono w TABELI 2. W tabeli przedstawiono
réwniez wiasciwosci termiczne homopolimeru PBS zsynte-
zowanego przy zastosowaniu katalizatora enzymatycznego
(PBS enz.).

Materiaty PBS-EG wykazujgq
niskotemperaturowg przemia-
ne zeszklenia, T, (ok. -50°C)
oraz temperature topnienia, T,
(ok. 94-98°C), co swiadczy o
utworzeniu sie kopolimeru, gdyz
niskotemperaturowe zeszklenie
mozna przypisa¢ segmentom
gietkim PEG, natomiast T,, doty-
czy segmentéw sztywnych PBS
(niskotemperaturowego T nie za-

Numer T,
probki [°C]
Sample

code

AH,,
[/l

TABELA 2. Charakterystyka wiasciwosci termicz-
nych dla uzyskanych materiatow PBS-EG.
TABLE 2. Characteristic thermal behavior for
synthesized PBS-EG materials.

52.5

We can see the characteristic absorption bands of PBS
appeared at 1720 cm™ (stretching vibration of aliphatic
C\O bond), 1156 cm™, and 1046 cm™"' (stretching vibration
of aliphatic C\O bond). In the following spectra for PBS-EG
the characteristic absorption bands of PBS were noticed,
at same time, the aliphatic C\O\C stretching vibration peak
of PEG that appeared at 1100 cm™" was found.

The characteristic thermal properties were determined
from DSC scans, and high temperature melting peak, T,, and
the crystallization temperature, T, and the corresponding
enthalpies are summarized in TABLE 2. The table shows
also thermal properties for the homopolymer PBS synthe-
sized using an enzyme catalyst (PBS enz.).

PBS-EG materials exhibit
low-temperature glass transi-
tion, T, (ca. -50°C) and the
melting temperature T,, (ap-
proximately 94-98°C), which
indicates formation of copoly-
mer, because low-tempera-
ture glass transition can be
attributed to the soft segments
(PEG), and T, to the hard seg-
ments PBS (low temperature
T, was not observed for the
homopolymer PBS enz.).
T,, values obtained for the

AH, T,
[°Cl]

AC,

(/9] [J/(g*C)]

80.9 |-51.3 | 0.374

56.2

copolymers are lower than

ey the T,, for the PBS enz., and

-48.7 | 0.363

50.7

also we can see lower crystal-

28.3 |-48.8| 0.309 lization temperatures, T.. For

71.2

the PBS-EG3 copolymer, the
lowest value of heat capacity

93.0 - -
changes and the lowest value

obserwowano dla homopolimeru

PBS enz.). Otrzymane wartosci T,, jPBS-EG1| 94.8 | 96.4
dla kopolimeréw sg nizsze niz T,,

dla PBS enz., nizsze sg réyvnig? PBS-EG2| 975 | 83.9
wartosci temperatur krystalizacji,

T., gdyz wprowadzenie oligoeteru

zaburza strukture krystaliczng |PBS-EG3| 98.6 | 37.9
poli(bursztynianu butylenu). Dla

kopolimeru PBS-EG3 stwierdzo- PBS enz. | 108.8 | 123.0
no najnizszg wartos¢ zmiany

ciepta wtasciwego oraz najnizsza fwhere:

wartos¢ entalpii topnienia, AH,,
i entalpii krystalizacji, AH,, co
moze Swiadczy¢ o dobrej mikro-
separacji fazowej tego materiatu
(dokftadna weryfikacja tego twier-
dzenia wymagataby dodatkowych
badan metodg WAXS).

T,.- temperatura topnienia / melting temperature

(drugi cykl ogrzewania / 2™ heating run),

AH,, - entalpia topnienia / melting enthalpy,

T, - temperatura krystalizacji / crystallization temperature,
AH, - entalpia krystalizacji / crystallization enthalpy,

AC, - zmiana ciepta wtasciwego / change in heat capacity

of the melting enthalpy, AH,,
and crystallization enthalpy,
AH,, were found what may
indicate good microphase
separation of the material
(verification of this statement
would require additional
measurements with WAXS).

Whioski

Stosujgc immobilizowany enzym jako katalizator otrzyma-
no kopoli(estro-etery) poli(bursztynianu butylenu-co-glikolu
etylenowego) (PBS-EG) w warunkach réznych cisnien oraz
wprowadzajac PEG na réznych etapach syntezy. Analiza
budowy chemicznej metodami '"H NMR i ATR FT-IR potwier-
dzita obecnosé ugrupowan charakterystycznych dla grup
estrowych i eterowych pochodzgcych od sekwencji PBS
i PEG. Wykazano, ze zastosowane wartosci podcisnienia lub
nadcisnienia na etapie polikondensacji wptywajg na wydaj-
nosc¢ reakgji, ktéra wynosita najwyzej 30%. Warunki te miaty
réwniez wptyw na stopien wbudowania sie oligoeterowych
segmentow gietkich w strukture makroczasteczki, ktory
wynosit maksymalnie 30% (w odniesieniu do wyliczonych
na podstawie stechiometrii 50% wag.) oraz wartosci masy
molowej, wynoszacej maksymalnie 2660 g/mol. Analiza
wiasciwosci termicznych wykazata przesuniecie tempera-
tury krystalizacji, T, i temperatury topnienia, T,, w kierunku
nizszych wartosci w poréwnaniu do homopolimeru PBS,
Swiadczac o utworzeniu sie segmentowego kopolimeru
i zaburzeniu struktury krystalicznej poli(bursztynianu
butylenu).

Conclusions

We have synthesized copoly(ether-ester), namely
poly(butylene succinate-co-ethylene glycol) (PBS-EG),
using immobilized enzyme as a catalyst and different pres-
sure, and introducing PEG at various steps of the reaction.
Analysis of chemical structure with '"H NMR and ATR FT-IR
confirmed the presence of specific bonds and groups,
characteristic for ester and ether groups, derived from
the sequences of PBS and PEG. It has been shown, that
the applied underpressure or overpressure at the poly-
condensation step, influence the reaction yield, which is no
higher than 30%. These conditions also affected the degree
of incorporation of the oligoethers soft segments to mac-
romolecule structure, which was maximum 30% (compare
to 50 wt.% calculated from the stoichiometry) and molar
mass, which the highest value was 2660 g/mol. Analysis of
characteristic thermal properties showed that thermal shifts
of crystallization temperature, T,, and the melting tempera-
ture T, had lower values as compared to the homopolymer
PBS, providing the formation of segmented structure
of the copolymer and disorder of the crystal structure of poly
(butylene succinate).
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