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Streszczenie: Badano procesy kondensacji kwasow cytrynowego i mlekowego w stopie oraz metoda
sprzegania w obecnosci dicykloheksylokarbodiimidu. Otrzymane produkty analizowano za pomoca
technik magnetycznego rezonansu jadrowego ('"H NMR), spektroskopii mas (MALDI ToF) oraz chro-
matografii zelowej (GPC). Wykazano, ze kondensacja w stopie prowadzi na ogdét do skomplikowanej
mieszaniny kopolimeréw oraz homopolimeréw kwasu mlekowego. Potaczenie obu metod pozwala
natomiast otrzymac, z wysoka wydajnoscia, kopolimery o budowie rozgatezionej o wagowo srednich
masach molowych 9-27 kg/mol i warto$ciach M /M, = 1,3-2,0. Metoda sprzegania uzyskano takze am-
fifilowe kopolimery zawierajace hydrofobowy rdzen ztozony z meréw kwaséw cytrynowego i mleko-
wego oraz hydrofilowe segmenty polioksyetylenowe. Produkty te tworza w wodzie stabilne koloidalne
dyspersje o srednicach czastek rzedu 50-500 nm.

Stowa kluczowe: kwas mlekowy, kwas cytrynowy, polimery rozgatezione, polimery amfifilowe.

Synthesis and characterization of lactic acid - citric acid copolymers

Abstract: The processes of condensation of citric and lactic acids carried out in melt or by coupling in
the presence of dicyclohexylcarbodiimide have been investigated. The obtained products were ana-
lyzed using 'H NMR, MALDI ToF and GPC techniques. It has been shown that the condensation in
melt leads generally to a complicated mixture of lactic acid copolymers and homopolymers. However,
the combining of both methods allows to obtain in high yield the copolymers with branched structure,
weight-average molar masses in the range 9-27 kg/mol and M, /M, values between 1.3 and 2.0. By using
the coupling method, amphiphilic copolymers containing a hydrophobic core composed of citric and
lactic acid monomeric units and hydrophilic polyoxyethylene segments were obtained as well. These
products form stable colloidal aqueous dispersions with particle diameters ranging from 50 to 500 nm.

Keywords: lactic acid, citric acid, branched polymers, amphiphilic polymers.
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Kwas mlekowy (LAc), a szczegolnie jego izomer L, otrzy-
mywany na szeroka skale w procesach fermentacji, jest jed-
nym z podstawowych potproduktéw wykorzystywanych
w syntezie wielu klas polimerow biodegradowalnych. Dzie-
ki obecnosci w czasteczce tego zwiazku grup karboksylo-
wej i hydroksylowej ulega on samorzutnie kondensacji, ale
uzyskanie w taki sposéb polimeréw o duzej masie molo-
wej jest trudne, ze wzgledu na uboczne procesy cyklizacji
prowadzace do depolimeryzacji i wydzielania laktydéw —
cyklicznych diestréw kwasu mlekowego. Aktywnos¢ lak-
tydéw w procesach polimeryzacji z otwarciem pierscienia
powoduje, ze wspomniane przemiany sg wykorzystywane
do otrzymywania sztywnych tworzyw termoplastycznych,
wprowadzanych na rynek jako substytuty polistyrenu i po-
li(tereftalanu etylenu), a takze materialéw biomedycznych,
stosowanych do wytwarzania wyrobow o kontrolowanym
czasie biodegradacji. Produkty dostepne na rynku to poli-
mery laktydow (PLA) o r6znej budowie stereochemicznej
i masie molowej lub kopolimery laktydu z glikolidem i in-
nymi monomerami heterocyklicznymi. W ostatnich dwéch
dekadach wazny kierunek badan nad nowymi polimerami
laktydow stanowi synteza i charakterystyka makroczaste-
czek o strukturze rozgalezionej [1]. Takie pochodne charak-
teryzuja si¢ znacznie mniejsza lepkoscig w stopie niz ich
liniowe analogi o podobnej masie molowej oraz wigksza
ilo$cig reaktywnych grup konicowych, ktére mozna wy-
korzysta¢ do dalszej chemicznej modyfikacji tych produk-
tow, na przykiad do przytaczenia substancji bioaktywnych.
Bardzo interesujaca cecha rozgatezionych odmian PLA zbu-
dowanych z merow o tej samej konfiguracji jest ich duza
skfonno$¢ do tworzenia krystalicznych stereokompleksow
z rozgalezionymi lub liniowymi odmianami o przeciwnej
konfiguracji meréw. Dzieki temu w istotnym stopniu moz-
na poprawic stabilnos¢ termiczng PLA, a takze wplyna¢ na
sposob ich samoorganizacji w domeny mikro- i nanostruk-
turalne [2, 3].

Klasyczna metoda syntezy rozgatezionych odmian po-
lilaktydu polega na katalitycznej polimeryzacji laktydu
w obecnosci wielofunkcyjnych zwiazkéw zawierajacych
grupy hydroksylowe lub aminowe, ktére w reakcji z mo-
nomerem tworza grupy hydroksylowe. W wyniku reakcji
tych grup z katalizatorem powstaja alkoholanowe centra
aktywne, na ktérych rosna tancuchy PLA [1, 4-6]. W li-
teraturze opisano takze kilka przykladow syntezy roz-
gatezionych polimeréw w reakcjach kondensacji kwasu
mlekowego, prowadzonych w obecnosci zwigzkéow wie-
lofunkcyjnych zawierajacych reaktywne grupy karbok-
sylowe [7-9] (schemat A).

Chociaz procesy te nie s w petni selektywne i koricowe
produkty sa zwykle zanieczyszczone pewna iloscia oligo-
meréw o budowie liniowej, to ze wzgleddéw praktycznych
wydaja sie by¢ atrakcyijne, gdyz izomery kwasu mlekowe-
go sa duzo tanisze niz otrzymywane z nich laktydy. Polime-
ry zakonczone grupami karboksylowymi charakteryzuja
sie znacznie wigkszymi szybkosciami biodegradacji niZ ich
analogi zakonczone grupami hydroksylowymi i, jak wynika
z badan prowadzonych przez Abiko i wspotpr. [8], w wy-
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padku polimeréw rozgatezionych szybkos¢ rozkladu mozna
efektywnie kontrolowac na drodze doboru odpowiedniej ilo-
$ci ramion. Stwarza to mozliwos¢ opracowania nowego typu
matryc stosowanych jako nosniki lekéw. W naszych wcze-
$niejszych pracach [9-11] pokazalismy, ze do grup karbok-
sylowych mozna tez stosunkowo tatwo dobudowac dodat-
kowe segmenty, pozwalajace na zmodyfikowanie szybkosci
biodegradaciji, a takze szeregu cech fizykochemicznych tych
produktow, takich jak temperatura zeszklenia oraz zdolnosé
do krystalizacji lub do tworzenia stabilnych dyspersji kolo-
idalnych w wodzie. Jako skuteczne czynniki rozgaleziajace
stosowano dotychczas zwigzki wielokarboksylowe pocho-
dzenia petrochemicznego. W niniejszej pracy przedstawia-
my wyniki badan nad polimerami rozgatezionymi otrzymy-
wanymi w wyniku kopolikondensacji kwasu mlekowego
z kwasem cytrynowym (CAc) — szeroko rozpowszechnio-
nym w przyrodzie i stanowigcym produkt przejsciowy
w cyklu Krebsa. W jedynej, jak dotad, opublikowanej pracy
na temat kopolikondensacji tych zwiazkéw [12] autorzy do-
szli do wniosku, Ze to bardzo selektywny proces, prowadza-
cy do powstania oligomerdéw o budowie liniowej, w ktérych
mery kwasu mlekowego sa potaczone tylko z jedna z trzech
obecnych w czasteczce kwasu cytrynowego grup karboksy-
lowych. Uzyskane przez nas wyniki wskazuja, Ze dobierajac
odpowiednio warunki prowadzenia procesu mozna otrzy-
mac produkty o bardzo zréznicowanej budowie, w tym tak-
ze polimery o strukturze rozgalezionej.

CZESC DOSWIADCZALNA
Materialy

Do syntezy wyjsciowych oligomeréw stosowano 85 %
wodny roztwér kwasu L-mlekowego (Sigma Aldrich) lub
80 % roztwor kwasu D-mlekowego (Avison) oraz kwas cytry-
nowy w postaci statej (ACS reagent, >99 %, Sigma Aldrich). W
reakcjach sprzegania uzyto eter monometylowy poli(glikolu
oksyetylenowego) o M, =2 kg/mol (Sigma Aldrich), N,N"-di-
cykloheksylokarbodiimid (DCC, 299 %, Sigma Aldrich) oraz
4-dimetyloaminopirydyne (DMAP, > 99 %, Sigma Aldrich).
Rozpuszczalniki stosowane w tej reakcji: tetrahydrofuran
(THE, cz.d.a, POCh) oraz chlorek metylenu (cz.d.a, Chem-
pur) oczyszczano metoda wygrzewania w atmosferze azotu
w obecnosci, odpowiednio, mieszaniny metalicznego pota-
su z benzofenonem lub wodorku wapnia. Pozostate rozpusz-
czalniki i odczynniki uzyto bez oczyszczania.
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Kondensacja w stopie

Reakcje kondensacji w stopie prowadzono w temp.
150 lub 190 °C przez 10-16 h, w atmosferze azotu, ob-
nizajac stopniowo cisnienie od atmosferycznego do
0,02 MPa. W czasie reakcji pobierano probki do anali-
zy sktadu mieszaniny reakcyjnej metoda spektroskopii
magnetycznego rezonansu jadrowego (‘H NMR) oraz do
oznaczenia mas molowych technika chromatografii zelo-
wej (GPC). W wypadku wybranych prébek okreslano tez
liczbe kwasowgq oraz rejestrowano widma masowe meto-
da MALDI ToF. Koncowe produkty kondensacji podda-
wano frakcjonowaniu w wyniku rozpuszczania w ace-
tonie i wytracania przy uzyciu wody lub rozpuszczania
w chlorku metylenu i wytracania przy uzyciu metanolu.

Sprzeganie metoda estryfikacji Steglicha

Reakcje laczenia oligomerow kwasu mlekowego
w wigksze struktury realizowano w temperaturze poko-
jowej w ciggu 24 h. Przed synteza reagenty suszono w su-
szarce prozniowej, nastepnie rozpuszczano je w chlorku
metylenu badz tetrahydrofuranie i postepowano wedtug
procedur opisanych przez Neisesa i Steglicha [13]. W re-
akcji grup hydroksylowych i karboksylowych wykorzy-
stano N,N’-dicykloheksylokarbodiimid oraz 4-dimetylo-
aminopirydyne w stosunku molowym do PLA réwnym
1:4,5:0,45. Ilos¢ eteru monometylowego poli(glikolu oksy-
etylenowego) podlegata zmianom. Produkty poddano
analizie 'H NMR oraz GPC, a wybrane probki dodatkowo
zbadano metodami spektrometrii MALDI ToF i dynamicz-
nego rozproszenia $wiatta (DLS).

Metody badan
GPC - chromatografie zelowa z detekcja wspdtczynni-

ka zalamania $wiatla wykorzystano do oznaczania mas
wzglednych w stosunku do standardéw polistyrenowych.

Pomiary prowadzono za pomoca chromatografu Viscotek
TDA 305 Triple detector array GPCmax, wyposazonego
w dwie kolumny zelowe DVB Jordi o charakterystyce linio-
wej (100-10 000 000 Da), pompe izokratyczng (1 cm?*/min),
detektor refraktometryczny SFD RI 2000F oraz degazer De-
gasys DG-2410. Temperatura pomiaru wynosita 30 °C, ajako
eluent wykorzystano chlorek metylenu.

'H NMR - widma magnetycznego rezonansu jadrowe-
go zsyntetyzowanych kopolimerdéw rejestrowano za po-
moca spektrometru Varian Merkury (‘H NMR - 500 MHz).
Probki analizowano w temperaturze pokojowej po roz-
puszczeniu ich w rozpuszczalniku deuterowanym.

MALDI ToF — widma masowe, metoda spektrometrii
mas z analizatorem czasu przelotu, rejestrowano za pomo-
cg spektrometru masowego UltrafleXtreme firmy Bruker
Daltonics. Do pomiaréw stosowano matryce HABA 6-15.

DLS — metoda dynamicznego rozpraszania $wiatta
przy uzyciu analizatora Malvern Zetasizer Nano ZS ana-
lizowano wielko$¢ czastek otrzymanych produktow.

LK - liczbe kwasowa okreslano wedtug PN-EN ISO
2114:2005.

DSC - roznicowq kalorymetrie skaningowa wykona-
no za pomoca réoznicowego kalorymetru skaningowego
DSC Q200 V24.2 Build 107, z szybkoscig grzania 10 °C/min
i 20 °C/min oraz szybkoscia chtodzenia 20 °C/min.

WYNIKI BADAN I ICH OMOWIENIE

Pierwsze proby kopolikondensacji przeprowadzono
w temp. 150 °C i przy stosunku molowym CAc/LAc row-
nym 4/1. Postep reakcji oceniano na podstawie analizy
widm 'H NMR mieszaniny reakcyjnej. Rysunek 1 przed-
stawia przyktadowe widmo z obserwowanymi sygnata-
mi przypisanymi do struktur reagentéw i produktow.
Sygnaty te mozna podzieli¢ na trzy podstawowe grupy:
dublety pochodzace od grup metylowych w kwasie mle-
kowym i merach tego kwasu (w zakresie 0 =1,1-1,5 ppm),
kwartety pochodzace od protondw grupy metinowej
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Rys. 1. Przykladowe widmo 'H NMR zywicy o duzej zawartosci meréw kwasu cytrynowego

Fig. 1. Example of "H NMR spectra of polyester resin with high content of citric acid units
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w tych strukturach (w zakresie d = 4,8-5,4 ppm) oraz
multiplety charakterystyczne dla grup metylenowych
w kwasie cytrynowym i jego merach (w zakresie 0 =2,6—
-2,9 ppm).

Wiele z tych sygnatéw naktada si¢ na siebie, jednak
czes$¢ znich jest wystarczajaco dobrze rozdzielona i moze
by¢ wykorzystana do analizy ilosciowej. Ilos¢ wolnych
kwasoéw oszacowano na podstawie wzglednej intensyw-
nosci sygnatéw A i B, a stosunek konicowych grup kar-
boksylowych i hydroksylowych w produktach na podsta-
wie wzglednej intensywnosci sygnatéw Ci E.

Po uptywie pierwszych 2 godzin reakcji konwersja
CAc i LAc wynosita, odpowiednio, ok. 80 % i 60 %, a po
zakonczeniu syntezy osiagneta wartosci rzedu 95-97 %
(rys. 2).

Zgodnie z oczekiwaniem w powstajacych produktach
wiekszosc segmentow kwasu mlekowego byta zakoriczo-
na grupami karboksylowymi. Stosunek molowy konco-
wych grup karboksylowych do hydroksylowych w ciagu
pierwszych osmiu godzin reakcji wynosit 2,1-2,6 i wy-
raznie si¢ zwiekszat na koricowych etapach reakgji (por.
rys. 2). Przyjmujac bardzo prawdopodobne zatoZenie, ze
grupa hydroksylowa zlokalizowana przy czwartorze-
dowym atomie wegla w czasteczce kwasu cytrynowe-
go wykazuje niewielkg aktywnos$¢ w procesie polikon-
densacji, mozna przypuszczac, ze hydroksylowe grupy
koncowe wystepuja gtéwnie w oligomerach kwasu mle-
kowego, natomiast segmenty zakonczone grupami kar-
boksylowymi — zaréwno w homopolimerach, jak i w ko-
polimerach. Na tej podstawie mozna oszacowac, ze na
poczatkowych etapach reakcji w kopolimerach wystepu-
je 50-60 % mol meréw kwasu mlekowego, a na korico-
wym etapie — ponad 90 % mol, gdyz liniowe oligomery
sa sukcesywnie dobudowywane do czasteczek kopoli-
meru. Na podstawie stosunku intensywnosci sygnatow
charakterystycznych dla meréw zakonczonych grupami
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Rys. 2. Zaleznos$¢ konwersji kwasu cytrynowego i kwasu mleko-
wego oraz stosunku koncowych grup karboksylowych do kon-
cowych grup hydroksylowych od czasu prowadzenia syntezy
(warunki reakcji: stosunek molowy LAc/CAc=4/1, temp. 150 °C)
Fig. 2. Time dependance of citric acid conversion, lactic acid con-
version and the ratio of carboxyl to hydroxyl end groups (reac-
tion conditions: mole ratio LAc/CAc =4/1, temp. 150 °C)

karboksylowymi do intensywnosci sygnatow wszystkich
merow kwasu mlekowego mozna tez orientacyjnie osza-
cowac sredni stopien polikondensacji kwasu mlekowe-
go. Wartosc ta nie zmieniata sie istotnie w czasie procesu
i miescita si¢ w granicach 2,0-2,5. Oznacza to, ze w otrzy-
manych kopolimerach czes¢ grup karboksylowych
w merach kwasu cytrynowego nie brata udziatu w ko-
polikondensacji z kwasem mlekowym (w warunkach
czterokrotnego nadmiaru kwasu mlekowego i pelnego
przereagowania trzech grup karboksylowych kwasu cy-
trynowego $rednia dtugos¢ segmentu kwasu mlekowego
powinna wynosi¢ 4/3). Mozna wiec przyjaé, ze w takich

Tabela 1. Charakterystyka produktow polikondensacji kwasu mlekowego w obecnosci kwasu cytrynowego (w stosunku

LAc/CAc réwnym 20/1 i temp. 190 °C)

Table 1. Characteristics of the products of lactic acid and citric acid (in a molar ratio 20/1) polycondensation at 190 °C

'"H NMR GPC» LK
Czas LK (OLA
. " _ _ _ _ - b)
polikondensacji | [COOH]/[OH] | DP M, kg/mol | M., kg/mol MM, o Iilé) " Lﬁ (HK(C))If{A/) rozg.)?
& 8 8 & mg KOH/g
po4h 11 2,5 12 17 14 157 45 136
po8h 2,6 43 1,3 19 15 137 44 135
po10h 3,5 4,8 18 2,9 1,6 107 30 93
po wytraceniu
przy uzyciu 3,6 8,6 2,0 3,1 1,5 49 28 82
wody

4 Wyznaczane wzgledem standardéw polistyrenowych.

b Teoretyczne wartosci liczby kwasowej obliczano na podstawie liczbowo $redniej masy molowej wyznaczonej metoda zelowej chroma-

tografii wykluczeniowej, LK (1-OLA) dla polimeru liniowego, LK (OLA rozg.) dla gwiazdy tréjramienne;.

¥ Determined relative to polystyrene standards.

P Theoretical acid number values were calculated on the basis of number-average molar mass using GPC, LK (n-OLA) for linear poly-

mer, LK (OLA rozg.) for three-arm star.
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warunkach powstajg gtéwnie kopolimery o budowie li-
niowej. Prawdopodobnie powstaja one w wyniku reakcji
grup karboksylowych zlokalizowanych przy terminal-
nych grupach metylenowych w czasteczce kwasu cytry-
nowego, ze wzgledow sterycznych bardziej reaktywnych
niz grupa karboksylowa potaczona z centralnym czwar-
torzedowym atomem wegla. Po rozpuszczeniu produk-
tow w acetonie i wytraceniu ich przy uzyciu wody moz-
na, z niewielka wydajnoscia, otrzymac frakcje, w ktorej
$rednia liczba merow kwasu mlekowego przytaczonych
do jednej grupy karboksylowej wynosi cztery, co odpo-
wiada liczbowo $redniej masie molowej (M, ) réwnej ok.
1 kg/mol, podczas gdy warto$¢ M, surowego produktu
wynosi ok. 0,6 kg/mol. Wagowo srednie masy molowe
(M) produktéw kopolikondensacji, wyznaczone metoda
GPC, mieszcza si¢ w granicach 1,0-1,4 (dla frakcji wytra-
conej 2,0 kg/mol), a wartosci M /M, nie przekraczaja 1,2.

W celu zwigkszenia stopnia polikondensacji kwasu
mlekowego kolejne reakcje prowadzono w temp. 190 °C
w warunkach dwudziestokrotnego nadmiaru tego mo-
nomeru. Juz po osmiu godzinach kwas cytrynowy ule-
gat praktycznie catkowitej konwersji, a konwersja kwasu
mlekowego wynosita ok. 99 % (tabela 1).

Z uptywem czasu zwigksza si¢ nadmiar koncowych
grup karboksylowych w powstajacych produktach. Po-
czatkowo stosunek molowy koncowych grup karboksy-
lowych do hydroksylowych wynosit ok. 1,1, a po 10 go-
dzinach zwiekszyl si¢ do wartosci 3,5. Mozna wiec sadzic,
ze w poczatkowym okresie w uktadzie wystepuja gtow-
nie homopolimery kwasu mlekowego i dopiero z upty-
wem czasu sg one dobudowywane do meréw kwasu cy-
trynowego. Po 10 godzinach co najmniej 70 % obecnych
w ukladzie meréw kwasu mlekowego wystepuje w ko-
polimerach.

Na taki przebieg reakcji wskazuja tez krzywe GPC
(rys. 3) probek produktow pobieranych w trakcie reakcji.

Po czterech godzinach krzywa ta ma charakter zblizo-
ny do monomodalnego, po osmiu wida¢ wyraznie obec-
nos$¢ dwoch frakeji, a po dziesieciu w uktadzie dominu-

04h
p\

po8h

Masa molowa, kg/mol
Rys. 3. Krzywe rozkladu mas molowych produktéw kondensacji
LAc z CAc (warunki reakcji: stosunek molowy LAc/CAc = 20/1,
temp. 190 °C)
Fig. 3. GPC molar mass distribution profiles of the products of
condensation reaction between LAc and CAc (reaction condi-
tions: LAc/CAc molar ratio = 20/1, temp. 190 °C)

ja makroczasteczki o wigkszych masach molowych, lecz
obecne jest tez charakterystyczne przegiecie swiadczace
0 obecnosci populacji 0 wyraznie mniejszej masie molo-
wej. Wyznaczona wartos¢ M| finalnego produktu wyno-
sifa ok. 2,9 kg/mol, a wspotczynnik dyspersji 1,6. W tym
wypadku oczyszczanie produktu metoda rozpuszczania
w acetonie i wytracania przy uzyciu wody powoduje nie-
znaczne zwiekszenie wartosci M | (3,1 kg/mol) i niewiel-
kie zmniejszenie wspodtczynnika dyspersji (1,5). Z analizy
widm 'H NMR wynika, ze wraz z uptywem czasu syste-
matycznie rosnie $rednia dtugos¢ segmentéw kwasu mle-
kowego w kopolimerach i homopolimerach, i po dziesig-
ciu godzinach osiaga wartosc ok. 4,8. Warto$¢ ta sugeruje,
ze w wyniku przebiegajacych reakcji powstaja kopolime-
ry o rozgatezionej budowie. W wypadku potaczenia 70 %
merdéw kwasu mlekowego z merem kwasu cytrynowe-
go i wykorzystania jedynie dwdch grup karboksylowych
w merach CAc érednia dtugos¢ bloku LAc powinna wy-
nosi¢ 7,0, natomiast wykorzystanie trzech grup funkcyj-
nych prowadzi do bloku o dtugosci 4,7 (schemat B).
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Schemat B

Na obecnos¢ struktur rozgatezionych wskazuja row-
niez wartosci liczb kwasowych produktéw, zblizone
do wartosci teoretycznych, obliczonych na podstawie
danych uzyskanych w GPC dla tréjramiennych kopo-
limeréw o liczbowo s$rednich masach molowych 1,2—
-1,8 kg/mol (tabela 1).
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Rys. 4. Fragment widma masowego MALDI ToF produktéw kon-
densacji LAcz CAc (warunki reakcji: stosunek molowy LAc/CAc
=20/1, temp. 190 °C)
Fig. 4. Fragment of the MALDI ToF mass spectrum of the pro-
ducts of condensation reaction between LAc and CAc (reaction
conditions: LAc/CAc molar ratio = 20/1, temp. 190 °C)





