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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania chitozanu z Rodaming B przytaczona za po-
$rednictwem wigzania estrowego.

Sposob wytwarzania chitozanu z Rodaming B przytaczong za posrednictwem wigzania estro-
wego pozwala na otrzymanie cennych polimerowych sktadnikéw budulcowych, o pozadanych cechach
aplikacyjnych dla zastosowah biomedycznych, prosta i selektywna metoda, prowadzaca do otrzymania
zwiazkéw z wysokg wydajnoscia. Zwiazki te, zawierajgce znacznik fluorescencyjny (Rodamine B), po-
taczony z taricuchem polimerowym wigzaniem estrowym, angazujacym jedynie ugrupowania hydroksy-
lowe chitozanu, moga znalez¢ zastosowanie w produktach farmaceutycznych i medycznych, m.in. jako
sktadniki teranostycznych (taczacych funkcje diagnostyczna i terapeutyczna) nosnikéw substancji bio-
logicznie aktywnych. Wazng zaleta produktéw uzyskanych wedtug wynalazku jest pozostawienie w nie-
zmienionej postaci ugrupowan aminowych chitozanu, co jest szczegdlne wazne dla tzw. no$nikéw inte-
ligentnych, wykazujgcych responsywno$¢ wobec czynnikéw zewnetrznych, np. zmian pH.

Z opisu zgtoszenia patentowego nr CN 105817208 znane sa produkty usieciowana chitozanu,
zawierajace przytaczona chemicznie Rodamine B, mogace by¢ zastosowane jako adsorbenty. Proces
przytaczenia Rodaminy B do chitozanu jest dwuetapowy: pierwszy etap polega na otrzymaniu hydra-
zydu Rodaminy B (reakcja z wodzianem hydrazyny), a drugi — na reakcji utworzonego pétproduktu
z chitozanem. Wedtug opisu patentowego materiaty te moga byé zastosowane do adsorpcji i detekc;ji
jonow rteci w wodzie. Wykorzystanie toksycznej hydrazyny wyklucza biomedyczne aplikacje utworzo-
nych produktow.

Z opisu patentowego CN 10449674 znane sa mikrokrystaliczne znaczniki fluorescencyjne na ba-
zie chitozanu z przytaczona fluoresceina, zdolne do chelatowania jonéw metali. Proces przytaczenia
fluoresceiny do chitozanu polega na powierzchniowej modyfikacji mikrokrystalitéw chitozanu izocyjani-
nianem fluoresceiny. Wedtug opisu patentowego materiaty te moga znalez¢ zastosowanie jako znacz-
niki do wykrywania jonéw metali. Struktura otrzymanych znacznikéw (modyfikacja powierzchniowa)
znacznie utrudnia zastosowania biomedyczne, w ktérych konieczne jest przeprowadzenie zmodyfiko-
wanego chitozanu do postaci roztworu.

Znana z publikacji Chemistry Letters, 2000, 29, 596 (H. Sashiwa i inni, ,Dissolution of Chitosan
in Dimethyl Sulfoxide by Salt Formation”) metoda otrzymywania rozpuszczalnej w dimetylosulfotlenku
soli p-toluenosulfonowej chitozanu polega na rozpuszczeniu rownomolowych ilosci kwasu p-toluenosul-
fonowego i chitozanu (w przeliczeniu na ugrupowania aminowe) w wodzie destylowanej i liofilizacji otrzy-
manego roztworu. Otrzymuje sie sél p-toluenosulfonowa chitozanu z wydajnoscia stechiometryczna.
Uzyskany produkt (sdl p-toluenosulfonowa chitozanu) jest catkowicie rozpuszczalny w dimetylosulfo-
tlenku, w przeciwienstwie do czystego chitozanu.

Nie jest znany z literatury przedmiotu: sposob wytwarzania chitozanu z Rodaming B przytaczona
za posrednictwem wigzania estrowego o wzorze ogdélnym 1, bedacy przedmiotem wynalazku.

Istota rozwigzania wedtug wynalazku jest sposdb wytwarzania chitozanu z Rodaming B przyta-
czong za posrednictwem wiazania estrowego o wzorze ogdlnym 1, polegajacy tym, ze proces przyta-
czenia rodaminy B prowadzi sie w trzech etapach, z ktérych pierwszy obejmuje otrzymanie soli p-tolu-
enosulfonowej chitozanu, drugi — przytaczenie Rodaminy B do powstate] soli w warunkach Steglicha
w $rodowisku bezwodnego dimetylosulfotlenku, a trzeci — usuniecie grup p-toluenosulfonowych z pro-
duktu, przy czym trzeci etap prowadzi sie w warunkach dializy wobec 5% wodnego roztworu NaHCOs3,
a otrzymany surowy produkt izoluje sie i oczyszcza sie na drodze dializy wobec wody destylowane]
i liofilizacji.

Korzystnie przytaczenia rodaminy B do soli p-toluenosulfonowej chitozanu prowadzi sie w warun-
kach Steglicha w $rodowisku rozpuszczalnika organicznego, korzystnie bezwodnego dimetylosulfo-
tlenku.

Korzystnie proces przytaczenia rodaminy B do soli p-toluenosulfonowej chitozanu prowadzi sie
przez 24 — 72 h, korzystnie okoto 48 h.

Korzystnie proces przytaczenia rodaminy B do soli p-toluenosulfonowej chitozanu prowadzi sie
w temperaturze pokojowej w obecnosci stechiometrycznych ilosci dicykloheksylokarbodiimidu (DCC)
jako czynnika kondensujacego oraz 4-dimetyloaminopirydyny (DMAP) jako katalizatora (1% mol w prze-
liczeniu na DCC).

Korzystnie proces zobojetnienie soli chitozanu z przytaczona Rodaming B prowadzi sie w warun-
kach dializy wobec 5% wodnego roztworu NaHCO:s.
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Korzystnie proces zobojetnienie soli chitozanu z przytaczong Rodaming B prowadzi sie przez
okoto 12 — 36 h, korzystnie okoto 24 h.

Korzystnie oczyszczanie produktu prowadzi sie na drodze dializy wobec wody destylowanej,
zmieniajgce kilkukrotnie medium dializacyjne, a nastepnie izoluje sie produkt poprzez liofilizacje.

Zasadnicza zaleta sposobu wedtug wynalazku jest wytwarzanie prosta metoda, z uzyciem po-
wszechnie dostepnych surowcéw, cennej pochodnej chitozanu, zawierajacej znacznik fluorescencyjny
— Rodamine B — przytgczona do grup hydroksylowych polimeru za pomoca wigzan estrowych. Otrzy-
many biokompatybilny i biodegradowalny sktadnik budulcowy moze by¢ wykorzystywany do otrzymy-
wania nos$nikéw substancji biologicznie aktywnych, w tym przeznaczonych do jednoczesnej terapii
i diagnostyki (tzw. teranostyki) oraz wykazujacych responsywno$é wobec czynnikdw zewnetrznych
(zmiany pH).

Chitozan z Rodaming B przylaczong za posrednictwem wigzania estrowego wedtug wynalazku
potencjalnie wykazuja szereg interesujacych wiasnosci uzytkowych, z ktérych najistotniejsza jest za-
warto$¢ zwigzanego z ugrupowaniami hydroksylowymi makroczasteczki znacznika fluorescencyjnego,
biokompatybilnos¢ i biodegradowalnos¢, amfifilowa struktura, a takze mozliwos¢ dalszej chemicznej /
fizycznej modyfikacji, w tym ukierunkowanej na wybrane ugrupowania chemiczne (np.: aminowe). Moze
by¢ wykorzystany jako sktadnik budulcowy nano- i mikrostruktur, m.in. nosnikéw o znaczeniu farmaceu-
tycznym lub nutraceutycznym, a takze innych formulacji, w tym przeznaczonych do jednoczesnej terapii
i diagnostyki (tzw. teranostyki). Sposéb wytwarzania chitozanu z Rodaming B przytaczong za posred-
nictwem wigzania estrowego charakteryzuje sie prostota, tagodnymi warunkami syntezy (temperatura
pokojowa, ci$nienie atmosferyczne) oraz mozliwoscig otrzymywania produktow o réznym stopniu pod-
stawienia Rodaminy B z duzymi wydajnosciami. Z uwagi na pH-respnonsywnos¢ (mozliwo$¢ przyjecia
/ oddysocjowania protonu przy okreslonych wartosciach pH) moze stanowi¢ sktadniki tzw. inteligentnych
nosnikéw substancji biologicznie aktywnych. Wazna cecha wynalazku jest pozostawienie w niezmienio-
nej postaci ugrupowan aminowych chitozanu, przy jednoczesnej obecnosci Rodaminy B przytaczonej
za pomocg wigzania estrowego do ugrupowan hydroksylowych. Cechy te umozliwiajg wykorzystanie
tych produktéw do otrzymywania wysokospecijalistycznych, selektywnych nosnikéw, wykorzystujacych
zjawiska responsywnosci wobec zmian srodowiska.

Przedmiot wynalazku objasniony jest na przyktadzie otrzymywania chitozanu z Rodamina B przy-
taczong za posrednictwem wigzania estrowego o réznym stopniu podstawienia znacznikiem fluorescen-
cyjnym (20, 5 i 1 meréw chitozanu przypadajacy na czasteczke rodaminy B).

Przyktad |

W pierwszym etapie w celu otrzymania otrzymanie soli p-toluenosulfonowej chitozanu, przezna-
czonego do reakcji syntezy chitozanu z Rodamina B przytaczong za posrednictwem wigzania estrowego
(1 mer chitozanu przypadajacy na czasteczke Rodaminy B), do zlewki wprowadza sie 0,50 g chitozanu
(Sredni stopien deacetylacji — 80%) i 0,50 g (0,0026 mola) kwasu p-toluenosulfonowego w postaci mo-
nohydratu, a nastepnie dodaje 100 cm® wody destylowanej i miesza az do uzyskania jednorodnej, lep-
kiej cieczy. Otrzymany roztwor poddaje sie liofilizacji, uzyskujac 1,00 g soli p-toluenosulfonowej chito-
zanu. W nastepnym etapie procesu uzyskana sdl p-toluenosulfonowg chitozanu (1,00 g), 0,61 g (0,0029
mola) dicykloheksylokarbodiimidu (DCC), 1,39 g (0,0029 mola) Rodaminy B i 0,01 g 4-dimetyloamino-
pirydyny (DMAP) rozpuszcza sie w 90 cm?® bezwodnego dimetylosulfotienku. Nastepnie prowadzi sie
reakcje w zamknietej, chronionej przed dostepem $Swiatta i wilgoci kolbie przez 72 h przy intensywnym
mieszaniu. Kolejno mieszanine reakcyjna filtruje sie, rozciencza 90 cm?® wody destylowanej, umieszcza
w worku dializacyjnym (MWCO 3500 Da) i dializuje przez 24 h wobec 5 dm® 5% roztworu NaHCO:s.
Nastepnie wymienia sie medium dializacyjne na wode destylowang kontynuuje proces przez 120 h,
zmieniajac co 24 h medium dializacyjne. Nastepnie produkt izoluje sie poprzez usuniecie wody na dro-
dze liofilizacji, uzyskujac 1,43 g produktu (okoto 66% wyd. teoretycznej).

Przyktad Il

W pierwszym etapie w celu otrzymania otrzymanie soli p-toluenosulfonowej chitozanu, przezna-
czonego do reakcji syntezy chitozanu z Rodamina B przytaczong za posrednictwem wigazania estrowego
(5 meréw chitozanu przypadajacy na czasteczke Rodaminy B), do zlewki wprowadza sie 0,50 g chito-
zanu ($redni stopien deacetylacji — 80%) i 0,50 g (0,0026 mola) kwasu p-toluenosulfonowego w postaci
monohydratu, a nastepnie dodaje 100 cm® wody destylowanej i miesza az do uzyskania jednorodnej,
lepkiej cieczy. Otrzymany roztwor poddaje sie liofilizacji, uzyskujac 1,00 g soli p-toluenosulfonowej chi-
tozanu. W nastepnym etapie procesu uzyskang sol p-toluenosulfonowg chitozanu (1,00 g), 0,12 g
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(0,0006 mola) dicykloheksylokarbodiimidu (DCC), 0,28 g (0,0006 mola) Rodaminy B i 0,002 g 4-dime-
tyloaminopirydyny (DMAP) rozpuszcza sie w 90 cm?® bezwodnego dimetylosulfotienku. Nastepnie pro-
wadzi sie reakcje w zamknietej, chronionej przed dostepem $wiatta i wilgoci kolbie przez 48 h przy
intensywnym mieszaniu. Kolejno mieszanine reakcyjna filtruje sie, rozciencza 90 cm® wody destylowa-
nej, umieszcza w worku dializacyjnym (MWCO 3500 Da) i dializuje przez 36 h wobec 5 dm?® 5% roztworu
NaHCOs. Nastepnie wymienia sie medium dializacyjne na wode destylowana kontynuuje proces przez
120 h, zmieniajac co 24 h medium dializacyjne. Nastepnie produkt izoluje sie poprzez usuniecie wody
na drodze liofilizacji, uzyskujac 0,63 g produktu (okoto 81% wyd. teoretycznej).
Przyktad Il

W pierwszym etapie w celu otrzymania otrzymanie soli p-toluenosulfonowej chitozanu, przezna-
czonego do reakcji syntezy chitozanu z Rodamina B przytaczong za posrednictwem wigzania estrowego
(5 meréw chitozanu przypadajacy na czasteczke Rodaminy B), do zlewki wprowadza sie 0,50 g chito-
zanu ($redni stopien deacetylacji — 80%) i 0,50 g (0,0026 mola) kwasu p-toluenosulfonowego w postaci
monohydratu, a nastepnie dodaje 100 cm?® wody destylowanej i miesza az do uzyskania jednorodne;j,
lepkiej cieczy. Otrzymany roztwor poddaje sie liofilizacji, uzyskujac 1,00 g soli p-toluenosulfonowej chi-
tozanu. W nastepnym etapie procesu uzyskang sol p-toluenosulfonowg chitozanu (1,00 g), 0,03 g
(0,00015 mola) dicykloheksylokarbodiimidu (DCC), 0,07 g (0,00015 mola) Rodaminy R i 0,0005 g
4-dimetyloaminopirydyny (DMAP) rozpuszcza sie w 90 cm?® bezwodnego dimetylosulfotlenku. Nastepnie
prowadzi sie reakcje w zamknietej, chronionej przed dostepem swiatta i wilgoci kolbie przez 24 h przy
intensywnym mieszaniu. Kolejno mieszanine reakcyjna filtruje sie, rozciencza 90 cm® wody destylowa-
nej, umieszcza w worku dializacyjnym (MWCO 3500 Da) i dializuje przez 12 h wobec 5 dm?® 5% roztworu
NaHCOs. Nastepnie wymienia sie medium dializacyjne na wode destylowana kontynuuje proces przez
120 h, zmieniajac co 24 h medium dializacyjne. Nastepnie produkt izoluje sie poprzez usuniecie wody
na drodze liofilizacji, uzyskujac 0,45 g produktu (okoto 82% wyd. teoretycznej).

Widmo FT-IR chitozanu z Rodaming B przytaczona kowalencyjnie (cm™):

603, 637, 644, 667, 694, 894, 1044, 1188, 1155, 1244, 1311, 1450, 1539, 1572, 1623, 1735
(karbonyl wigzania estrowego pomiedzy chitozanem a Rodaming B), 2851, 2926, 3326.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposoéb wytwarzania chitozanu z Rodaming B przytaczong za posrednictwem wigzania estro-
wego o wzorze ogolnym 1, znamienny tym, ze proces przytaczenia rodaminy B prowadzi sie
w trzech etapach, z ktorych pierwszy obejmuje otrzymanie soli p-toluenosulfonowej chitozanu,
drugi — przytaczenie Rodaminy B do powstatej soli w warunkach Steglicha w $rodowisku bez-
wodnego dimetylosulfotlenku, a trzeci — usuniecie grup p-toluenosulfonych z produktu. Trzeci
etap prowadzi sie w warunkach dializy wobec 5% wodnego roztworu NaHCOs3, a otrzymany
surowy produkt izoluje sie i oczyszcza sie na drodze dializy wobec wody destylowanej i liofili-
zacji.

2. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze przytaczenia rodaminy B do soli p-toluenosul-
fonowej chitozanu prowadzi sie w warunkach Steglicha w $rodowisku rozpuszczalnika orga-
nicznego, korzystnie bezwodnego dimetylosulfotienku.

3. Sposob wediug zastrz. 1, znamienny tym, Zze proces przytaczenia rodaminy B do soli p-tolu-
enosulfonowej chitozanu prowadzi sie przez 24 — 72 h, korzystnie okoto 48 H.

4. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze proces przytaczenia rodaminy B do soli p-tolu-
enosulfonowej chitozanu prowadzi sie w temperaturze pokojowej w obecnosci stechiome-
trycznych ilosci dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) jako czynnika kondensujacego oraz 4-di-
metyloaminopirydyny (DMAP) jako katalizatora (1% mol w przeliczeniu na DCC).

5. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze proces zobojetnienie soli chitozanu z przyta-
czona Rodaming B prowadzi sie w warunkach dializy wobec 5% wodnego roztworu NaHCOs.

6. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze proces zobojetnienie soli chitozanu z przyta-
czong Rodaming B prowadzi sie przez okoto 12 — 36 h, korzystnie okoto 24 h.

7. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze oczyszczanie produktu prowadzi sie na drodze
dializy wobec wody destylowanej, zmieniajace kilkukrotnie medium dializacyjne, a nastepnie
izoluje sie produkt poprzez liofilizacje.
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Rysunek




