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Streszczenie

Materiaty polimerowe, w szczegdlnosci takie, ktére reaguja na zmiane czynnikdéw
Srodowiska zewnetrznego, znajdujg coraz wieksze zastosowanie w biomedycynie. Réznica we
wiasciwosciach fizykochemicznych tego typu uktadow polimerowych, zwanych réwniez
yinteligentnymi polimerami”, jest odpowiedzig na zmiane temperatury, pH, czy stezenia
konkretnego zwigzku chemicznego.

Przemiana w polimerach o wtasciwosciach responsywnych wywotana dziataniem czynnika
zewnetrznego, zazwyczaj jest procesem odwracalnym, a uktad wraca do stanu poczatkowego,
kiedy bodziec zostanie usuniety. Niniejsza dysertacja dotyczy syntezy oraz badania wtasciwosci
nowych materiatéw polimerowych charakteryzujgcych sie funkcjg termo-uwalniania, czyli
wrazliwoscia na temperature. Opracowane w pracy homopolimery ikopolimery ulegajg
nieodwracalnym przemianom, w wyniku ktérych nastepuje uwolnienie bicyklicznego zwigzku
modolewego. Synteza tych materiatéw bazuje na nowo zaprojektowanych monomerach
z termowrazliwym ugrupowaniem 2-pirydynylowym. Pochodne tego typu ulegajg procesowi
wewnatrzczgsteczkowej  cyklizacji  inicjowanej  temperaturg, ktéry dla  uktadéw
makromolekularnych zostat wykorzystany jako mechanizm uwalniania modelowych zwigzkéw
bicyklicznych. Opracowanie nowych materiatéw termoresponsywnych jest waznym problemem
badawczym, gdyz polimery termo- i pH-responsywne czesto znajdujg zastosowanie w systemach
dostarczania lekow lub jako nosniki substancji aktywnych biologicznie.

W toku prac badawczych otrzymano responsywne homopolimery PMPyAEA, PBPYAEA,
PMPyAPA oraz serie kopolimeréw statystycznych PNIPAM-co-PMPyAEA, charakteryzujgcych sie
zarébwno odwracalng, jak i nieodwracalng czutoscia na zmiany temperatury. W tym celu
zoptymalizowano metode kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej z  addycyjno-
fragmentacyjnym przeniesieniem taricucha (RAFT) oraz uniwersalnym reagentem RAFT, jako
czynnikiem wzrostu fancucha. Prezentowane polimery otrzymano z zaprojektowanych
monomerdw z ugrupowaniem 2-pirydynylowym, pozwalajagcych na prowadzenie termicznie
kontrolowanego uwalniania zwigzku bicyklicznego z uktadu makromolekularnego. W wyniku tego
procesu modelowy termo/pH-responsywny polimer jest przeksztatcany w uktad jonowy,
w ktérym tanicuch pH-responsywnego poli(kwasu akrylowego) jest natadowany ujemnie,

a uwalniany zwigzek bicykliczny - dodatnio. Struktura chemiczna otrzymanych homo-



i kopolimeréw zostata potwierdzona przy uzyciu metod spektroskopowych (NMR, FT-IR).
Ponadto, przy uzyciu chromatografii wykluczenia (GPC/SEC) oraz spektroskopii NMR, dla kazdego
z otrzymanych produktow zostata okreslony masa molowa i polidyspersyjnosc.

Wyniki badan pokazaty, ze proces wewnatrzczasteczkowej cyklizacji, a tym samym
szybkos$é uwalniania zwigzku bicyklicznego, moze by¢ kontrolowana poprzez modyfikacje
struktury monomeru oraz protonacje endogennego azotu w ugrupowaniu 2-pirydynylowym.
Dzieki zmianie profilu absorpcyjnego uktadu, proces termocyklizacji moze by¢ monitorowany przy
uzyciu spektroskopii UV-Vis. Dodatkowo znaczgce zmiany struktury chemicznej przy przejsciu
formy liniowej tancucha bocznego do jonowego uktadu cyklicznego, mogg byé monitorowanie za
pomoca 'H NMR.

Otrzymane wyniki badan sg doskonatym punktem wyjscia, do projektowania
polimerowych systeméw dostarczania substancji aktywnych biologicznie oraz ich

kontrolowanego termo-uwalnianiu poprzez proces wewnatrzczasteczkowej cyklizacji.



Abstract

Polymer materials in particular those being able to adapt to changes in environmental
conditions are of increasing interest and application in biomedicine. The alteration in physical and
chemical properties such polymeric systems, also known as “smart polymers”, is a response to
the change in environmental parameters, like temperature, pH, or concentrations of certain
chemical compounds.

The transformation in responsive polymers caused by an external trigger is usually
a reversible process, and the system returns to its initial state when the stimulus has been
removed. This dissertation is devoted to the synthesis and studies of properties of new polymeric
materials with characteristic of the thermo-release feature, which is an irreversible thermo-
sensitivity. The homopolymers and copolymers developed in the presented work undergo
irreversible transformations, resulting in the release of a bicyclic model compound. The synthesis
of these materials is based on newly designed monomers with a thermosensitive
2-pyridinyl function. Derivatives of this kind undergo temperature initiated intramolecular
cyclization, which has been accepted as a mechanism of release of model bicyclic compounds for
macromolecular systems. Development of new thermo-responsive materials is an important
scientific task, as thermo- and pH-responsive polymers are often used in drug delivery systems or
as carriers of biologically active substances.

In presented research, responsive homopolymers PMPyAEA, PBPyAEA, PMPyAPA, and
a series of statistical copolymers PNIPAM-co-PMPYAEA, both reversible and irreversible thermo-
sensitive, were obtained. For this purpose, the controlled radical polymerization with addition-
fragmentation chain transfer (RAFT) together with universal RAFT reagent as a chain transfer
agent, were optimized. Polymers of interest were obtained from designed monomers containing
2-pyridinyl group, allowing thermally controlled release of the bicyclic compound from the
macromolecular system. As a result of this process, the model thermo/pH-responsive polymer is
transformed into an ionic system in which the pH-responsive poly(acrylic acid) chain is negatively
charged, and the released bicyclic compound is bearing a positive charge. The chemical structure
of homo- and copolymers was confirmed by spectroscopic methods (NMR, FT-IR). Additionally,
molar mass and polydispersity were determined for each of the obtained products using size

exclusion chromatography (GPC/SEC) and NMR spectroscopy.



The results of presented study indicate that the process of intramolecular cyclization, and
thus the rate of release of the bicyclic compound, can be controlled by modifications in chemical
structure of the monomer and the protonation of endogenous nitrogen in 2-pyridinyl moiety. The
thermocyclization process can be monitored using UV-Vis spectroscopy, due to the absorption
profile change. In addition, significant chemical structure transformations, i.e., the transition of
the linear form of the side chain to the ionic form can be successfully monitored by *H NMR.

Results obtained in presented investigations are an excellent starting point for the design
of polymer systems useful in delivery of biologically active substances and their controlled

thermo-release through the process of intramolecular cyclization.
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Objasnienie skrotow

2PyTGO — 2-pirydynylowe termolabilne grupy
ochronne

4VP - 4-winylopirydyna

AA — kwas akrylowy

ACHN - 1,1’-azobis-(cykloheksankarbonitryl)
AM - akrylamid

AMRP — polimeryzacje z udziatem rodnikéw
aminoksylowych (ang. aminoxyl-mediated
radical polymerization)

AN - akrylonitryl

API - substancja aktywna farmaceutycznie
(ang. active pharmaceutical ingredient)

ATR - wewnetrznego odbicia promieniowania
w podczerwieni (ang. attenuated total
reflectance)

ATRP - polimeryzacja rodnikowa

z przeniesieniem atomu (ang. atom transfer
radical polymerization)

Bd - butadien

BPVS - siarczek 4-bromofenylo winylu

Cp — chloropren

Cys — cysteina

COSY —ang. correlated spectroscopy

CTA — czynnik przeniesienia tancucha (ang.
chain transfer agent)

DCA - kwas dichlorooctowy

DCM - dichlorometan

DDS - systemy dostarczania lekéw (ang. drug

delivery systems)
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DDMAT — kwas 2-
(dodecylotiokarbonotioyltio)-2-
metylopropianowy

DMAEMA — metkrylan N, N- dimetylo-
aminoetylu

DMAPMA - metakrylan N-3-
(dimetylamino)propylu

DMF — N,N-dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek

DNA - kwas dezoksyrybonukleinowy
(ang. deoxyribonucleic acid)

DOX — doksorubicyna

DSC — skaningowa kalorymetria réznicowa
(ang. differential scanning calorymetry )
DTRP - polimeryzacji rodnikowej

z degeneratywnym przeniesieniem taricucha
(ang. degenerative chain transfer
polymerization)

EDG — ang. electron donating group
EWG - ang. electron withdrawing group
FT-IR - spektroskopii w podczerwieni

z transformacjg Fouriera ( ang. Fourier
transformation infrared spectroscopy).
GA — octan glatirameru

GPC - chromatografia zelowa

(ang. gel permeation chromatography).
GT - terapia genowa (ang. gene therapy)

HEA - akrylan 2-hydroksyetylu



HPLC - wysokosprawna chromatografia
cieczowa (ang. high performance liquid
chromatography)

HPMA — N—(2-hydroksypropylo)meta-kryloamid
HR-MS — spektrometria mas wysokiej
rozdzielczosci (ang. high-resolution mass
spectrometry)

HSQC - ang. heteronuclear single quantum
correlation

HMBC — ang. heteronuclear multiple bond
correlation)

Hz — herz

Ip - izopren

IR — spektroskopia w podczerwieni (ang.
infrared spectroscopy)

IUPAC - Miedzynarodowa Unia Chemii Czystej
i Stosowanej (ang. International Union of Pure
and Applied Chemistry)

LAM — “stabiej aktywowane” monomery

(ang. “less activated” monomers)

LCST - dolna krytyczna temperatura
rozpuszczalnosci (ang. lower critical solution
temperature)

MAA — kwas metakrylowy

MALDI — metoda jonizacji probki

w spektrometrii mas (ang. matrix assisted laser
desorption and ionization)

MAM - ,bardziej aktywowane” monomery
(ang. ,more activated” monomers)

MW — mikrofale

NAM - N-akrylylmorfolina

NHS — N-hydroksysukcynoimid

NIPAM — N-izopropylakrylamid

NMP - polimeryzacje rodnikowg modyfikowang
trwatymi rodnikami nitroksylowymi

(ang. nitroxide-mediated polymerization)
NMR — spektroskopia magnetycznego
rezonansu jagdrowego (ang. nuclear magnetic
resonance)

NVP - N-winyl-2-pirolidon

PAA — poli(kwas akrylowy)

PBS - buforowana fosforanem sél fizjologiczna
(ang. phosphate buffered saline)

PBPyAEA — poli(akrylan 2-(benzylo(pirydyn-2-
yl)amino)etylu)

PDMAEMA - poli(metakrylan
2-dimetyloaminoetylu)

pDNA — plazmid DNA

PEG - glikol polietylenowy

PEl — polietylenoimina

PGA - polimer kwasu glutaminowego

pH - -log[H+]

PHEMA — poli(metakrylan hydroksyetylu)

PLA - polimer kwasu mlekowego

PLC - preparatywna chromatografia
cienkowarstwowa

PMPyAEA — poli(akrylan 2-(metylo(pirydyn-2-
yl)amino)etylu)

PMPyAPA - poli(akrylan 2-(metylo(pirydyn-2-
yl)amino)propylu)

PNIPAM — poli(N-izopropylakrylamid)

ppm - parts per million

pTsOH — kwas p-toluenosulfonowy

PVA — poli(alkohol winylowy)
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PVME — poli(eter winylometylowy)

RAFT - polimeryzacje z odwracalnym addycyjno-

fragmentacyjnym przeniesieniem taricucha
(ang. reversible addition-fragmentation chain

transfer polymerization)

RDRP — polimeryzacja rodnikowa z odwracalng

dezaktywacjq (ang. reversible — deactivation
radical polymerization)

RID - refraktometr réznicowy (ang. refractive
index detector).

RNA -kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic
acid)

RP — polimeryzacja rodnikowa (ang. radical
polymerization)

RRMS — nawracajace stwardnienie rozsiane
(ang. relapsing-remitting multiple sclerosis)
RT - temperatura pokojowa

SAXS - ang. small angle X-ray scattering
SEC - chromatografia wykluczenia

(ang. size exclusion chromatography),

Komentarz autorki pracy.

SiRNA - krétkie interferujgce kwasy
rybonukleinowe (ang. small interfering RNA)
SRAFT - uniwersalny reagent RAFT

(ang. ,switchable RAFT agent”)

ST - styren

TBAB - bromek tetrabutyloamoniowy

TEA — trietyloamina

TGA — analiza termograwimetryczna

(ang. thermogravimetry)

TGO - termolabilne grupy ochronne

THF — tetrahydrofuran

TLC - chromatografia cienkowarstwowa

TT - terapia celowana (ang. terget therapy)
UCST - gdrna krytyczna temperatura
rozpuszczalnosci (ang. upper critical solution
temperature)

UV-Vis - ultrafiolet-swiatto widzialne

VAC - octan winylu

W dysertacji zastosowano anglosaski separator dziesietny kropke (.) w miejsce stosowanego
w literaturze polskojezycznej przecinka (,) celem zwiekszenia przejrzystosé zapisu. Podobny
zabieg wykonany zostat dla okreslenie czasu. W opisach eksperymentdéw i procedur ilos¢ godzin

zapisano zamiennie z anglojezycznym skrétem (h, ang. hours).
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Zalozenia i cel pracy

Gtéwnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zaprojektowanie, synteza i zbadanie
wtasciwosci nowych responsywnych polimeréw z funkcjg termo-uwalniania. Podstawowa
hipotezg badawcza byto pokazanie mozliwosci przeprowadzenia wewnatrzczasteczkowej
cyklizacji indukowanej podniesieniem temperatury z poziomu polimeru, a tym samym utworzenie
jonowej formy polimeru z ujemnie natadowanym taricuchem gtéwnym oraz uwolnienie zwigzku
bicyklicznego obdarzonego tadunkiem dodatnim. Otrzymany uktad polimerowy o powyzszych
cechach powinien charakteryzowaé sie zmiang wtasciwosci fizykochemiczne pod wptywem

sygnatéw srodowiskowych (np. temperatura, pH).

W ramach pracy doktorskiej realizowane byty trzy gtéwne cele badawcze obejmujace

synteze polimerdw, charakterystyke otrzymanych uktaddéw, oraz optymalizacje procesu cyklizacji:

1. Synteza responsywnych modelowych uktadéw polimerowych opartych na termolabilnym

ugrupowaniu 2-pirydynylowym.

Podczas syntezy zastosowano standardowe techniki wykorzystywane w chemii organiczne;j

oraz w chemii polimerdéw. Szczegdtowe cele syntetyczne obejmowaty:

e otrzymanie prekursorébw monomerdw oraz monomerdow zawierajagcych termolabilne
ugrupowanie 2-pirydynylowe (2PyTG),

e optymalizacje polimeryzacji typu RAFT z wykorzystaniem monomeru N-izopropylakrylamidu
(NIPAM) oraz uzyskanie szeregu polimerow PNIPAM,

e polimeryzacje wybranych homopolimeréw opartych na zsyntezowanych wczesniej
monomerach 2PyTG: PMPyAEA, PBPyAEA, PMPyAPA,

e polimeryzacje kopolimerow statystycznych PNIPAM-co-PMPyAEA.
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2. Charakterystyka fizykochemiczna uzyskanych polimeréw.

Réwnolegle do procesu polimeryzacji wykonywana byta charakterystyka fizykochemiczna
otrzymywanych substancji, z wykorzystaniem technik spektroskopowych (NMR, IR, UV-Vis),
spektrometrycznych (MS) oraz analizy termicznej (TGA, DSC). W celu okreslenia mas molowych

uzyskanych polimerdow przeprowadzono optymalizacje analizy chromatograficznej (GPC/SEC).

3. Badanie procesu uwalniania zwigzkéw bicyklicznych z uktadéw homo- i kopolimerowych

w wyniku wewnatrzczasteczkowej cyklizacji.
Realizacja tej czesci badan obejmowata pomiary uwalniania zwigzku bicyklicznego

w temperaturze 90 °C, z wykorzystaniem spektroskopii UV-Vis oraz *H NMR. Dodatkowo zbadano

zaleznos$¢ szybkosci uwalniani zwigzku bicyklicznego w funkcji pH oraz obecnosci soli.
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Czesc¢ literaturowa

Czesc literaturowa

1 Polimery wykorzystywane w biomedycynie

Rozwéj chemii polimeréw przyczynit sie do szerokiego zastosowania materiatow
polimerowych w  medycynie i biochemii. Mozliwosci wykorzystania  zwigzkow
wieloczgsteczkowych w medycynie nie ograniczajg sie tylko do produkcji wyrobédw medycznych,
takich jak protezy, nici chirurgiczne czy materiaty opatrunkowe. Polimery mogg by¢ stosowane
w farmakologii miedzy innymi jako produkty lecznicze [1], zwigzki krwiozastepcze [2], zwigzki
o dziataniu przeciwbakteryjnym [3], a takze jako materiaty stosowane w implantologii [4]. Jednym
z wazniejszych zastosowan uktadéw polimerowych w biomedycynie jest szeroko rozumiane
dostarczanie lekéw [5]. Polimery, mogg byé w tym kontekscie wykorzystywane jako nosniki,
substancje pomocnicze, jak rowniez materiaty opakowaniowe do szeroko rozumianych substancji
leczniczych (np. mikrokapsutki, otoczki polimerowe, itp.). Zasadne wydaje sie omdwienie roli
polimerdw, jako materiatéw stosowanych przy dostarczaniu substancji aktywnych biologicznie,

gdyz ich projektowanie i synteza jest caty czas zagadnieniem bardzo aktualnym.

1.1 Polimery jako nosniki substancji aktywnych biologicznie

Intensywne badania nad nowymi, potencjalnymi substancjami terapeutycznymi, takimi
jak biatka, peptydy czy oligonukleotydy, wymagajg opracowania efektywnych systeméw ich
dostarczania. Struktura chemiczna polimeréw oraz wynikajgce z niej wtasciwosci
fizykochemiczne, umozliwiajg projektowanie réznego rodzaju koniugatéw - kompleksow
czasteczki czynnej biologicznie oraz nosnika. Czescig aktywng biologicznie moze by¢ np. lek, biatko
(peptyd) czy kwas nukleinowy, nosnikiem natomiast jest makroczgsteczka, polimer syntetyczny
lub polimery pochodzenia naturalnego [6, 7]. W celu uzyskania okreslonego typu koniugatu
konieczne jest przygotowanie polimeru posiadajgcego w swej strukturze rézne grupy funkcyjne,
najczesciej aminowe, przez ktére mozemy kowalencyjnie przytaczyé biomolekute [8, 9]. Jako
nosniki uzywane sg homopolimery, kopolimery tancuchowe, jak réwniez kopolimery o bardziej

ztozonej architekturze np. ,szczotki”, ,grzebienia”, czy polimery ,gwiazdziste” [10]. Najbardziej
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popularnymi polimerami syntetycznymi, stosowanymi jako nosniki sa: glikol polietylenowy (PEG),
polimer kwasu glutaminowego (PGA), polimer kwasu mlekowego (PLA) oraz N-(2-
hydroksypropylo)metakryloamid (HPMA). Polimery pochodzenia naturalnego takie jak np.
chitosan, kwas hialuronowy czy alginiany [11] sg réwniez wykorzystywane jako nosniki, jednak
wiekszo$¢ z nich szybko ulega biodegradacji [12]. Polimery naturalne ulegajg rozktadowi
w komérkach pod wptywem rdéznych warunkéw takich jak np. pH, temperatura czy obecnosci
jondw metali. Szybkos$é ich rozktadu zalezy miedzy innymi od stopnia krystalicznosci, porowatosci,
masy molowej oraz jej rozrzutu. Chemiczna modyfikacja taricuchéw polimerowych czgsteczkami
hydrofobowymi ma na celu obnizenie podatnosci polimeru naturalnego na dziatanie enzymow
hydrolitycznych. Zmniejszenie szybkosci degradacji mozliwe jest réwniez poprzez
kopolimeryzacje polimeru pochodzenia naturalnego z syntetycznym tancuchem np. akrylanu.
Uwalnianie substancji aktywnej z wykorzystaniem nos$nika ma rézny mechanizm ktdry jest
zalezny od rodzaju monomeréw wchodzacego w sktad struktury polimeru. Nosniki polimerowe
petnig okredlong funkcje w koniugatach, ktéra zalezna jest zaréwno od wtasciwosci danego
polimeru, jak rowniez od sposobu jego potfaczenia z czescig aktywna. Polimery petnigce funkcje
nos$nikéw muszg spetniac szereg warunkdw takich jak np.: by¢ chemicznie obojetne, nietoksyczne,

wykazywac¢ duzg biokompatybilnos¢, a ich synteza chemiczna powinna byé stosunkowo prosta.

1.2 Koniugaty no$nik polimerowy-lek

Gtownym celem potgczenia czasteczki aktywnej z danym nosnikiem polimerowym jest
poprawienie biodystrybucji zwigzku terapeutycznego. Usprawnienie transportu lekéw
i produktéw ich metabolizmu (metabolitdéw) przez btony biologiczne do tkanek i komodrek, to
gtéwne kryterium doboru nosnika (jego witasciwosci). Wybér odpowiedniego rodzaju nosnika
polimerowego zalezy od tego w jaki sposdb transportowany jest zwigzek aktywny
farmakologicznie. Na przyktad, matoczgsteczkowe zwigzki organiczne o dziataniu terapeutycznym
zazwyczaj transportowane sg do komérek na drodze dyfuzji biernej, zgodnie z gradientem stezen.
Leki ulegajg w ustroju biotransformacji, czyli przeksztatceniu w zwigzki hydrofilowe, ktére moga
by¢ wydalone przez nerki. Biotransformacja zachodzi gtéwnie w watrobie, a w jej wyniku lek traci
swojg aktywnos¢ farmakologiczng. Dlatego, polimer potgczony w kompleks z lekiem powinien

petni¢ funkcje ochronng, uniemozliwiajac przedwczesng degradacje leku. Dodatkowo, takie
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potaczenie polepsza farmakokinetyke substancji aktywnej. Nosnik polimerowy wydtuza okres
przezywalnosci leku w organizmie, dzieki czemu moze on by¢ dostarczony do miejsca dziatania
i dopiero tam uwolniony, a nastepnie, po wywotaniu pozgdanego efektu biologicznego, usuniety.
Jak pokazujg badania zastosowanie nosnika pozwala na wzrost hydrofilowosci leku, a takze jego
metabolitéw, co usprawnia ich wydalanie przez nerki [13]. Koniugaty polimer-lek projektuje sie
miedzy innymi w celu wspomagania terapii antynowotworowych [14] oraz w leczeniu
przewlektych choréb zapalnych [15]. Utworzenie kompleksu polimeru liniowego (homopolimeru
i/lub polimeru blokowego) z zwigzkiem terapeutycznym, pozwala na pasywny mechanizmy jego
transportu. Jest to niezwykle istotne w leczeniu nowotwordw, poniewaz lek w koniugacie
dyfunduje tylko do chorych tkanek, ktére maja nieszczelng sie¢ naczyn krwionosnych. Rozmiar
koniugatu polimer-lek uniemozliwia przedostanie sie leku do zdrowych tkanek, czego nie da sie

unikna¢ kiedy lek podawany jest samodzielnie.

1.3 Koniugaty polimer-biatko

Biatka to kluczowe zwiazki wykorzystywane w metodach leczenia takich choréb jak
cukrzyca, nowotwory, zaburzenia psychiczne oraz choroby metaboliczne i autoimmunologiczne
[16]. Biatka terapeutyczne posiadajg wysoka aktywnos$¢ biologiczng, wykazujg niskg stabilnos¢
w komérkach, niskg rozpuszczalnos¢ orazimmunogennosél. Czynniki te, powodujg ze biologiczna
funkcjonalnos¢ biatek nie moze by¢ zachowana. Poprzez sprzeganie polimerdw z biatkami, czyli
tworzeniem koniugatu polimer-biatko, zwieksza sie okres péttrwania biatka, jego stabilnos¢ oraz
obniza i/lub niweluje immunogenno$é¢ [17]. Utworzenie kompleksu polimer-biatko pozwala
rowniez na efektywne maskowanie powierzchni biatka, co w konsekwencji wptywa naich ochrone
przed innymi makroczasteczkami, takimi jak np. enzymy proteolityczne [18]. Najbardziej
efektywne metody tworzenia kompleksu polimer-biatko to ,grafting to” lub ,,grafting from” [19].
W podejsciu ,grafting to”, tancuchy polimerowe zawierajace w swej strukturze m.in. aktywowane

estry N-hydroksysukcynoimidu (NHS), pentafluorofenyl, tiazolidyno-2-tion czy aldehydy,

I Immunogenno$¢ - zdolno$é wywotywania odpowiedzi immunologicznej wynikajgca ze swoistej, rozpoznawanej
przez limfocyty konfiguracji molekut.

[https://encyklopedia.pwn.pl/haslo/immunogennosc;3914330.html, 24.11.2022].
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sprzegane s3 z reaktywnymi resztami docelowego biatka, takimi jak grupy aminowe, tiolowe czy
fenolowe. Wprowadzenie do struktury polimeru grup funkcyjnych np. hydroksylowej, pozwala
potgczy¢ polimer z grupami aminowymi biatka. Dodatkowo, polimery, ktére posiadajg w taiicuchu
grupy tiolowe beda taczone z cysteing (Cys) tworzac biokoniugat za pomocg mostkéw
disiarczkowych [20]. Drugg strategig tworzenia koniugatéw polimer-biatko jest ,grafting from”.
Metoda ta odnosi sie do polimeryzacji zachodzacej bezposrednio na czgsteczkach biatka i pozwala
na synteze koniugatéw o duzej masie czgsteczkowej. W przypadku tej metody, z géry okreslamy
miejsce przytgczenia nodnika oraz ilo$é tancuchdéw polimerowych. Nalezy rowniez podkreslié, ze
oczyszczanie koncowych koniugatéw jest duzo prostsze. Badanie pokazujg, ze metoda ,,grafting
from” jest mniej skuteczna, poniewaz tworzacy sie kompleks ma duzg przeszkode steryczng,
w trakcie wzrostu taicucha polimerowego. Pomimo tych wad podejscie , grafting from” jest coraz

bardziej popularne, dzieki nowym technikom polimeryzacji, takimi jak ATRP [21] czy RAFT [22].

1.4 Kompleksy polimer-DNA

Terapia genowa (GT, ang. gene therapy) ma na celu zapobieganie i leczenie chordb
genetycznych poprzez wprowadzenie materiatu genetycznego do komdrek pacjenta. Pomimo, iz
w terapiach genowych i testach klinicznych no$niki biologiczne w formie wiruséw sg znacznie
czesciej wykorzystywane, to wektory niebiologiczne zyskujg coraz wiekszg popularno$é jako
skuteczna metoda transportu gendw [23]. Wektory wirusowe pozwalajg na transport materiatu
genetycznego w postaci kwaséw nukleinowych. Oznacza to, ze dostarczajgc odpowiednia
sekwencje plazmidu DNA (pDNA) lub krotkiego niekodujgcego RNA (siRNA) do komarki, mozemy
wptywac na ekspresje okreslonych biatek lub enzymdéw. W przypadku wektordw wirusowych,
materiat genetyczny jest zamkniety w biatkowej otoczce, zwanej kapsydem. Po zainfekowaniu
gospodarza nastepuje namnazanie sie wprowadzonego wczesniej terapeutycznego kwasu
nukleinowego. Wirusowe nosniki kwaséw nukleinowych moga jednak wywotywaé odpowiedz
immunologiczng, dlatego caty czas bada sie alternatywne systemy dostarczania. Jednym z takich

systemow sg kompleksy polimer-DNA czyli polipleksy [24, 25], ktére powstajg pomiedzy ujemnie

26



Czes¢ literaturowa

natadowanym oligonukleotydem a kationowym lub amfifilowym polimerem?. Kompleksy
polimer-DNA pozwalajg na zwiekszenie upakowania materiatu genetycznego oraz odznaczajg sie
nizszg odpowiedzig immunologiczng w poréwnaniu do wektordw wirusowych. Gtéwne strategie
wykorzystywane przy projektowaniu poliplekséw opierajg sie na tworzeniu uktadéw
kopolimerowych z polietylenoiming (PEI) [26]. Materiaty polikationowe, takie jak PEI, wykazuja
zdolnos¢ dostarczania genéw, dzieki wysokiej skutecznosé kapsutkowania DNA, w poréwnaniu
z preparatami nanoczasteczkowymi opartymi na polimerach naturalnych. Polimer PEl
wykorzystywany jest rowniez w syntezie nowych uktadéw polimeréw rozgatezionych
(dendrymerdéw) [27]. Dodatkowo, niskoczgsteczkowe fanicuchy PElI w potaczeniu
z cyklodekstrynami oraz ich B-pochodnymi mogg petnié¢ funkcje polimerowych przenosnikéw

kwasow nukleinowych [28, 29].

1.5 Systemy dostarczania lekow

Polimery, jako nosniki czgstek aktywnych biologicznie, m. in. dzieki mozliwosci
samoorganizacji, mogga by¢ wykorzystywane w systemach kontrolowanego uwalniania substancji
aktywnych (DSS, ang. drug delivery systems) [30, 31, 32]. Dodatkowo prowadzone sg réwniez
intensywne badania dotyczgce mozliwosci wykorzystania polimeréw w terapiach celowanych (TT,
ang. target therapy) przy wspomaganiu leczenia przeciwnowotworowego [33, 34], jak
i wspomnianych juz terapiach genowych [35, 36]. Uktady kontrolowanego uwalniania lekéw
opieraja sie na stopniowym dostarczaniu do wybranych tkanek, czy komérek, substancji aktywnej
farmaceutycznie (API, ang. active pharmaceutical ingredient). Systemy te umozliwiajg dozowanie
leku, pod wzgledem farmakokinetycznym, w bardziej kontrolowany sposéb, w poréwnaniu
z tradycyjng tabletka, czy lekiem o przedtuzonym dziataniu. Istotne znaczenie w efektywnym
wykorzystaniu systeméw dostarczania lekow w terapii odgrywajg réwniez niekowalencyjne
oddziatywania miedzyczasteczkowe. Rozpoznawanie molekularne, polegajgce na utworzeniu

selektywnego wigzania wedtug modelu ,klucz do zamka” pozwala kontrolowa¢ uporzgdkowanie

2 Amfifilowos$¢ - wtasciwo$é substancji polegajaca na zdolnosci jej czasteczek do silnego oddziatywania zaréwno
z czgsteczkami rozpuszczalnikdw polarnych, jak i niepolarnych.
[https://encyklopedia.pwn.pl/haslo/amfifilowosc;3868679.html, 24.11.2022]

27



Czesc¢ literaturowa

i wiasciwosci polimeru w sposdb odwracalny i adaptacyjny [37]. Dodatkowo, tworzenie ztozonych
struktur supramolekularnych typu micele, ktére mozliwe jest w przypadku amfifilowych dwu- lub
trzyblokowych uktadéw kopolimerowych, pozwala m.in. na polepszenie transportu zwigzkéw
terapeutycznych [38].

Polimery moga by¢ wykorzystywane nie tylko jako nosniki lekéw, ale réwniez same moga
posiadac wtasciwosci terapeutyczne [39]. Przyktadowo, zwiekszenie masy czgsteczkowej zwigzku
aktywnego poprzez jego polimeryzacje, moze spowodowaé polepszenie jego efektywnosci
terapeutycznej. Réwnocze$nie mozliwe jest obnizenie dawki leku, w poréwnaniu
z niskoczgsteczkowymi analogami [40, 41)]. Leki polimerowe, w zaleznosci od tego czy s3
rozpuszczalne, czy nierozpuszczalne w ptynach biologicznych, bedg miaty inne zastosowanie
kliniczne. Leki polimerowe, ktére nie rozpuszczajg sie w organizmie, stosowane sg jako srodki
maskujace. Majg one m.in. za zadanie wigzaé niepozgdane zwigzki w przewodzie pokarmowym,
takie jak kwasy czy jony metali nieorganicznych (jony potasu, fosforany). Réwnoczesnie, same
polimery nie sg wchtaniane, co umozliwia usuniecie kompleksu z organizmu. Przyktadem leku
polimerowego dziatajgcego jako sSrodek maskujgc jest Renagel®, zatwierdzony do leczenia
hiperfosfatemii®, u pacjentéw poddawanych dializom. Substancjg czynng w tym leku jest
sewelamer, bedacy usieciowang forma poli(alliloaminy) z pierwszo- i drugorzedowymi resztami
amin alifatycznych. Budowa chemiczna tego polimeru umozliwia jonowe wigzanie fosforanéw
w jelicie [42]. Terapeutyki, bazujgce na polimerach rozpuszczajgcych sie w ptynach ustrojowych
wykorzystywane sg m.in. jako leki immunomodelujace®. Przyktadem takiego leku jest Copaxone®,
stosowany w leczeniu nawracajgcego stwardnienia rozsianego (RRMS, ang. relapsing-remitting
multiple sclerosis). Polimerem o dziataniu terapeutycznym jest w tym przypadku octan
glatirameru (GA, ang. glatiramer acetate). Jest to mieszanina syntetycznych polipeptyddw, ktdra
minimalizuje autoimmunologiczng odpowiedz na biatko mieliny. Doktadny mechanizm tego
procesu nie jest znany, a dziatanie terapeutyczne tlumaczy sie summa kilku efektéw

immunologicznych [41, 43].

3 Hiperfosfatemia — podwyzszony stezenie fosforanéw we krwi.
4 Leki immunomodelujgce stymulujg uktad odpornoéciowy i wygaszajg stan zapalny poprzez hamowanie
produkcji cytokin.
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2 Polimery wrazliwe na bodzce

Na bardziej szczegétowe omowienie zastugujg polimery wrazliwe na bodice
Srodowiskowe, zwane réwniez ,inteligentnymi polimerami” (ang. smart polymers), ktére mozna
uznac jako odrebny rodzaj nosnikow substancji aktywnych [44]. Polimery te, okreslane rowniez
jako polimery responsywne, to jedne z najciekawszych struktur polimerowych, ktérych unikalng
wiasciwoscig jest mozliwos¢ reagowania na zmiany $rodowiska zewnetrznego. Nieznaczna
zmiana Srodowiska moze powodowaé znaczgcg zmiane witasciwosci fizykochemicznych takiego
materiatu. OdpowiedZ na dziatanie bodZca zewnetrznego jest przewaznie odwracalna i uktad
wraca do stanu poczatkowego, po zakonczeniu ekspozycji na czynnik srodowiskowy [45]. Mozliwe
jest zaprojektowanie polimeréw reagujacych na bodZce chemiczne, fizyczne czy biologiczne.
Najbardziej popularnymi czynnikami chemicznymi  wywotujacymi  odpowiedZz uktadu
polimerowego s3: zmiana pH [46, 47] oraz zmiana stezenia gazow [48, 49]. Zwigzki chemiczne
w stanie gazowym, takie jak np.: tlenek azotu, dwutlenek wegla, jak rdwniez siarkowodér, sg
czynnikami, ktére majg wptyw na funkcjonowaniu wielu narzaddéw, w tym mdzgu. Czesto okresla
sie je mianem przekaznikow czy transmiteréw gazowych. Do czynnikdw fizycznych mozemy
zaliczy¢ m.in. zmiane temperatury [50, 45] oraz natezenia Swiatta [51, 52]. W przypadku bodzcéw
biologicznych mozna zaprojektowac polimery wrazliwe np. na zmiany stezenia glukozy [53, 54]
oraz obecnos$¢, w uktadzie okreslonych antygendéw [55, 56]. Czas odpowiedzi uktadu na
wymienione czynniki oraz jej charakter bedzie zalezat zaréwno od struktury chemicznej danego
polimeru, jak rdwniez od jego topologii czy architektury. Odziatywania miedzyczgsteczkowe i/lub
wewnatrzczgsteczkowe pomiedzy poszczegdlnym fragmentami tancucha tego samego polimeru,
beda rowniez odgrywaty istotne znaczenie, nie tylko w szybkosci odpowiedzi na dany bodziec, ale
takze bedg wptywaty na rodzaj tej odpowiedszi. Inteligentne polimery przewaznie badane sg jako
roztwory polimerowe w wodzie (hydrozele), ktére mogg przybiera¢ ksztatt np.:
samoorganizujacych sie struktur nanoprzenosnikdéw [57], miceli [58] czy rozgatezionych struktur
dendrymerycznych [59]. W przypadku uktadédw tworzacych hydrozele przemiana wywotana
czynnikiem srodowiskowym okreslana jest jako objetosciowe przejscie fazowe i jest procesem
odwracalnym [60]. Przejscie fazowe zelu polimerowego moze mieé charakter ciggty lub nieciggty.
W sytuacji kiedy zmiana uktadu, w pewnym zakresie czasu, jest stopniowa przemiane okresla sie

jako ciagty. Poszczegdlne etapy przemiany sg niemozliwe do odrdznienia i scharakteryzowania.

29



Czesc¢ literaturowa

Natomiast przemiana fazowa, w trakcie ktdérej obserwujemy gwattowng zmiane stopnia
specznienia, w funkcji czasu, okreslamy jako przemiane nieciggta. W trakcie procesu mozliwe jest
wspotistnienia dwdch faz zelowych réznigcych sie stopniem specznienia. Jest to szczegdlny rodzaj
rownowagi fazowej odnoszacy sie do speczniatych usieciowanych uktadow.

Do najwazniejszych wtasciwosci inteligentnych polimeréw nalezg termo-responsywnos¢
i pH-responsywnos$é. Te dwa czynniki sg gtdwnym powodem tak duzego zainteresowania
uktadami polimerowymi, co przektada sie na mozliwosci ich szerokiego wykorzystania

w biomedycynie i farmakologii.

2.1 Polimery wrazliwe na zmiany pH

W obrebie catego organizmu obserwujemy zmiany pH charakteryzujgce konkretne procesy,
co sprawia, ze pH jest istotnym czynnikiem, ktéry nalezy uwzgledni¢ przy tworzeniu uktadéw
dostarczania lekdw. Dlatego tez, fizjologiczne zmiany pH w uktadzie pokarmowym, od kwasnego
w zotgdku, do zasadowego w jelicie, muszg byé uwzglednione w przypadku projektowania leku
do podawania doustnego. W przypadku chordb, takich jak niektére nowotwory, stany zapalne
w tkankach czy rany, wartos¢ pH rézni sie od fizjologicznego. Tkanki ikomorki objete
nowotworem charakteryzujg sie nizszym pH ptynéw pozakomérkowych, co jest wykorzystane
przy dostarczaniu lekow chemoterapeutycznych np. doksorubicyny (DOX) [61, 62]. Polimery
stosowane jako nosniki sg zwykle wchtaniane na drodze endocytozy receptorowej lub pinocytozy.
W trakcie tych proceséw nastepuje zmiana pH (z 6.2 do 5.0), ktéra moze by¢ wykorzystana do
uwolnienia czasteczek leku z pecherzykéw endocytarnych do cytozolu [41]. Uktady polimerowe
charakteryzujgce sie pH-wrazliwoscig, nawet przy niewielkiej zmianie pH w komdrce, moga
zmieni¢ swojg konformacje, a w konsekwencji wiasciwosci [63]. Polimery, ktérych struktura
meréw bazuje na stabych kwasach lub zasadach, a wartos¢ logarytmu statej dysocjacji kwasu
(pKa) miesci sie w przedziale od 3 do 10, wykazujg pozadang zmiane konformacji, w wyniku
zmiany pH $rodowiska. Wéréd polimerdw wrazliwych na zmiany stezenia jondw wodorowych
mozna wyrdzni¢ materiaty o charakterze kationowym i anionowym, a takze samoorganizujace sie
polimery o charakterze amfifilowym [64]. Polikwasy i polizasady otrzymywane s3g przez
polimeryzacje takich monomerdéw jak np.: kwas akrylowy (AA), kwas metakrylowy (MAA),

bezwodnik maleinowy, metakrylan N,N-dimetyloaminoetylu (DMAEMA) czy azyrydyna, ktéra
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polimeryzuje do wspomnianego juz polimeru PEI, wykorzystywanego do tworzenia polipekséw.
Zmiana konformacji polimeréw, w wyniku procesdw protonacji/deprotonacji, powoduje
rozcigganie lub zwijanie sie tancuchdow polimerowych w roztworze. Proces, w ktérym tancuchy
polimerowe sy stabilizowane przez wzajemne odpychanie sie tadunkéw dodatnich/ujemnych,
czesto opisuje sie jako pecznienie polimeru. Proces odwrotny okreslany jest jako agregacja,
poniewaz tancuchy polimeru sg stabilizowane poprzez wewnatrzczgsteczkowe wigzania
wodorowe i przyjmujg konformacje globularna. Dla polimerdw posiadajgcych w strukturze grupy
kwasowe (-SOsH oraz —COOH) ,prostowanie” tancuchéw zachodzi w $srodowisku zasadowym,
natomiast dla polimerdw zawierajgcych w strukturze grupy aminowe, w pH kwasowym (Rysunek
1) [65]. Kontrola odwracalnego procesu protonacji i deprotonacji pH-czutych polimeréw pozwala
na sterowanie procesami uwalniania [66]. Jest to szczegdlnie istotne w kompleksach kationowych
polimeréw z plazmidami DNA, gdzie deprotonacja nastepujgca w endosomach powoduje
rozerwanie btony endosomalnej i uwolnienie kompleksu do cytozolu, zanim zostanie on roztozony

przez enzymy hydrolityczne w lizosomach [67].

Acidic environment Basic environment
pH < pKa Polyacid pH > pKa
COO" CcOO" cQo
s—
_

COO" COO" COO
pH < pKb pH > pKb
Polybase

NH3" NHs* N 3
c—
= —

NH3;* NH;* NH;3*

Increasing pH

Rysunek 1 Schematyczne przedstawienie proceséw protonacji i deprotonacji w polimerach wrazliwych na
zmiany pH [65].

Przyktadem polimeru kwasowego (polikwasu) zawierajgcego grupy karboksylowe jest
poli(kwas akrylowy) (PAA). W kwasnym s$rodowisku tancuchy PAA s3 niezjonizowane, co
umozliwia tworzenie sie wigzan wodorowych, pomiedzy grupami hydroksylowymi
i karboksylowymi. Wynikiem catkowitej stabilizacji polimeru przez tadunki ujemne jest pecznienie

PAA w pH 2 7. Catkowicie zdeprotonowany PAA staje sie polielektrolitem, ktéry moze adsorbowadé
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na swoje powierzchni czgsteczki lub jony dodatnio natadowane [68, 69]. Wtasciwosci sorbcyjne
tego polimeru i jego kopolimeréw, sg wykorzystywane m.im. do wigzania jondw matali
przejsciowych [70], a takie kontrolowanego uwalniani lekéw [71]. PAA jest rdéwniez

wykorzystywany w medycynie, jako materiat o bardzo dobrych wtasciwosciach adhezyjnych [72].

2.2 Polimery wrazliwe na zmiany temperatury

Polimery, ktérych charakter hydrofobowy ulega zmianie, po wptywem dziatania
podwyzszone] temperatury okreslane sg jako termowrazliwe. Uktady tego typu okresla sie
rowniez mianem polimerdéw z termiczng pamiecig ksztattu [73]. Charakteryzujg sie one krytyczng
temperaturg rozpuszczalnosci (CST, ang. critical solution temperature), ktéra pomaga okresli¢
jakie moze by¢ potencjale zastosowanie danego uktadu polimerowego [74]. Wyrdzniamy
polimery charakteryzujace sie dolng i/lub gdérng krytyczng temperaturg rozpuszczalnosci [75].
Przemiana polimerdw wrazliwych na zmiane temperatury ma charakter przejscia fazowego,
ktérego sitg napedowg jest zmiana entropii uktadu. Analizujgc wyglad diagramu fazowego
polimeru, mozemy okresli¢ jak zmienia sie jego mieszalnos¢ w danym sSrodowisku np. wodzie.
Diagram fazowy polimeru, przy statym ci$nieniu, okresla sie przez wykreslenie temperatury, przy
ktdrej nastepuje rozdzielenie faz, w funkcji catkowitego stezenia polimeru. Rysunek 2 przedstawia
uproszczone schematy diagraméw fazowych dla trzech réznych typdw polimeréw. Rysunek 2a
przedstawia polimer z dolng CST, Rysunek 2b z gérna CST, natomiast Rysunek 2c jest przyktadem
uktadu kopolimerowego zaréwno z gérng, jak i dolng temperatura krytyczng rozpuszczalnosci.
W roztworach wodnych polimery sg rozpuszczane gtownie dzieki interakcjom dipol-dipol,
oddziatywaniom van der Waalsa iwigzaniom wodorowym, pomiedzy polarnymi grupami
w polimerze. Oddziatywania miedzy niepolarnymi grupami a woda, s3 znacznie stabsze niz
wigzania wodorowe miedzy czasteczkami wody. W zaleznosci od tego, ktére z oddziatywan maja
wiekszy wptyw, wodny roztwér polimeru sktada sie z jednej lub dwdch faz. Na zmiane
temperatury krytycznej wptywa szereg czynnikéw, takich jak: stezenie polimeru, obecnos¢

zwigzkéw jonowych w roztworze, czy hydrofobowos¢ grup koncowych polimeru.
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2.2.1 TeoriaFlory-Hugginsa

Wprowadzono wiele matematycznych opiséow zjawiska przejscia fazowego dla uktadéw
polimerowych, bazujgcych na réwnaniu potencjatu termodynamicznego. Termodynamike
przejscia fazowego polimerdéw termoresponsywnych mozna opisaé¢ ogélnym réwnaniem Gibbsa

na zmiane entalpii swobodnej mieszania (1).

AG,, = AH,, — TAS,,, (1)

gdzie: AGm - zmiana entalpii swobodnej mieszania, AH, - zmiana entalpii mieszania,

T - temperatura, AS;, — zmiana entropii mieszania.

ucsT

o

3

-

o LCST

Q

e ucsT

Q

= LEST O dwie fazy
[0 jednafaza

Stezenie polimeru Stezenie polimeru Stezenie polimeru
(a) (b) {c)

Rysunek 2 Schematyczne przedstawienie diagramu fazowego dla termoresponsywnych polimerdw, gdzie
UCST i LCST to odpowiednio gérna i dolna krytyczna temperatura rozpuszczalnosci.

Proces termodynamiki mieszania sie roztworédw polimerowych oraz zmiany entropi mieszania
mozna wyttumaczy¢ doktadniej stosujgc potempiryczng teorie Flory-Hugginsa [76, 77]. Model
zaproponowany przez chemikéw Paula Flory’ego i Maurica Loyala Hugginsa stuzy do opisu
roznych uktadéw polimerowych, takze polimeréw wrazliwych na bodZce. Rozszerzong postac
modelu Flory-Hugginsa przedstawia réwnanie (2), ktore uwzglednia jednoczesnie odziatywania
rozpuszczalnik-rozpuszczalnik, rozpuszczalnik-polimer, polimer-polimer oraz temperature.
Réwnanie mozna wykorzystywac¢ jako model poczatkowy do opisu wszystkich trzech rodzajow

oddziatywan w roztworze polimerowym:
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AGy, = kT (nylng, + nylng, + xnq¢;) (2)
1
X< (3)
gdzie: k - stata Boltzmanna, n; - liczba moli, ¢; — utamek molowy lub objetosciowy rozpuszczalnika

(i = 1) lub polimeru (i = 2), x — parametr oddziatywan polimer-rozpuszczalnik.

Utamki molowe dla rozpuszczalnika i polimeru wyliczamy z réwnan:

X111

(pl = X1ni1t+xn, (4)
_ X2Mp
(pz - X1ni1t+xn, (5)

gdzie: x; - liczba czastek dla rozpuszczalnika (i = 1) lub polimeru (i = 2).

Wtasciwosci roztwordw polimerdéw, takie jak rozpuszczalno$é (mieszalno$é), réwnowaga
pecznienia zalezg od skfadu mieszaniny i mozna je wyrazi¢ za pomocg parametru interakgji
polimer-rozpuszczalnik — y. Parametr y zwany jest rowniez parametrem Flory-Hugginsa lub
parametrem mieszania i jest on charakterystyczny dla danego stezenia polimeru, w badanym
rozpuszczalniku. Parametr y nie jest jednak wielkoscig stata dla danego uktadu poniewaz zalezy
zarowno od stezenia polimeru jak i temperatury (patrz Réwnanie nr 3). Mieszanina polimerdéw
bedzie stabilna, kiedy segmenty polimeru wzajemnie sie przyciggajg. Opis matematyczny teorii

pozwala okresli¢ przy jakim stezeniu dana mieszanina tg stabilno$¢ moze osiggna¢.

2.2.2 Dolna krytyczna temperatura rozpuszczalnos$ci

Polimery charakteryzujace sie dolng krytyczng temperaturg rozpuszczalnosci (LCST,
ang. lower critical solution temperature) uzyskiwane sg najczesciej z monomeréw N-pochodnych
akrylamidu. Polimery charakteryzujace sie LCST, ponizej tej temperatury sg ,rozpuszczalne” -
hydrofilowe, natomiast powyzej przechodzg w forme ,nierozpuszczalng” — hydrofobowg [50].

W petni rozpuszczalnym zelu polimerowym tancuchy stabilizowane sg przez drugorzedowe
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oddziatywania elektrostatyczne np. hydratacje czy ogdlnie solwatacje. Wraz ze wzrostem
temperatury, ruchy czasteczek polimeru oraz rozpuszczalnika sg szybsze i bardziej chaotyczne,
powoduje to, ze wptyw odziatywan miedzyczasteczkowych polimer-rozpuszczalnik zmniejsza sie.
Odziatywania wewnatrzczasteczkowe, miedzy polarnymi grupami funkcyjnymi tarcucha
polimeru, zaczynajg odrywad znaczaca role, czego wynikiem jest agregacja polimeru. Proces ten
okreslany jest w literaturze anglojezycznej jako collapsing czyli zwijanie sie tancucha
polimerowego lub ,kurczenie sie” zelu polimerowego. Sitg napedowg procesu jest wzrost
sumarycznej entropi uktadu. Stopied uporzadkowania rozpuszczalnika zmniejsza sie, przy
réwnoczesnym wzroscie uporzgdkowania taricuchdw polimerowych. Przyktadem polimeru LCST
wrazliwego na zmiany temperatury jest poli(N-isopropylakrylamid) (PNIPAM). Jest to polimer,
ktdry w ostatnich latach stat sie bardzo popularnym materiatem, o potencjalnym zastosowaniu
biomedycznym [78, 79, 80]. Gtéwnym powodem tak duzego zainteresowania jest temperatura
krytyczna polimeru PNIPAM, ktéra w wodzie wynosi 32 °C. Ponizej tej temperatury roztwér
PNIPAM sktada sie z jednej fazy, a po szybkim podgrzaniu do temperatury ciata (okoto 36.5 —
37.5°C) polimer tworzy zel. W takiej postaci moze dziata¢ jako matryca o przedtuzonym
uwalnianiu lekdéw. Bioaktywne czgsteczki zwigzane w zelu zostang uwolnione do organizmu przez
dyfuzje. Zmiana rozpuszczalnosci polimeréw LCST, w przypadku PNIPAM nastepuje w obrebie
okoto 1 °C.

2.2.3 Gorna krytyczna temperatura rozpuszczalnosci

W przypadku polimeréow charakteryzujacych sie goérng krytyczng temperaturg
rozpuszczalnosci (UCST, ang. upper critical solution temperature) oddziatywania polimer-polimer
oraz rozpuszczalnik-rozpuszczalnik sg znacznie silniejsze w poréwnaniu ze stabymi
odziatywaniami polimer-rozpuszczalnik. Efekt entropowy, dla tego typu polimerdw, jest mniej
dominujacy, czyli sita oddziatywan hydrofobowych w trakcie procesu maleje. Dlatego powyzej
UCST polimer wykazuje dobrg mieszalnos¢ z rozpuszczalnikiem, tworzgc roztwér jednorodny.
Natomiast ponizej UCST nastepuje rozdzielenie sie faz. Na proces pecznienia polimeréw ma
wptyw szereg czynnikéw, wsrdd ktérych najwazniejszymi s3: masa molowa polimeru, wptyw grup
jonowych w polimerze oraz elektrolitéow w roztworze [81]. Sita jonowa roztworu oraz rodzaj uzytej

soli czesto definiujg mozliwos¢ zaobserwowania przemiany. Pozwala réwniez okresli¢ gérng
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krytyczng temperature rozpuszczalnosci [82]. Dla niektérych polimerdéw, przyktadowo poli(kwas
akrylowy) oraz jego kopolimery, wyznaczenie USCT mozliwe jest tylko przy bardzo wysokiej sile
jonowej (>400 mM NacCl) lub niskim pH (pH < 4) [83]. Uporzadkowanie uktadu polimerowego
moze byé sterowana takze wigzaniami wodorowymi (HB-UCST) Ilub oddziatywaniami
kolumbowskimi (C-UCST) [84]. Tylko niektére polimery wrazliwe na temperature, wykazujg
zachowanie UCST w czystej wodzie, o bardzo niskiej sile jonowej. Oddziatywania tancuchéw
polimeru, dla ktérego chcemy w takich warunkach wyznaczyé UCST, muszg byé bardzo silnie [85].
Natomiast, do polimerdéw, gdzie wigzania wodorowe ogrywajg dominujaca role w przemianie,
mozna zaliczy¢ np.: poli(tlenek etylenu) (PEG), modyfikowane poli(alkohole winylowe) (PVA),
poli(eter winylometylowy) (PVME), poli(metakrylan hydroksyetylu) (PHEMA) oraz poli(N-
akryloiloglicynoamid) (PNAGA) [86].

Odpowiedz badanego uktadu na zmiane temperatury moze mieé tez bardziej ztozony
charakter. Uktady polimerowe, w ktérych obserwujemy zaréwno dolng jak i gérng krytyczng

temperature rozpuszczalnosci to przewaznie roztwory kopolimeréw blokowych [87, 88, 89].

3 Metody otrzymywania responsywnych polimeréow

3.1 Polimeryzacja rodnikowa

Zgodnie z definicjg Miedzynarodowe]j Unii Chemii Czystej i Stosowanej (IUPAC, ang. Inter-
national Union of Pure and Applied Chemistry) polimeryzacja rodnikowa (RP, ang. radical
polymerization) to addycyjna polireakcja tancuchowa, w ktérej aktywnym centrum reakcyjnym
jest rodnik [90]. Rodniki to reaktywne indywidua chemiczne majgce na jednym z zewnetrznych
orbitali niesparowany elektron, przez co odznaczajg sie duzg reaktywnoscig. Organiczne wolne
rodniki w polimeryzacji rodnikowej to produkty przejsciowe, przewaznie o hybrydyzacji sp?,
odznaczajgce sie stabg steroselektywnoscig®. Jednakze polimery uzyskane w wyniku polimeryzaciji

rodnikowej wykazujg dobrg regio- i chemoselektywnos¢ [91]. Rodniki, biorgce udziat w reakgc;ji

> W reakcji stereoselektywnej z okre$lonego substratu, w danych warunkach, powstajg co najmniej jeden
z dwéch mozliwych produktéw, bedacych stereoizomerami. [Buza D., Sas W., Szczecinski P., Chemia organiczna.
Kurs podstawowy, Oficyna Wydawnicza PW, Warszawa 2006].
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moga byc¢ stabilizowane poprzez rezonans oraz w mniejszym stopniu poprzez oddziatywania
elektrostatyczne. Czynniki wptywajgce na gesto$é elektronowg miejsca aktywnego, takie jak
grupy funkcyjne wyciggajgce elektrony (EWG, ang. electron withdrawing group), rowniez beda
miaty wptyw na reaktywnos$¢ rodnika, a tym samym na szybkos$é wzrostu taicucha. Do
najwazniejszych zalet polimeryzacji rodnikowej mozna zaliczy¢: wysoka reaktywnos¢ uzywanych
monomerdw, co wptywa na wysoka wydajnosc reakcji, znaczng tolerancje na zanieczyszczenia
oraz mozliwo$é prowadzenia reakcji w srodowisku wodnym. Polimeryzacja rodnikowa moze by¢
prowadzona zaréwno w uktadach jednofazowych jak i wielofazowych. Dodatkowo, jezeli polimer
jest nierozpuszczalny w Srodowisku reakcji, mozliwe jest prowadzenie polimeryzacji straceniowo.
Poniewaz mechanizm procesu pozwala na monitorowanie kinetyki reakcji, synteza jest
stosunkowo prosta technologicznie. Bardzo korzystng cechg jest rowniez mozliwos¢ prowadzenia
polimeryzacji rodnikowej w szerokim zakresie temperatur [92].

Gtéwne etapy reakcji polimeryzacji rodnikowe] sg tozsame z innymi polireakcjami. Proces
polimeryzacji rozpoczyna sie od inicjacji sktadajacej sie z wytworzenia rodnika inicjatora
i przytagczeniu go do pierwszej czasteczki monomeru. Inicjacja jest najwolniejszym etapem,
w trakcie ktérego inicjator przeksztatcany jest w aktywng forme rodnika. Inicjatory muszg mieé
mozliwo$é utworzenia rodnika, dlatego najczesciej w tym celu stosuje sie zwigzki azowe oraz
nadtlenki (np. nadtlenek benzoilu). Zwigzki te ulegajg rozpadowi homolitycznemu, w wyniku
ktérego powstajg dwa takie same rodniki oraz czgsteczka gazu np. azotu czy dwutlenku wegla
[93]. Drugim etapem jest prolongacja czyli wzrost fancucha, w ktérym nastepuje przytgczanie
kolejnych monomeréw do makrorodnika. Nastepne etapy to przeniesienie tadunku, oraz reakcje
rekombinacji, ktdre prowadzg do zakoriczenia tancuchdw —terminacji, czyli procesu powstawania
niereaktywne tancuchy polimeru.

Duza reaktywnos$¢ wolnych rodnikéw oraz niska ich stabilno$¢ powoduja, ze reakcja
polimeryzacji jest trudna do kontrolowania, na kazdym etapie. Dodatkowo, z postepem reakgji
maleje stezenie aktywnych makrorodnikéw, co spowalnia proces. Po zakoriczeniu polimeryzacji
w uktadzie nie ma aktywnych rodnikéw, dlatego uzyskania bardziej ztozonych uktadéw

blokowych, poprzez wprowadzenie kolejnego monomeru do uktadu, jest niemozliwe.
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3.1.1 Polimeryzacja z odwracalng dezaktywacja

Ograniczenia konwencjonalnej polimeryzacji rodnikowej wymusity poszukiwanie nowych
technik polimeryzacji, ktére pozwolityby na synteze polimeréw, w bardziej kontrolowany sposdb.
Wprowadzanie dodatkowych czynnikdw stabilizujacych i przyspieszajacych reakcje, pozwolito na
rozwdj alternatywnych metod polimeryzacji rodnikowej. Metody te opierajg sie na procesach
odwracalnej dezaktywacji aktywnych centréw reakcyjnych (RDRP, ang. reversible — deactivation
radical polymerization). Reakcje te wykorzystujg koncepcje ,,zyjacej polimeryzacji rodnikowej”
(ang. living free radical polymerization), w ktérej proces terminacji jest catkowicie wyeliminowany
z syntezy [94, 95]. Dlatego tez czesto ,,zyjgca” RP i RDRP sg mylnie okreslane jako ten sam proces
[96]. W metodach RDRP proces inicjacji nastepuje bardzo szybko, dodatkowo udziat terminacji
jest zminimalizowany, co wptywa na zmniejszenie rozrzutu ciezaréw czasteczkowych polimeru.
Najistotniejszym etapem polimeryzacji rodnikowej jest wzrost taricucha, w czasie ktdrego ustala
sie réownowaga dynamiczna pomiedzy poszczegdlnymi fragmentami wydtuzajgcego sie polimeru.
tancuch wzrastajgcego polimeru ulega kilkukrotnie dezaktywacji i reaktywacji podczas etapu
prolongacji. Dla kazdej pojedynczej reakcji dezaktywacji/reaktywacji ustala sie czasowa
rownowaga, co pomaga wydtuzaé taricuch. Aktywowanie tancucha pozwala przytgczaé kolejne
jednostki monomeru, co w konsekwencji powoduje zwiekszenie masy czgsteczkowej polimeru.
W przeciwienstwie do konwencjonalnej polimeryzacji rodnikowej, techniki RDRP dajg mozliwos¢
tworzenia fancuchdéw polimerowych o wczesniej zdefiniowanych masach molowych oraz waskim
rozktadzie mas. Polimeryzacje z odwracalng dezaktywacjg wykorzystuje sie réwniez do tworzenie
kopolimeréw blokowych, atakie tancuchéw polimerowy sfunkcjonalizowanych zwigzkami
niskoczgsteczkowymi. Do najwazniejszych metod polimeryzacji typu RDRP zaliczamy:

e polimeryzacje z udziatem rodnikéw aminoksylowych (AMRP, ang. aminoxyl-mediated
radical polymerization), okreslang rowniez jako polimeryzacje rodnikowg, modyfikowang
trwatymi rodnikami nitroksylowymi (NMP, ang. nitroxide-mediated polymerization) [97],

e polimeryzacje rodnikowg z przeniesieniem atomu (ATRP, ang. atom transfer radical poly-
merization) [98, 99],

e polimeryzacje z odwracalnym addycyjno-fragmentacyjnym przeniesieniem fancucha

(RAFT, ang. reversible addition-fragmentation chain transfer polymerization) [100].
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Wyrdzniamy trzy giédwne mechanizmy odwracalnej dezaktywacji, na ktdérych opierajg sie
najwazniejsze metody RDRP. Ogdlny schemat reakcji i ich mechanizm przestawia Schemat 1 [94].
W reakcji z wykorzystaniem rodnika aminoksylu (metoda AMRP), utworzenie poczatkowego
rodnika propagujgcego umozliwia stabilny wzrost fancucha poprzez jednoczasteczkowa
aktywacje i dezaktywacje wigzania. Natomiast w metodzie ATRP w aktywacji biorg udziat dwie

czasteczki. Tworzenie sie aktywnego tancucha propagujacego nastepuje w wyniku przeniesienia

-
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Schemat 1 Gtéwne mechanizmy polimeryzacji RDRP, gdzie P - taricuch polimeru, X - halogenek (np. Br, Cl), M -
metal przejsciowy (np. Cu(l), Ni(ll) lub Ru(ll)), L — ligand, Z- reaktywna grupa w reagencie RAFT [94].

halogenku (przewaznie atomu bromu) z uspionego makroinicjatora na aktywator w postaci
kompleksu miedzi (1). Dezaktywatorem jest w tym przypadku kompleks miedzi (Il). Polimeryzacja
typu RAFT jest szczegdélnym przypadkiem polimeryzacji rodnikowej z degeneratywnym
przeniesieniem fancucha (DTRP, ang. degenerative chain transfer polymerization) i obejmuje

odwracalne przeniesienie reagenta RAFT miedzy ,,uspionym” a wzrastajgcym makrorodnikiem.
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3.2 Polimeryzacja z odwracalnym addycyjno-fragmentacyjnym przeniesieniem
lancucha (RAFT)

Polimeryzacje typu RAFT wykorzystuje sie do tworzenia ztozonych struktur chemicznych,
ktore majg zastosowanie w systemach biologicznych [5, 101]. Metoda ta umozliwia synteze
materiatéw o dobrze zdefiniowanej, ztozonej strukturze i waskim rozrzucie mas czasteczkowych.
Polimeryzacja z addycyjno-fragmentacyjnym przeniesieniem taricucha jest rowniez stosowana do
syntezy polimerdw wrazliwych na bodZce zewnetrzne [100]. Dodatkowg zaletg polimeryzacji
RAFT jest mozliwos¢ prowadzenia reakcji w szerokim zakresie temperatur oraz w wielu rodzajach

rozpuszczalnikéw [102].

3.2.1 Mechanizm polimeryzacji RAFT

Znajomos¢ mechanizmu polimeryzacji RAFT jest bardzo istotna, szczegdlnie w przypadku
syntezy monomerodw, ktére nie sg dostepne komercyjnie. Poszczegdlne etapy polimeryzacji RAFT
przedstawia Schemat 2. Synteza polimeréw metodg RAFT odbywa sie w trzech gtéwnych etapach,
ktore sg analogiczne do innych polimeryzacji rodnikowych. Inicjacja polimeryzacji RAFT (I)
nastepuje poprzez wytworzenie rodnika inicjatora (I°*) - homolityczny rozpad zwigzku diazowego,
np. AIBN, 2,2'-azobis(2-metylpropionitril)®. Aktywacja termiczna przebiega w charakterystycznej
dla inicjatora temperaturze inicjacji. Proces inicjacji mozina rowniez zapoczatkowac
promieniowaniem UV lub w wyniku reakcji redoks [103]. Wytworzony rodnik inicjatora (I°)
reaguje z pierwszg czasteczkg monomeru, tworzac rodnik pierwotny (I — M*), ktéry nastepnie
przeksztatcany jest w oligomeryczny rodnik propagujacy (P;). Rodnik ten szybko reaguje
z czynnikiem przeniesienia taricucha (CTA, ang. chain transfer agent) (patrz symbol (1), Schemat
2). W przypadku polimeryzacji RAFT, zwigzki petnigce funkcje czynnika przeniesienia taficucha
okreslane sg jako reagenty RAFT (ang. RAFT agent). Dobér odpowiedniego czynnika RAFT jest
kluczowy dla otrzymania polimeru. Reakcja P, z reagentem RAFT rozpoczyna kolejny etap
polimeryzacji, ktérym jest wydtuzanie sie fancucha - prolongacja (II). Na etap ten sktadajg sie trzy

procesy: rownowaga wstepna (IIa), reinicjacja (IIb) oraz gtéwna réwnowaga reakcji (Ilc).

8 Inicjatory to zwiazki, z ktérych generowane sg rodniki po wptywem np. temperatury.
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W trakcie addycji rodnika propagujgcego do podwdjnego wigzania ditioweglanu, tworzy sie
rodnik przejsciowy (2), ktéry nastepnie ulega fragmentacji. W wyniku rozpadu stabego wigzania
C-S z rodnika przejSciowego, tworzy sie ,uspiony” makroreagent RAFT (3) i rodnik reinicjujacy
(R*). Proces reinicjacji prowadzi do wytworzenia aktywnego farcucha (P;,), bedacego kolejnym
rodnikiem propagujgcym. Nastepnie ,uspiony” ftancuch polimeru (3) jest aktywowany co
prowadzi do utworzenia kolejnego rodnika przejsciowego (4). Makroczynnik RAFT (5), ktory jest
rowniez ,uspionym” taicuchem polimerowym, moze by¢ wydtuzony przez kolejny aktywny
tancuch. Wzrost taicucha nastepuje naprzemiennie z obydwu stron grupy ditioweglowej.
Dwukrotne ustalenie sie rownowagi termodynamicznej, w trakcie catej reakcji polimeryzacji,
pozwala na kontrolowany wzrost masy oraz na uzyskanie polimeréw o niskiej polidyspersyjnosci.

W omawianej metodzie wptyw etapu terminacji (III) jest zminimalizowany.
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Schemat 2 Mechanizm poszczegdlnych etapdw polimeryzacji z addycyjno-fragmentacyjnym przeniesieniem
fancucha.
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Na prawidtowy przebieg polimeryzacji ma wptyw kilka parametréw m.in. dobdr czynnika
przeniesienia fancucha oraz inicjatora, ktéry bedzie uzalezniony od aktywnosci uzytego
monomeru. Do pozostatych warunkdw reakcji, ktére réwniez trzeba zoptymalizowac naleza:

temperatura, srodowisko oraz czas reakcji, a takze stosunki molowe odczynnikéw.

3.2.2 Czynnik przeniesienia tancucha w polimeryzacji RAFT

Struktura chemiczna i wtasciwosci czynnika przeniesienia tancucha (CTA, ang. chain
transfer agent) odgrywajg znaczacg role w polimeryzacji RAFT [104, 105]. Reagenty RAFT sg
zwigzkami organicznymi o charakterystycznej budowie (Rysunek 3). Zawierajg one ugrupowanie
ditioweglowe’ [-C(=S)S-], grupe aktywujaca Z oraz zdolng do reinicjacji grupe odchodzaca R.
Skutecznos$é reagenta RAFT zalezy od polimeryzowanego monomeru oraz od struktury

chemicznej grup Zi R, podstawionych do tioweglanu [106].

reaktywne
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podwdjne \ S

Z )
grupa stabe wigzanie
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Rysunek 3 Schematyczne przedstawienie czynnika przeniesienia tanncucha w polimeryzacji RAFT.

7 ksantogeniany

42



Czesc¢ literaturowa

Monomery, uzywane w syntezie polimeréw wrazliwych na bodZce, nalezg w wiekszosci
do grupy ,bardziej aktywowanych” monomeréw (MAM, ang. ,more activated” monomers).
Reaktywno$¢ monomerow MAM wynika z obecno$ci w strukturze wigzania winylowego,
sprzezonego z innymi wigzaniami podwdjnymi, w tym, z pierscieniem aromatycznym, grupami
karbonylowymi lub nitrowymi. Do najczesciej uzywanych monomeréw MAM zaliczamy:

e dieny np. izopren (Ip), butadien (Bd), chloropren (Cp);

e akrylanyimetakrylany, np. kwas akrylowy, akrylan metylu, akrylan 2-hydroksyetylu (HEA),
kwas metakrylowy (MAA), metakrylan N-3-(dimetylamino)propylu (DMAPMA);

e akrylamidy i metakrylamidy np. akrylamid (AM), N-akrylylmorfolina (NAM);

e nitryle np. akrylonitryl (AN);

e styrenyiaromatyczne monomery winylowe np. styren (ST), 4-winylopirydyna (4VP);

e bezwodnik maleinowy.

Polimeryzacja RAFT umozliwia nie tylko synteze monomeréw MAM, ale réwniez ,,mniej
aktywowanych” monomeréw (LAM, ang. ,less activated” monomers). Do monomeréw LAM
nalezg zwigzki organiczne, ktdrych wigzanie podwdjne sasiaduje z atomem tlenu, azotu,
halogenku lub atomem siarki z wolng parg elektronowg. Do najczesciej uzywanych monomeréw
LAM naleza: octan winylu (VAC), N-winyl-2-pirolidon (NVP), siarczek 4-bromofenylo winylu
(BPVS). Klasyczna polimeryzacja rodnikowa nie byta powszechnie uzywana do syntezy
monomeréow LAM, ze wzgledu na ich niskg reaktywnos¢. Opracowanie metod RDRP,
w szczegolnosci polimeryzacji RAFT, pozwala na efektywne otrzymywanie polimerow w ktérych
sktad wchodzg monomery LAM. Przy odpowiednim doborze czynnika RAFT np. uniwersalne
reagenty RAFT, metoda umozliwia polimeryzacje polimeréow blokowych, ktére zawierajg
segmenty sktadajgce sie zaréwno z meréw MAM, jak i LAM. Polimeryzacja blokéw o rdznej
reaktywnosci jest mozliwa bez koniecznos$ci zmiany czynnika przeniesienia faricucha [107, 108].

Reaktywno$¢ czynnika RAFT, wzgledem konkretnych monomerdw, wynika z jego
charakterystycznej budowy chemicznej, ktéra ma bezposredni wptyw na szybkos$é i efektywnosé
procesu oraz na jego skutecznosé. Grupa R odpowiada za trwatosc¢ i reaktywnos¢ wolnych
rodnikéw propagujgcych oraz musi by¢ dobrg grupa odchodzaca. Powstajgce rodniki propagujace
(R* oraz B,,), musza byé¢ zdolne do reinicjacji procesu wzrostu faricucha, co pozwala zapobiec

retardacji reakcji. Szybko$é fragmentacji ro$nie wraz z rzedowoscig grupy R, podstawionej do
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ksantogenianu. Tworzace sie rodniki trzeciorzedowe bedg lepszymi grupami odchodzgcymi, niz
rodniki pierwszorzedowe (Rysunek 4). Reaktywnos$¢ moze by¢ réwniez kontrolowana poprzez
odpowiedni dobor grupy Z, ktéra wptywa na aktywacje i dezaktywacje wigzania podwdjnego C=S,
czyli stabilizacje rodnika przejsciowego. Grup funkcyjnych w pozycji Z pozwala sterowaé
wielkoscig statych szybkosci addycji (kass) i fragmentacji (kgog) w trakcie addycyjno-
fragmentacyjnego przeniesienia tafncucha. Rysunek 4 przedstawia malejgcg w szeregu szybkosc
addycji, ktora ros$nie w przeciwng strone nizeli szybko$¢ fragmentacji. Dobdr grup funkcyjnych
podstawionych, w pozycjach R i Z, powinien by¢ réwniez rozpatrywany w kontekscie modyfikacji

gotowego polimeru np. modyfikacji grup kofcowych czy dalszej funkcjonalizacji polimeru [109].

CH,
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CH; CHy CN  CH, CHy;  CH, Hy  CH,
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Z: Ph >> SCH; > N@ > ~ CHy; >> N > OPh > OFEt ~ ~ ~ N(Et),
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MMA
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Rysunek 4 Ogdlne reguty dotyczgce wyboru grupy R i grupy Z.

Szczegdlnym rodzajem czynnika przeniesienia fanicucha sg uniwersalne reagenty RAFT,
ktére mogag by¢ uzyte w reakcji polimeryzacji ,bardziej aktywowanych”, jak i ,mniej
aktywowanych” monomerdéw. Uniwersalne reagenty RAFT, ktérych reaktywnos¢ bedzie sie
zmienia¢ w zaleznosci od pH reakcji, okreslane sg jako ,przetaczniki” (ang. switchable RAFT
agents) [110, 111]. Zmiana reaktywnosci tych czynnikdw opiera sie na protonacji pierScienia
pirydynowego, w grupie Z ditiokarbaminianu, silnym kwasem organicznym, np. kwasem
p-toluenosulfonowym (pTsOH) (Schemat 3). Aktywowany w ten sposdb czynnik RAFT jest

stabilizowany poprzez rezonans chemiczny. W efekcie ma on mniejszg zdolnos¢ oddawania
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Schemat 3 Mechanizm zmiany reaktywnosci uniwersalnego czynnika RAFT.

elektronéw w $rodowisku kwasnym, co wptywa na podwyzszenie reaktywnosci wigzania C=S.
Dodatkowo, wprowadzenie grupy elektrodonorowej sgsiadujgcej z wigzaniem podwdjnym
sprawia, ze atom siarki jest mniej podatny na przyjecie elektronéw [112]. Sprotonowana forma
czynnika RAFT kontroluje polimeryzacje monomeréw MAM. Wigzanie C=S w obojetnej formie
,przetgcznika” ma niska reaktywnosé, a rodnik przejsciowy fragmentuje szybciej. Pozwala to na

lepszg kontrole polimeryzacji monomeréw LAM.

4 Metody identyfikacji masy molowej

Syntetyczne polimery to mieszanina makroczasteczek o réznej wielkosci lub/i dtugosci
taricuchdéw. Ze wzgledu na ztozono$é polimerdw masa molowa musi by¢ w pewien sposdb
usredniona, a jej doktadne okreslenie nie jest rzeczg prostg. Zdefiniowanie i wyznaczenie masy
molowej polimeréw (M) jest bardziej ztozonym procesem nizeli okreslenie masy zwigzkéw
niskoczgsteczkowych [113]. Jest to jednak kluczowe, poniewaz wiele wtasciwosci materiatow

polimerowych jest zaleznych od masy czasteczkowej. Wielkos¢ makroczgsteczek ma wptyw na
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fizyczne i mechaniczne wiasciwosci polimerdw, m.in. na rozpuszczalno$é¢, zdolnos$¢ do
krystalizacji, odporno$é chemiczng oraz zdolnos¢ do tworzenia bton i widkien [114]. Masa molowa
odzwierciedla liczbe fancuchéw polimerowych w roztworze oraz stopied ich splatania.
Dodatkowo, roztwory polimerowe o niskiej masie czasteczkowej tworzg inne struktury nizeli
polimery o wiekszej masie czasteczkowej. Wiele witasciwosci materiatéw polimerowych np.
zdolnos¢ do krystalizacji, zalezy nie tylko od ich masy czasteczkowej, ale takze od stopnia
polimeryzacji (X,,). Stopien polimeryzacji okresla liczbe meréw (powtarzajacych sie jednostek)
z ktérych zbudowany jest taricuch polimerowy. Kolejnym parametrem, ktéry pozwala okresli¢
w jakiej czesci otrzymaliSmy polimer o zatozonej masie teoretycznej, jest rozrzut masy
czasteczkowej czyli dyspersyjnos¢ polimeru (P,,). Rozktad mas molowych okresla stopien
ztozonosci mieszaniny, czyli pomaga ocenié, czy metoda polimeryzacji jest optymalna dla syntezy
danego polimeru. Dyspersyjnos¢ masy molowe] definiuje sie jako stosunek wagowo sredniej masy
czasteczkowej (M,,) do liczbowo $redniej masy czasteczkowej (M,,) (6). Polimery o niewielkim
rozrzucie mas czasteczkowych beda odznaczaty sie niska dyspersyjnoscig (1 <P, < 1.5),
natomiast polimery polidyspersyjne bedg stanowi¢ bardziej ztozong i niejednorodng mieszanine

makromolekut (B, > 1.5).

by, =

|

S

(6)

Duza dyspersyjnos¢ ma negatywny wpltyw na witasciwosci uzytkowe polimerdw, dlatego
nowoczesne metody polimeryzacji skupiajg sie na uzyskaniu produktédw o niskim rozrzucie mas
[113]. Tabela 1 przedstawia zakresy polidyspersyjnosci, z jakimi mozemy uzyskaé polimer,
uzywajac popularnych metod polimeryzacji. Polimery o takiej samej sredniej masie molowej
mogg miec inny rozrzut mas molowych, a tym samym rézne wiasciwosci fizykochemiczne [115].
Wartos$¢ by, = 1, jest dla polimeréw syntetycznych czysto teoretyczna, poniewaz zadna z metod

polimeryzacyjnych nie umozliwia syntezy polimeru, w ktérym wszystkie tancuchy sg rowne.
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Tabela 1. Typowe zakresy wartosci polidyspersyjnosci polimeréow syntetycznych otrzymywanych popularnymi
metodami polimeryzacji.

METODA POLIMERYZACJI DYSPERSYJNOSC
Polimeryzacja rodnikowa 1.5-2.0
Kontrolowane polimeryzacje rodnikowe 1.01-1.3
Polimeryzacja stopniowa
. . . . okoto 2.0
(poliaddycja, polikondensacja)
Inne polimeryzacje tanncuchowe >>2.0

Analizy rozrzutu poszczegdlnych mas czasteczkowych dostarczajg  informacji
o okreslonych wtasciwosciach fizycznych polimerdw [116]. Na podstawie liczbowo $redniej masy
czasteczkowe] (M,,), mozna okresli¢ krucho$¢ polimeru, wiasciwosci ptyniecia oraz $ciskania.
Wagowo $rednig mase czgsteczkowa (M,,), mozna powigzaé z wytrzymatoécia polimeru i jego
udarnoscia, czyli podatnoscia na dynamiczne ztamanie. Informacje wigzane z wydtuzaniem
i elastycznoscig polimerdw mozemy uzyskac¢ z analizy rozrzutu Z-$rednich mas czgsteczkowych
(M,). Wprowadzenie réznie zdefiniowanych mas molowych, nie jest zatem czysto teoretycznym
zabiegiem. Duza réznorodnos¢ w definiowaniu mas czgsteczkowych polimeréw spowodowana
jest tym, ze rézne techniki analityczne sg w stanie dostarczy¢ informacji przewaznie o jednej

z nich. Zalezno$¢ poszczegblnych mas molowych mozemy przedstawic¢ nastepujgco:

M, <M, <M, <M, (7)

gdzie: M,, to srednia masa molowa lepkosci wyznaczana metodami wiskozymetrycznymi.

Masa molowa polimerow moze by¢ wyznaczona kilkkoma metodami. Niektére z metod
stuzacych do wyznaczania masy czasteczkowej polimerdw wymagajg wstepnej kalibracji,
bazujacej na znanych masach standardéw polimerowych np. polistyrenu. Metody te okreslamy
jako posrednie, gdyz otrzymanie wiarygodnego wyniku uzaleznione jest od doktadnosci krzywej
kalibracyjnej. Jezeli krzywa kalibracyjna jest wykonana nieprawidtowo obliczona na jej podstawie
masa polimeru bedzie obarczona duzym btedem. Metodami posrednimi sg metody
chromatograficzne, a takze pomiary wykorzystujgce lepkos¢ roztwordw polimerowych. Drugim

typem metod wyznaczania masy czasteczkowej polimeru s3 metody bezposrednie, ktére nie
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wymagajg wczesniejszej kalibracji. Do metod bezposrednich mozemy zaliczy¢ m.in. osmometrie,
ultrawirowanie analityczne, metody spektrometrii mas np. MALDI (MALDI, ang. matrix assisted
laser desorption and ionisation) [117, 118] oraz metody oparte na rozpraszaniu Swiatta np. SAXS
(SAXS, ang. small angle X-ray scattering). Oddzielng grupa metod wyznaczania mas molowych
polimerédw sg metody réwnowaznikowe, oparte na strukturze chemicznej badanego polimeru.
Metody te opierajg sie na analizie grup koncowych, przyktadowo z wykorzystaniem jadrowego

rezonansu magnetycznego (NMR, ang. nuclear magnetic resonance).

4.1 Chromatografia wykluczenia (GPC/SEC)

Jedna z najbardziej popularnych i szeroko stosowanych metod oznaczania mas molowych
polimerdw jest chromatografia wykluczenia (SEC, ang. size exclusion chromatography), ktora jest
rowniez okreslana jako chromatografia zelowa (GPC, ang. gel permeation chromatography).
Terminy SEC i GPC, w kontekscie analizy polimerdw sg uzywane zamiennie, a czesto w literaturze
spotyka sie zapis GPC/SEC, ktorym bede postugiwata sie w niniejszej pracy [76]. Chromatografia
wykluczenia to jedna z metod chromatografii cieczowej, ktéra pozwala na badanie rozktadu masy
czasteczkowej polimerdw, biopolimeréw oraz biatek [119, 120]. W zaleznosci od dobranych
warunkéw mozemy analizowaé (frakcjonowac) zaréwno polimery rozpuszczalne w wodzie, jaki
rowniez w rozpuszczalnikach organicznych. Metoda GPC/SEC pozwala na okre$lenie mas
polimerédw o niskiej dyspersyjnosci, ale réwniez moze by¢ wykorzystywana do wstepnego
rozdzielania mieszanin. Podstawag rozdziatu w chromatografii wykluczenia jest wzgledna wielkos¢
czastek/frakcji polimeru, a doktadniej, promien hydrodynamiczny makroczasteczek. Czas
pozostania poszczegdlnych frakcji polimeru w porach kolumny, zalezny jest od dopasowania
wielkosci ich czasteczek do wielkosci poréw. Rysunek 5 pokazuje droge ,przejscia” czgsteczek
oréznym rozmiarze (promieniu hydrodynamicznym) przez kolumne chromatograficzng,
wypetniong usieciowanym Zelem [121]. Makroczastki o duzych masach czgsteczkowych
zatrzymywane sg tylko przez najwieksze pory, co powoduje ze ich droga przejscia przez kolumne
bedzie krétsza. Analogicznie, substancje o mniejszym rozmiarze bedg mogty penetrowac wiekszg
liczbe poréw, czego wynikiem jest znacznie dtuzsza droga wyptukania (permeacji) tych frakciji.

Catkowicie wykluczane frakcje, to te o bardzo duzym promieniu hydrodynamicznym, ktérym
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T ¥

Sygnat detektora

czas wymywania (mL)
Rysunek 5 Schemat rozdziaty mieszaniny polimeru przy uzyciu chromatografii wykluczenia (GPC) [121].

przypisywane sg duze masy czgsteczkowe. Takie makroczasteczki nie sg zatrzymywane przez
zadne pory, dlatego tez migrujg przez kolumne najszybciej. Czas wykluczenia frakcji
wysokoczasteczkowej bedzie krotszy, niz czas wykluczenia frakcji o posrednich masach,
a niskoczasteczkowe czesci polimeru bedg wyptukiwane z kolumny jako ostatnie. Rozdzielanie
czagstek powinno odbywac sie z jak najmniejszym udziatem sorpcji czgsteczek na kolumnie, czyli
w warunkach eliminacji. O rozdziale powinien decydowad tylko czas dyfuzji molekut w przestrzeni
poréw. Nie zawsze jednak eliminacja oddziatywan sorbcyjnych jest mozliwa, szczegélnie
utrudnione jest to w przypadku rozdziatu mieszanin polarnych polimeréw. Interakcje pomiedzy
fazg stacjonarng, a rozpuszczonym w fazie ruchomej polimerem, bedg rzutowaty na rozdziat.
Oddziatywania te mogg prowadzi¢ do zmiany dyfuzji poszczegdlnych czesci polimeru co na
chromatogramie obserwujemy m.in. jako rozmycie frontalne piku, ogonowanie piku czy wrecz
wydtuzony czas przebywania wszystkich frakcji polimeru na kolumnie. Te niepozgdane interakcje

beda wptywaty na prawidtowe okreslenie mas molowych polimeru oraz jego dyspersyjnosci.
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4.1.1 Gléwne zasady doboru optymalnych warunkéw rozdziatu polimerow

Odpowiednie dobranie fazy stacjonarnej, fazy ruchomej oraz pozostatych warunkéw
analizy, przyktadowo temperatury czy rodzaju detektora, jest niezwykle istotne przy okresleniu
mas molowych polimeru metoda chromatografii wykluczenia [122]. Proces frakcjonowania
przebiega na kolumnach chromatograficznych, ktére upakowane sg wysokoporowatg faza
stacjonarna, o zdefiniowanej wielkoéci poréw (od 50 A do 107A). Uktad przewaznie sktada sie
z kilku kolumn potgczonych szeregowo, gdzie kazda kolumna frakcjonuje czgsteczki o innym
zakresie mas/rozmiaréw (od 100 do nawet ~20 000000 g/mol). Kolumny tgczymy od
najwiekszych do najmniejszych wykluczanych mas czasteczkowych. Obecnie na rynku jest szeroki
wyboér kolumn z dedykowanym wypetnieniem dla rdéznych klas zwigzkéw polimerowych.
W zaleznosci od uzytego ztoza w kolumnie, limit wykluczanych mas moze byé waski,
kilka/kilkadziesiat tysiecy, albo bardzo szeroki, od kilkuset do miliona jednostek masy. Pozwala to
na dobranie odpowiedniej fazy stacjonarnej do rozdziatu badanych mas polimeréw. Dopasowanie
rodzaju ztoza do badanych polimeréw moze by¢ wyzwaniem w przypadku ztozonych uktaddéw
makromolekularnych oraz nowoprojektowanych polimeréw. W tych przypadkach interpretacja
otrzymanych wynikéw moze by¢ utrudniona. W analizie GPC/SEC kolumny sg termostatowane,
atemperatura przewaznie podwyziszona. Ogrzewanie kolumny powoduje zwiekszenie
wspotczynnika rozdzielczosci oraz poprawe procesu przenikania. W niektérych przypadkach aby
poprawié¢ wykluczanie, zmniejsza sie lepkos$¢ rozpuszczalnika np. poprzez stosowanie fazy
ruchomej z DMF, co dodatkowo powoduje zmniejszenie ci$nienia wstecznego w uktadzie. Sktad
eluentu dobieramy na podobnej zasadzie jak w innych metodach chromatografii cieczowe;j
pamietajgc, ze w chromatografii zelowej dazymy do wyeliminowania sorpcji czasteczek na
powierzchni wypetnienia. Faza ruchoma musi dobrze rozpuszcza¢ rozdzielane substancje,
a ponadto dobdr rozpuszczalnik bedzie zalezny od warunkdw rozdziatu. Do rozdziatu
w warunkach niewodnych, popularnie stosowanymi fazami ruchomymi, sg takie rozpuszczalniki
organiczne jak: tetrahydrofuran (THF), toluen, chloroform, N-metylopirolidon czy sulfotlenek
dimetylu (DMSO). Natomiast do analizy polimerdw polarnych stosuje sie wodne fazy ruchome lub
polarne niewodne rozpuszczalniki organiczne, przyktadowo: dimetyloformamid (DMF),
acetonitryl, metanol oraz mieszaniny tych rozpuszczalnikéw z wodnymi roztworami kwasdw,

zasad i soli.
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Standardowym uktadem do chromatografii zelowej jest zestaw od wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC, ang. high performance liquid chromatography). Jednym
z kluczowych elementéw ukfadu chromatograficznego jest detektor. Obecnie najczesciej
uzywanym detektorem w chromatografii wykluczenia jest refraktometr réznicowy (RID, ang.
refractive index detector). Jest to detektor stezeniowy, ktdrego sygnat jest proporcjonalny do
ilosci badanych sktadnikdw rozpuszczonych w fazie ruchomej. Detektor refraktometryczny mierzy
réznice wspotczynnika zatamania Swiatta pomiedzy eluentem w celi odniesienia, a zawartoscia
eluentu przeptywajgcego w trakcie analizy, przez cele pomiarowa. Detektor ten jest okreslany
jako uniwersalny, poniewaz jego odpowiedz nie zalezy od struktury zwigzku chemicznego. Nie jest
rowniez wymagana obecnosci konkretnych grup funkcyjnych w czasteczce, jak ma to miejsce
w przypadku detektora UV-Vis, ktéry jest drugim detektorem stezeniowym popularnie
stosowanym w analizie polimerdw. Niska czutos¢ detektora refraktometrycznego nie utrudnia
identyfikacji mas czgsteczkowych polimeréw, gdyz stezenie probki badanej w tym przypadku
analizy polimerdow jest dos¢ wysokie (¥2 mg/mL). Do okreslenia mas czgsteczkowych polimeréw
stosuje sie rowniez inne detektory lub taczy sie w szereg dwa/kilka réznych typow detektorow.
Detektor refraktometryczny jest umieszczany w takim przypadku na poczatku, poniewaz nie
niszczy on proébki w trakcie analizy. tgczenie detektordw pozwala uzyskaé¢ wiecej informacji
o badanym materiale, dzieki czemu mozliwa jest kompleksowa charakterystyka makroczgsteczek
[123]. Do popularnie stosowanych detektorow w pomiarach GPC/SEC nalezg réwniez: laserowy
detektor rozpraszania Swiatta (LLSD, ang. laser light scattering detector) [124] oraz detektor
wiskozymetryczny. Do okreslania mas czgsteczkowych polimerdw uzywane sg réwniez uktady
wysokosprawnej chromatografii cieczcowej potgczone z spektrometriag mas [125] oraz

z detektorem wytadowan koronowych CORONA-CAD [126].

4.1.2 Krzywa kalibracyjna

Chromatografia wykluczenia umozliwia okreslenie rozktadu masy czgsteczkowej polimeru
poprzez wyznaczenie wartosci M,, M,,, M, oraz umozliwia okre$lenie dyspersyjnoséé¢ polimeru.
W celu prawidtowego wyznaczenia Srednich mas czasteczkowych przy uzyciu chromatografii
wykluczenia, konieczne jest wykreslenie krzywej kalibracyjnej. Rozdziat w metodzie GPC/SEC jest

zalezna od wielkosci czastek w roztworze, nie za$ mas molowych. Poszczegdlne frakcje
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wymywane sg z kolumny w okreslonym czasie/objetosci elucji. Krzywa kalibracyjna pozwala na
przypisanie masy molowej do wielkosci czastek i wykreslana jest na podstawie polimerowych
wzorcéw mas molowych. Do najczesciej uzywanych wzorcéw polimerowych zaliczamy polistyren,
glikol polietylenowy, polimery polisacharydowe, takie jak pullulan oraz dekstran. Jezeli struktura
chemiczna i/lub promien hydrodynamiczny znacznie odbiega od struktury badanego polimeru,
oznaczone masy molowe sg btedne i odnoszg sie tylko do zastosowanych wzorcéw kalibracyjnych
[127]. Najczesciej kalibracja polega na pomiarze objetosci retencji kilku/kilkunastu wzorcow
polimeréw, ktérych zakres mas czasteczkowych jest znany, a rozrzut mas bardzo waski M,,~M,,.
Uniwersalna krzywa kalibracyjna przedstawia zalezno$¢ masy czasteczkowej (log M) od czasu
retencji (tgz) lub objetosci elucji (V) polimeru (Rysunek 6) [128]. Réznica miedzy masami
molowymi oddzielonych frakcji polimeru bedzie zalezna od nachylenia krzywej kalibracyjnej.
Nalezy pamietaé, ze im bardziej ,stroma” jest krzywa kalibracyjna tym mniejsza bedzie réznica
objetosci elucji pomiedzy poszczegdlnymi standardami polimerowymi. Przy duzym wspdtczynniku
nachylenia krzywej kalibracyjnej, interpretacja wynikdw mas molowych dla poszczegdlnych czesci

mieszaniny moze by¢ bardzo trudna lub wrecz niemozliwa.

5 10 15 20 25 V (mL)

Rysunek 6 Uniwersalna krzywa kalibracyjna stosowana w chromatografii GPC/SEC [128].
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4.2 Metoda grup koncowych

Oddzielng grupg metod uzywanych do okreslania masy molowej s3 metody
rownowaznikowe takie jak np. analiza grup koncowych. Metoda grup koncowych polega na
okresleniu liczbowo sSredniej masy czasteczkowej polimeru, poprzez ilosciowe okreslenie grup
funkcyjnych (-COOH, -OH, -NH,) znajdujgcych sie na koncach taricucha makroczasteczek.
Oznaczenie grup kwasowych przeprowadza sie poprzez miareczkowanie roztworu polimeru
mianowanym roztworem wodorotlenku sodu (NaOH) lub potasu (KOH) w $rodowisku
niewodnym. Grupy hydroksylowe oznacza sie m.in. poprzez reakcje polimeru rozpuszczonego
w chloroformie z chlorkiem 2,4-dinitrobenzylu. Natomiast do okreslenia ilosci grup aminowych
stosuje sie miareczkowanie mianowanym roztworem mocnego nieorganicznego np. kwasu
siarkowego (H2S04) [114]. Metode alkacymetryczng stosuje sie gtdwnie do oznaczania polimerow
z kwasowymi grupami koricowymi takimi jak np. poliamidy. llosciowe okreslenie grup
karboksylowych i hydroksylowych mozemy przeprowadzi¢ réwniez metodami miareczkowania
potencjometrycznego oraz metodg wolumetryczng tj. miareczkowaniem metoda Karla Fischera.

Analiza grup koncowych mozliwa jest takze za pomocg spektroskopii protonowego
rezonansu magnetycznego (*H NMR) [129, 130]. Okreslenie wartosci M_n przy uzyciu tej techniki
opiera sie na kilku zatozeniach. Najwazniejszym z nich jest mozliwos¢ identyfikacji sygnatéw
protondw nalezgcych do jednej z grup koncowych. Okreslenie masy molowej metoda NMR jest
Scisle zwigzane z prawidtowg identyfikacjg tych sygnatow. Przesuniecia chemiczne od protondéw
grup koncowych muszg by¢ tatwe do odrdznienia, od sygnatdw powtarzajacych sie jednostek
polimeru. Poprawnos$é oznaczen tg metodg jest uzalezniona nie tylko od rodzaju grupy funkcyjnej,
ale takze od wielkosci polimeru. Przy bardzo duzych masach polimeru sygnat protonéw grupy
koricowej bedzie trudny do zidentyfikowania i prawidtowe] integracji, co bedzie utrudniato
okreslenie masy molowej polimeru. Ostatnig istotna kwestig jest znajomos¢ struktury meréw oraz
masa molowa powtarzajacej sie jednostki. Po okre$leniu stosunkéw sygnatéw protonéw
w grupach kofAcowych, do sygnatéw protonéw w tariicuchu oraz uwzglednieniu ilosci protonéw

odpowiadajacych kazdemu sygnatowi i pomozeniu otrzymanego wyniku przez mase molowa

powtarzajgcej sie jednostki, jestesmy w stanie wyliczyé wartos¢ M_n Dodatkowo, w przypadku,
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gdy grupy koricowe majg rozbudowang strukture, ich masa powinna byé uwzgledniona
w obliczeniach, czyli dodana do otrzymanego iloczynu.

Metoda grup koncowych jest rowniez wykorzystywana w okresleniu masy molowej
polimerdw przy uzyciu spektroskopii NMR polimeréw w fazie statej (ssNMR, ang. solid-state NMR)
[131], spektrometrii mas z jonizacjg probki laserem wspomagang matryca z detektorem czasu
przelotu (MALDI-TOF-MS, ang. matrix assisted laser desorption time-of-flight mass spectrometry)

[132] oraz spektroskopii w bliskiej podczerwieni (NIR, ang. near infrared spectroscopy ) [133].

5 Zwiazki 2-pirydynylo-TGO

Modyfikacje struktur chemicznych polegajg na wprowadzeniu do czgsteczki konkretnych
grupy funkcyjnych, na drodze charakterystycznych reakcji chemicznych. Odbywa sie to poprzez
przeprowadzenie jednej lub wielu grup funkcyjnych w inne ugrupowanie. W czasteczkach z duza
iloscig roznych grup funkcyjnych konieczne jest czasowe zablokowanie aktywnosci niektérych
z nich. W tym celu stosuje sie grupy ochronne, ktdre zabezpieczajg grupe funkcyjng np.
hydroksylowg, na danym etapie syntezy Grupy ochronne w chemii organicznej stosowane sg
w wieloetapowej syntezie zwigzkéw organicznych m.in. zwigzkéw aktywnych biologicznie, takich
jak biatka, kwasy nukleinowe czy lipidy [134]. Powinny one wykazywac szereg wtasciwosci, wsrdd
ktérych najistotniejsza kwestig jest wysoka wydajnos¢ proceséw blokowania i odblokowywania.
Blokowanie powinno odbywacé sie w sposéb selektywny, bez uzycia agresywnych odczynnikéw
chemicznych. W trakcie syntezy grupa ochronna powinna by¢ stabilna, a jej wprowadzenie do
czagsteczki nie powinno generowaé dodatkowych centréw symetrii, co moze powodowac
zmniejszenie wydajnosci syntezy docelowego produktu Usuwanie grupy ochronnej powinno
przebiega¢ w sposob selektywny, a sama grupa, po odblokowaniu, nie powinna przeszkadzaé
w oczyszczaniu produktu [134].

W badaniach przedstawionych w niniejszej pracy doktorskiej otrzymane monomery sg
analogami termolabilnych grup ochronnych (TGO), ktérych budowa bazuje na ugrupowaniu
2-N-pirydynylowym.  Termolabilne  grupy ochronne sg zwigzkami  organicznymi
wykorzystywanymi w chemii kwaséw nukleinowych do blokowania aktywnosci grupy

fosforanowej [135], aminowej [136] oraz hydroksylowej [137]. Wiasciwosci TGO wynikajg z ich
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budowy chemicznej, w szczegdlnosci z obecnosci pierscienia pirydyny w strukturze. Rysunek 7
przedstawia ogdlny schemat budowy TGO oraz pokazuje mozliwe miejsca modyfikacji grupy
ochronnej. Modyfikacje struktury chemicznej, poprzez wprowadzanie odpowiednich grup
funkcyjnych, wptywa na reaktywnos$¢ chemiczng TGO oraz szybkos¢ procesu odblokowania.

Uwalnianie funkcji ochranianej grupy funkcyjnej nastepuje w warunkach neutralnych, bez udziatu

facznik” alkilowy

weglan/fosforan

R3

/ X=CorP-O
Z\

Ry=H, Ph
2-N-pirydynylowe

|
ugrupowanie NS O. 0. R, =H, CH3, Bn
o charakterre — R3 I\|J/\|/ X R R; = EWG/EDG
R, R,

! |
nukleofilowym (@) R = np. kwas nukleinowy

Rysunek 7 Struktura chemiczna szkieletu termolabilnych grup ochronnych oraz mozliwe miejsca modyfikacji.

powszechnie uzywanych w tym celu reagentdw, takich jak kwasy, zasady czy zwigzki utleniajace.
Proces odblokowania nastepuje poprzez atak nukleofilowy atomu azotu pierscienia pirydyny na
wegiel a faincucha hydroksyetylowego, w wyniku czego tworzy sie zwigzek bicykliczny,
a blokowana grupa funkcyjna zostaje uwolniona (Schemat 4). Wtasciwosci absorpcyjno-emisyjne
produktu bicyklicznego pozwalajg na tatwag jego identyfikacjie oraz stanowig potwierdzenie
mechanizmu, wedtug ktdrego zachodzi odblokowanie. Jonowy charakter cyklicznej formy

termolabilnej grupy ochronnej, utatwia oddzielenie jej od pozostatych sktadnikdw mieszaniny

= N ¢ 90°C Ry = N o
| — | + €O, * R—O

R N/\/u R
3 R, R \g/ R ¢ Ry
2 1 3
R, = H, Ph
R, = H, CH3, Bn
Ry = EWG/EDG

R = ochraniana grupa funkcyjna

Schemat 4 Proces usuniecia termolabilnej grupy ochronnej poprzez wewnatrzczasteczkowg cyklizacje.
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W procesie  oczyszczania np. poprzez ekstrakcje, czy oczyszczanie na kolumnie
chromatograficznej, co wptywa to na zwiekszenie efektywnosc i wydajnosé procesu.

Gtéwnym narzedziem w sterowaniu procesem wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji jest
modyfikacja struktury termolabilnych grup ochronnych. Funkcjonalizacja ugrupowania
2-N-pirydynylowego (Rz) pozwala na zmiane reaktywnosci TGO, poprzez efekty elektronowe.
Wprowadzenie grupy EDG (EDG, ang. electron donating group) w pozycji Rz, utatwia stabilizacje
tworzgcego sie pierscienia heterocyklicznego. Natomiast wprowadzenie w tej pozycji grupy EWG
(EWG, ang. electron withdrawing group) oraz grupy o duzej zawadzie sterycznej, bedzie
zmniejszato efektywnos¢ ataku nukleofilowego azotu pirydyny. Wprowadzenie modyfikacji
w obrebie pierscienia pirydyny (R3) wptywa na nukleofilowosé pierscienia, a tym samym na
efektywnos$¢ wewnatrzczasteczkowej cyklizacji. Grupy elektrodonorowe bedg przyspieszaty
proces, a grupy odciggajgce elektrony z pierscienia heterocyklicznego bedga rekcje spowalniaty.
Zmiany strukturalne w obrebie fancucha alifatycznego beda réwniez wptywaty na szybkosc¢
procesu usuniecia grupy TGO. Wprowadzenie grupy EWG/EDG jako podstawnik R; bedzie
w analogiczny sposéb, jak w pozostatych miejscach modyfikacji, wptywato na proces usuniecia
grupy termolabilnej. Mozemy kontrolowac¢ proces odblokowania nie tylko poprzez modyfikacje
strukturalne, a takze przez czynniki zewnetrzne, takie jak temperatura czy pH srodowiska reakcji.
Podwyiszenie temperatury reakcji odblokowania powoduje przyspieszenie usuwania TGO.
W reakcji modelowej prowadzonej w temperaturze 90 °C odblokowanie nastepuje bardzo szybko,
w zaleznosci od budowy grupy, nawet po kilku/kilkunastu minutach. Szybkos¢ reakcji moze by¢
kontrolowana nie tylko zmiang temperatury, ale takze poprzez pH reakcji.
Wewnatrzczgsteczkowa cyklizacja moze by¢ czasowo blokowana, poprzez protonacje azotu
pirydyny, przy uzyciu mocnego kwasu. Zmiana pH reakcji na obojetne/zasadowe pozwala na
wznowienie procesu odblokowania. Dodatkowym czynnikiem, dzieki ktoremu proces usuwania
moze by¢ kontrolowany, jest polarnos¢ srodowiska reakcji. W rozpuszczalnikach polarnych
reakcja wewnatrzczasteczkowej cyklizacji bedzie przebiegata szybciej niz w rozpuszczalnikach

niepolarnych, czy polarnych aprotyczynych.
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1 Otrzymywanie alkoholowych prekursorow monomerow

W czesci literaturowej omowiono jak podstawniki chemiczne w strukturze termolabilnych
grup ochronnych wptywajg na szybkos$¢ uwalniania zwigzku cyklicznego (deprotekcji), podczas
ochrony waznych grup funkcyjnych takich jak: hydroksylowa, fosforanowa czy estrowa.
Dotychczas zastosowanie TGO ograniczato sie do ortogonalnej ochrony reaktywnych centréw np.
w nukleozydach, nukleotydach czy kwasach nukleinowych (patrz Rozdziat 5, Czesci |, str. 54).
Potencjat tkwigcy w procesie wewnatrzczasteczkowej cyklizacji moze by¢ takze wykorzystany
w uktadach makromolekularnych np. sterujac uwalnianiem zwigzkéw aktywnych. W zwigzku
Z powyzszym W niniejszej pracy podjetam préobe wykazania, Ze cyklizacja wspomagana
temperaturg moze byé rowniez skutecznie wykorzystywana w systemach polimerowych, jako
mechanizmu uwalniania czasteczek do uktadu. Zagadnienie to podzielitam na kilka etapow
badawczych, ktére tgczg cele syntetyczne i analityczne. Gtéwnym celem syntetycznym pracy byto
zaprojektowanie i otrzymanie polimerdw, dla ktérych proces wewnatrzczasteczkowej cyklizacji
bytby mozliwy do przeprowadzenia. Zbadanie wtfasciwosci modelowych polimeréw umozliwi
zaprojektowanie nowych materiatéw polimerowych, takich jak nosniki czy kapsuty polimerowe.
Gtéwnym mechanizmem uwalniania zwigzkéw aktywnych biologicznie, z polimeréw
zawierajgcych uktady 2-aminopirydynylowe, bytaby wewnatrzczasteczkowa cyklizacja.
Zaprojektowanie polimeru posiadajgcego mozliwos$é uwalniania czesci tarcucha bocznego
w wyniku reakcji cyklizacji, nie jest rzecza prostg. Dodatkowo, kontrola szybkosci procesu
powinna by¢ tatwa. W proponowanych modelowych polimerach, funkcja grupy TGO jest
zmieniona, gdyz ugrupowanie 2-aminopirydynylowe nie petni juz roli ochronnej, tylko jest
integralng czesciag makroczasteczki. Kazda jednostka polimeru (mer) zawierajgca linowa forme
TGO, w wyniku zmian srodowiska zostaje przeksztatcona w forme cykliczng. Tworzacy sie zwigzek
bicykliczny jest w tym przypadku modelowym zwigzkiem aktywnym, ktéry ma by¢ ochraniany

przez pozostatg czesé czgsteczki czyli tancuch polimerowy, do momentu jego uwolnienia z uktadu.
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Charakterystyczne wiasciwosci spektroskopowe (m.in. absorpcja w zakresie UV) zwigzku

cyklicznego, pozwalajg w tatwy sposéb monitorowaé proces uwalniania.

Br )N@ N7~
~ H HO = /) !
| * WN 0L~ =
~_N HOWN ‘R |—— h ) _— > 4\IC-Jr \in I;
2-aminopirydynylowy
ALKOHOL MONOMER

Schemat 5 Schemat blokowy syntezy alkoholi i monomerodw.

Pierwszym etapem otrzymywania polimeru modelowego, w ktérym proces
wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji indukowanej temperaturg mogtby byé badany, byta synteza
alkoholowych prekursoréw monomeroéw, ktére nastepnie przeprowadzane byty w odpowiednie
monomery (Schemat 5). Synteza 2-aminopirydynylowych alkoholi polegata na substytucji do
pierscienia aromatycznego i byta wspomagana za pomocg promieniowania mikrofalowego.
Przebieg syntezy przedstawia Schemat 6. Pomimo obecnosci wolnej grupy hydroksylowej, to
drugorzedowa grupa aminowa, ze wzgledu na wiekszg kwasowos$¢ protonu, ulega reakcji
substytucji do pierscienia pirydyny. Wybratam trzy warianty 2-aminopirydynylowych analogéw
TGO (3a-c), ktére roznity sie szybkoscig uwalniania funkcji hydroksylowej. Podczas projektowania
TGO zauwazono, ze podstawnik przy egzocyklicznym atomie azotu ma duzy wptyw na szybkos¢

reakcji cyklizacji, tzn. szybko$¢ termicznego odblokowania wzrasta, gdy podstawniki

TEA, DMF

B H 130°C, MW /@
I - ' HO Z
N TR Vh\n?“ %'T‘ N
R
1 2a-c 3a-c

a R=CH;,n=1
b R=CH,C;H;, n=1
¢ R=CH;z,n;=2

Schemat 6 Ogolny schemat syntezy pirydyn-2-yl-aminoalkoholi.
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R uszeregujemy w nastepujacy sposob H < CH3 < CH,CgHs [137]. Nukleofilowos$¢ atomu azotu
w pierscieniu pirydyny jest sitg napedowg (warunkiem koniecznym) reakcji cyklizacji, jednakze to
uktad przestrzenny atomow w czgsteczce (konformacja) determinuje szybkos¢ termocyklizacji.
Krystalizacja zwigzku pozwala na zbadanie konformacji o najnizszej energii. Na podstawie badan
krystalograficznych aminoalkoholi zidentyfikowano dwa katy torsyjne (N1-C2-N2—-C7 oraz C2—-
N2-C7-C8) jako kluczowe do przewidywania termolabilnych wtasciwosci czgsteczek TGO
(Rysunek 8). Dodatkowo, skrocenie w konformacji odlegtosci N1-C8 sprzyja procesowi cyklizacji
w weglanach. Zwigzki w ktérych odlegto$é N1-C8 jest najmniejsza charakteryzujg sie najkrétszym
czasem termocyklizacji [138]. Ponadto, najkorzystniejsze energetycznie jest formowanie sie
pierscienia pieciocztonowego. Dla niektérych zwigzkéw mozliwe jest réwniez tworzenie sie
pierscienia szesciocztonowego, jednak szybkos$é cyklizacja znaczgco sie zmniejsza. Wprowadzenie
zmian w strukturze 2-aminopirydynylowych alkoholi ma na celu sprawdzenie jak modyfikacje
chemiczne wptywaja na tworzenie polimeru oraz szybko$¢ procesu wewngtrzczasteczkowej
cyklizacji dla wprowadzonych 2PyTGO. Hipotetycznie, proces uwalniania zwigzku bicyklicznego
powinien przebiega¢ podobnie, jak odblokowywanie centrum hydroksylowego np.

w nukleozydach.

Rysunek 8 Model strukturalny TGO z uwzglednieniem katéw torsyjnych na przyktadzie alkoholu 3b [138].

Zdecydowatam sie na badanie struktur zawierajgcych dwa rézne podstawniki w pozycji R:
grupe metylowa (3a, 3c) oraz grupe benzylowa (3b) (Schemat 6). Obie modyfikacje zwiekszaja
nukleofilowos¢ endogennego atomu azotu. Podstawnik metylowy, bedacy nieduzym
objetosciowo podstawnikiem alifatycznym, bedzie dostarczat elektrony do czgsteczki, stabilizujac
powstajgcy uktad bicykliczny. Jednoczesnie wielkos¢ podstawnika nie powinna przeszkadzaé

w ataku nukleofilowym azotu pirydyny, na wegiel atancucha alifatycznego. Wprowadzenie
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podstawnika benzylowego w pozycji R réwniez bedzie stabilizowato powstajgcy zwigzek cykliczny.
Jest to podstawnik typu EDG?, ktdry jest objetosciowo wiekszy niz grupa metylowa. Dodatkowo,
rotacja pierscienia aromatycznego wokét wigzania pojedynczego moze, w przypadku uktadow
makromolekularnych, potencjalnie powodowac zawade przestrzenng. Pomimo to, formowanie
sie zwigzku bicyklicznego powinno byé nadal mozliwe, ewentualnie czas jego odtgczenia moze
ulec zmianie. Jako trzecig modyfikacje (3¢) wybratam wydtuzenie mostka alifatycznego, o jeden
atom wegla (n1=2) przy jednoczesnym wprowadzeniu podstawnika metylowego w pozycji R.
Wprowadzona modyfikacja powala sprawdzi¢, czy tworzenie sie zwigzku bicyklicznego,
o pierscieniu szesciocztonowym, jest mozliwe dla makromolekularnych uktadéw, oraz jak
wydtuzenie tancucha alifatycznego wptywa na polimeryzacje.

Synteza 2-aminopirydynylowych alkoholi polegta na reakcji addycji 2-bromopirydyny 1 do
aminoalkoholu 2a-c. Reakcje przeprowadzone byty w polarnym rozpuszczalniku aprotycznym,
jakim jest N,N-dimetylformamid (DMF), natomiast moc uzytych mikrofal wynosita ok. 300 W.
W trakcie reakcji powstaje gazowy bromowododr, ktéry byt wigzany w sél, poprzez amine
trzeciorzedowg - trietyloamina (TEA). W reakcjach wykorzystatam procedury syntez alkoholi
opracowanych i opublikowanych przez Zaktad Chemii Biopolimeréw [139]. Metodyke syntez
zwigzkéw 3a-c zamieszczono w dalszej czesci pracy w sekcji ,Synteza chemiczna”, w Czesci IV.
Reakcje syntezy 2-aminopirydynylowych prekursoréw monomeréw przebiegajg z wydajnoscig na
poziomie 25-45%. Okazuje sie, ze pomimo uzycia wspomagania mikrofalowego, jest to
najwolniejszy etap syntezy. Otrzymane produkty 3a-c majg postac gestych olejowych cieczy, a ich
oczyszczanie musi byé przeprowadzane za pomocg chromatografii kolumnowej, przy
zastosowaniu elucji gradientowej. Jako fazy ruchomej uzywatam mieszaniny sktadajgcej sie
n-heksanu i octanu etylu. Produkty zbierane byty przy gradiencie 50-60% octanu etylu. Struktura
chemiczna 3a-c zostat potwierdzona przy uzyciu spektroskopii *H NMR i 13C NMR, natomiast masa
alkoholi zostata potwierdzona za pomocy wysokorozdzielczej spektrometrii mas z jonizacjg
elektrorozpylaniem (ESI, ang. electrospray ionisation). Ponadto dla alkoholu z podstawnikiem

benzylowym (3b) przeprowadzitam rowniez analize widm dwuwymiarowych: COSY (ang.

8 EDG (ang. electron donating group) — podstawnik zwiekszajgce gesto$é¢ elektronowa sprzezonego uktadu
wigzan m. [J. McMurry, Chemia organiczna, t. 3, PWN, Warszawa 2007, Rozdziat 16.5]
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correlated spectroscopy), HSQC (ang. heteronuclear single-quantum coherence) oraz HMBC (ang.

heteronuclear multiple bond correlation).

2 Otrzymywanie monomerow 2-pirydynylowych

Kolejnym etapem byto przeksztatcenie otrzymanych alkoholi w monomery, ktére
nastepnie bedg poddawane polimeryzacji. Synteza monomeréw 4a-c polegata na reakgcji
odpowiedniego prekursora monomeru w postaci 2-aminopirdynylowego alkoholu (3a-c)
z chlorkiem akryloilu (Schemat 7). Otrzymane monomery (akrylany) sg estrowymi pochodnymi
kwasu akrylowego, ktére tatwo ulegajg reakcjom polimeryzacji, ze wzgledu na wysoka
reaktywnosc¢ wigzania podwdjnego. Reaktywnos¢ akrylanéw wynika z ich budowy chemicznej.
Sprzezone z grupa karboksylowg wigzanie winylowe pomaga w osiggnieciu wyzszych statych
szybkosci procesu propagacji (kp). Reaktywnosé monomeru to obok reaktywnosci rodnikéw oraz
lepkosci mieszaniny, jeden z gtéwnych czynnikéw wptywajacych na szybkos$¢ wzrostu faricucha
[140]. Reakcja substytucji do chlorku kwasu akrylowego przebiega z bardzo dobrg wydajnoscia
[141], wymaga jednak nadzwyczajnych srodkéw ostroznosci (np. maska z filtrem i dodatkowa
ochrona dtoni), poniewaz chlorek akryloilu jest substancjg wysoce tatwo palng, niebezpieczng dla
Srodowiska i bardzo toksyczng. Reakcja jest réwniez egzoenergetyczna, dlatego roztwor alkoholu
musi by¢ na samym poczatku schtodzony, dlatego tez, dopiero do mieszanego roztworu
o temperaturze ok. 5 °C, dodawatam kroplami roztwor chlorku kwasu akrylowego. Postep rekgcji

sprawdzany byt na biezgco przy uzyciu chromatografii cienkowarstwowej. Otrzymane monomery
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Schemat 7 Ogdlny schemat syntezy pirydyn-2-yl-aminoalkoholi.
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4a-c oczyszczatam przy uzyciu chromatografii cieczowej, w gradiencie chlorek metylenu/metanol.
Faza ruchoma potrzebna do wymycia monomeréw z kolumny zawierata 3% metanolu. Doktadna
procedura syntezy monomerow zostat umieszczona w Czesci IV (podrozdziaty 2.9.4 — 2.9.6).
Struktura chemiczna monomerdéw 4a-c zostat potwierdzona przy uzyciu spektroskopii *H NMR
oraz 3C NMR, natomiast masa akrylandw przy uzyciu wysokorozdzielczej spektrometrii mas

z jonizacja elektrorozpylaniem.

3 Otrzymywanie polimerow responsywnych

3.1 Otrzymywanie poli(N-izopropylakrylamidu) - PNIPAM@®bmaT)

Uzyskanie monomerow 4a-c pozwolito przejs¢ do kolejnego etapu syntetycznego, ktérym
byta homopolimeryzacja. Jako metode syntezy wybratam polimeryzacja rodnikowga z addycyjno-
fragmentacyjnym przeniesieniem tadunku (RAFT). Szereg zalet polimeryzacji RAFT (podrozdziat
3.2, Czescé 1), a w szczegdlnosci otrzymywanie polimerdw o niskiej polidyspersyjnosci, byto jednym
z gtéwnych powoddéw wykorzystania tej techniki do syntezy zaprojektowanych polimerdw.
Dodatkowo duza popularno$¢ metody polimeryzacji RAFT w syntezie polimerdw o rdzinej
aktywnosci, a co za tym idzie mnogo$é doniesien literaturowych, byto kolejnym istotnym
czynnikiem przy wyborze tej metody [108, 141, 142].

Do wstepnych reakcji polimeryzacji postanowitam wykorzysta¢ stosunkowo niedrogi
i dostepny komercyjnie monomer N — izopropylakrylamidu (NIPAM). Reaktywno$é chemiczna
NIPAM jest zblizona do otrzymanych monomeréw, opartych o 2PyTGO. W zwigzku z tym, po
zakonczeniu optymalizacji mogtam przenies¢ dobrane warunki na polimeryzacje monomeroéw
4a-c. Catkowity proces otrzymywania i oczyszczania monomerdow 4a-c jest czasochtonny, dlatego
wybér bardziej dostepnego monomeru do wstepnej optymalizacji, wydawat sie zasadny.
Wtasciwosci  poli(N-izopropylakrylamidu) (patrz podrozdziat 2.2.2, Cze$¢ 1) s szeroko
wykorzystywane, od inzynierii tkankowej, poprzez hodowle komérek, powlekanie biomedyczne
czy dostarczanie lekdéw. Skutkuje to dostepnoscig w literaturze naukowej wielu procedur syntezy
polimerdw i kopolimeréw PNIPAM [143]. Optymalizacja reakcji, w kontekscie polimeryzacji RAFT,
polega na dobraniu odpowiednich stosunkdéw inicjatora, czynnika przeniesienia faricucha

i monomeru oraz kolejno czasu reakgcji, ilosci rozpuszczalnika, a takze temperatury reakcji. Kazdy

62



Badania wlasne i dyskusja wynikow

z wymienionych wyzej czynnikéw ma istotny wptyw na szybkosé reakcji polimeryzacji, konwersje

monomeru oraz Srednie masy czgsteczkowe otrzymywanego polimeru (rozrzut masy molowej).

\)(J)\ DDMAT, ACHN HN_ O
X - S__S
NH _ . g AT
/J\ 1,4-dioksan, N, 90°C s
0~ "OH

NIPAM PNIPAM ppyar)

Schemat 8 Schemat polimeryzacji PNIPAM, przy uzyciu DDMAT jako reagenta RAFT i inicjatora ACHN.

Reakcje polimeryzacji PNIPAM przeprowadzitam na linii Schlenka, w atmosferze gazu
obojetnego (azot), uzywajgc bezwodnego 1,4-dioksanu jako srodowiska reakcji (Schemat 8).
Wybrany czynnik RAFT to kwas 2-(dodecylotiokarbonotioyltio)-2-metylopropianowy (DDMAT)
(Rysunek 9), ktory jest czynnikiem wzrostu tancucha odpowiednim do polimeryzacji akrylamidow.
Do inicjacji reakcji polimeryzacji uzytam 1,1’-azobis-(cykloheksankarbonitryl) (ACHN), ktéry jest

stabilnym termicznie inicjatorem uzywanym w polimeryzacjach rodnikowych.

S\Eﬁ%(im

DDMAT

Rysunek 9 Czynnik przeniesienia taricucha — reagent RAFT.

Reakcja polimeryzacji PNIPAM zostat przeprowadzona wedtug standardowej procedury,
wedtug ktérej monomer i inicjator rozpuszcza sie w medium reakcyjnym i umieszcza w amputce
lub kolbie Schlenka. Nastepnie dodaje sie roztwor reagenta RAFT i przeprowadza procedure
usuniecia nasyconych gazéw z roztworu, takich jak tlen czasteczkowy (02). W tym celu mieszanine
wymraza sie, a nastepnie obniza cisnienie za pomocag pompy prézniowej, aby odpompowaé gaz
nad roztworem, a po usunieciu podci$nienia doprowadza sie roztwér do temperatury pokojowej.
Caty cykl FPT (ang. freeze-pump-thaw) powtarza sie trzykrotnie. W kolejnym kroku mieszanina

jest ogrzewana do temperatury, w ktérej nastepuje reakcja inicjacji. Temperature inicjacji
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Schemat 9 Reakcja generowania rodnika inicjujgcego na przyktadzie inicjatora ACHN.

warunkuje uzyty zwigzek inicjujacy np. inicjatory azowe, ktore pod wptywem temperatury i/lub
Swiatta ulegajg rozpadowi na dwa reaktywne karborodniki inicjujgce (I°) oraz gazowy azot
(Schemat 9). Szybkos¢ rozktadu inicjatora w roztworze jest zgodna z kinetyka szybkosci reakgji
pierwszego rzedu i jest rézna ze wzgledu na rdznice w strukturze inicjatorow. Dobér temperatury
reakcji, w ktérej generowany jest I° wptywa na kolejne etapy reakcji polimeryzacji. Optymalna
temperatura formowania sie rodnika inicjatora jest przewaznie zblizona do 10-godzinnej
temperatury poéttrwania uzytego inicjatora. Parametr, ten okre$la temperature, w ktérej
obserwujemy zmniejszenie sie stezenia (ilosci) grupy azowej o potowe, w ciggu 10 godzin
ogrzewania w rozpuszczalniku. Generowanie rodnika inicjatora w temperaturze nizszej, niz
temperatura pottrwania powoduje obnizenie szybkosci formowania sie rodnika inicjujacego.
Natomiast znaczne podwyziszenie temperatury reakcji wzgledem temperatury poéttrwania,
skutkuje szybkim zuzywaniem sie rodnika weglowego w konkurencyjnych do polimeryzacji
reakcjach rekombinacji i dysproporcjonowania. Dla inicjatora ACHN 10-godzinna temperatura
pottrwania wynosi 88 °C, dlatego temperatura reakcji réwna 90 °C okazata sie optymalna, co
potwierdzitam prowadzac reakcje w temperaturze 70 °C oraz 80 °C. W obydwu przypadkach
konwersja monomeru, po takim samym czasie prowadzenia reakcji, byta nizsza niz dla reakc;ji
prowadzonych w 90 °C (Tabela 2). Postep reakcji badatam za pomoca widma H NMR, gdzie
analizowatam zmiany stosunku sygnatéw pochodzacych od formujgcego sie polimeru (& 4.00
ppm, 1H; 2.88 — 0.93 ppm, 9H), oraz protondw wigzania winylowego monomeru (6 6.32 — 5.93
ppm, 3H). Reakcje polimeryzacji PNIPAM uznawatam za zakonczong, kiedy konwersja monomeru
wynosita ponad 85%, a czas reakcji nie byt dtuzszy niz 12 godzin. Jezeli w tym czasie konwersja
monomeru byta ponizej 50% kontynuowatam proces optymalizacji syntezy. Czas trwania reakgji

byt wydtuzany tylko w przypadku syntezy polimeréw o masie molowej wiekszej niz 40 000 g/mol.
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Po uzyskaniu zadowalajgcej konwersji monomeru, mieszanina reakcyjna byta szybko wymrazana
ciektym azotem, co powodowato wygaszenie wszystkich aktywnych rodnikéw. Uzyskany polimer
oczyszczatam metodg precypitacji z zimnego n-heksanu, a nastepnie suszytam przez 24 h pod

prdéznig. Uzyskane polimery PNIPAM miaty postac biatego, sypkiego proszku.

Tabela 2 Zestawienie reakcji chemicznych majacych na celu optymalizacje temperatury. Kolorem zostaty
zaznaczone wybrane warunki do dalszej optymalizacji.

Symbol [MI/[RAFT]/[] AT Konwersja
. o Czas [h] /1 a)
reakcji [NIPAM] [DDMAT] [ACHN] [°cl [%]
4.2 300 1.5 1 70 10 35
4.5 300 1.5 1 80 10 47
4.6 300 1.5 1 90 10 89
a) wyznaczona z pomiaréw 'H NMR (400 MHz, CDCls)

Istotnym parametrem podlegajgcym optymalizacji byta ilos¢ regenta RAFT wzgledem inicjatora.
Wartosé ta wptywa m.in. na mase molowg otrzymanego polimeru (Rownanie 8) oraz na ilos¢
aktywnych rodnikdw propagujacych. Wraz z redukcjg ilosci czynnika wzrostu tancucha,
generowanych jest mniej aktywnych rodnikéw propagujgcych, co skutkuje wyzszg masg molowg
otrzymanych polimeru. Dla wszystkich polimeryzacji PNIPAM, ktére byly przeprowadzane

konwersja monomeru byta bardzo wysoka (Tabela 3).

_ (IMIXM monomeru) ., Konwersja
Mn,teoretyczna - [RAFT] 100% + MRAFT (8)
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Tabela 3 Reakcje optymalizujace ilosci reagenta RAFT. Kolorem zostaty zaznaczone warunki wybrane do
homopolimeryzacji monomeréw 2PyTGO.

Symbol [MI/[RAFTI/[1] AT a | Czas | Konwersja 0
.. o Mn, teoretyczna o/1b) Mn, NMR
reakcji | [NIPAM] | [DDMAT] | [AcHN] | [°C] [h] [%]
4.7 300 0.75 1 90 47 000 15 91 -
4.6 300 1.5 1 90 22 000 10 89 8 800
4.10 300 3 1 90 12 000 10 93 3200
4.9 300 4 1 90 9000 10 96 2 500
411 300 5 1 90 7 000 10 84 -
a) teoretyczna masa molowa zostat obliczana przy zatozeniu 100% konwersji monomeru
b) konwersja monomeru wyznaczona z pomiaréw *H NMR (400 MHz, CDCls)
< masa molowa w oparciu o analize *H NMR sygnatéw grup koricowych

Wyznaczenie $redniej masy molowej, w oparciu o grupy konicowe okazato sie dos¢ trudne. Ze
wzgledu na brak dostatecznie silnych sygnatéw, ktére mozna bytoby prawidtowo zintegrowac,
wyznaczenie mas molowych dla niektdérych produktéw PNIPAM ppmar) okazato sie niemozliwe. Dla
tych polimeréw, dla ktérych na widmie *H NMR widoczny byt sygnat grup koricowych wyznaczone
masy trudno byto poréwnywac z masami teoretycznymi. Pomimo tego, potwierdzono zaleznos¢
ilosci uzytego czynnika wzrostu taricucha wzgledem masy otrzymywanych polimeréw. Do reakcji
startowych z monomer 4a postanowitam uzyé warunkéw z reakcji 4.10.

Bazujac na wybranej ilosci molowej DDMAT do ACHN (3/1) sprawdzitam rowniez, czy ilosé
uzytego monomeru NIPAM wptywa na czas reakcji (Tabela 4). Z obserwacji wynika, ze
w przypadku polimeryzacji wiekszych ilosci monomeru, zadawalajgce konwersje monomeru
otrzymujemy dopiero po 20 godzinach. Natomiast, dla nizszych stosunkéw molowych monomeru

wzgledem inicjatora reakcje mozna zakonczy¢ juz po 4 godzinach.

Tabela 4 Zestawienie reakcji majace na celu sprawdzenie wptyw ilosci uzytego monomeru na czas polimeryzacji.

.. M]/[RAFT]/[I i
SymbOI reakql [ ]/[ ]/[ ] eT M, teoretyczna a Czas [h] Konowebr)SJa
[NIPAM] | [DDMAT] | [AcHN] | [°C] [%]

4.20 150 3 1 90 6 000 4 97
4.17 300 3 1 90 12 000 9 91
4.24 800 3 1 90 30000 20 86

a) teoretyczna masa molowa zostat obliczana przy zatozeniu 100% konwersji monomeru

b) konwersja monomeru wyznaczona z pomiaréw *H NMR (400 MHz, CDCI3)
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3.2 Otrzymywanie poli(akrylanu 2-(metylo(pirydyn-2-yl)amino)etylu) -
PMPyAEA

3.2.1 Polimeryzacja PMPyAEA przy uzyciu DDMAT jako reagent RAFT

W kolejnym kroku podjeto prébe polimeryzacji homopolimeru poli(akrylan
2-(metylo(pirydyn-2-yl)Jamino)etylu), PMPyAEA, w zoptymalizowanych warunkach (reakcja 4.10,
Tabela 3). Po pierwszych reakcjach pilotazowych okazato sie, ze monomer 4a uczestniczy
w reakcji konkurencyjnej, w wyniku czego polimeryzacja nie zachodzi. Analiza mieszaniny
reakcyjnej wykazata, ze juz po 3 godzinach prowadzenia reakcji, na widmie *H NMR widoczne sg
sygnaty charakterystyczne dla protondéw alifatycznych zwigzku bicyklicznego 6a (t, 5.21 ppm, 2H
orazt, 4.12 ppm, 2H) (Rysunek 10).
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Rysunek 10 Formowanie sie zwigzku bicyklicznego 6a w trakcie reakcji homopolimeryzacji PMPyAEA. Na
widmie *H NMR (400 MHz, CDCl3) charakterystyczne sygnaty zostaty zakreslone.
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Teoretycznie, mozliwe sg dwie sekwencje syntetyczne prowadzgce do powstania zwigzku
6a. Pierwsza zaktada, ze zwigzek cykliczny zostaje utworzony od razu z monomeru,
uniemozliwiajgc tym samym zajscie polimeryzacji (zielona ramka, Schemat 10). Przy tym
zatozeniu, monomer jest zuzywany bardzo szybko, od samego poczatku reakcji,
w uprzywilejowanym procesie wewnatrzczasteczkowej cyklizacji i nie ma mozliwosci wzrostu
taiicucha polimerowego. Drugi scenariusz zaktada, ze reakcja polimeryzacji zachodzi, jednak
warunki reakcji rowniez wptywajg na bardzo szybkie formowanie sie zwigzku cyklicznego, ktéry
jest uwalniany z polimeru, w wyniku wewnatrzczasteczkowej cyklizacji. Aktywnos$é grupy labilnej
jest tak duza, ze proces tworzenia sie zwigzku cyklicznego nastepuje kaskadowo, praktycznie
rownolegle z polimeryzacjg (czerwona ramka, Schemat 10). W tym przypadku, na widmie
'H NMR, powinna byé mozliwa identyfikacja zaréwno przesunieé¢ chemicznych od zwigzku 6a jak

i od faficucha poli(kwasu akrylowego), PAA. Jednakze, na analizowanych widmach *H NMR nie
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Schemat 10 Wewnatrzczgsteczkowa cyklizacja jako konkurencyjna reakcja do polimeryzacji monomeru 4a.
W zielonej ramce przedstawione jest tworzenie sie zwigzku cyklicznego 6a bezposrednio z monomeru.
W ramce czerwonej przedstawiony jest proces tworzenie sie 6a z polimeru PMPyAEA, w trakcie polimeryzacji.
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zauwazytam zadnych sygnatéw, ktére mogtyby Swiadczyé o tworzeniu sie taricuchédw polimeru
PMPyAEA. Dodatkowo, nie zaobserwowatam sygnatéw przy przesunieciach chemicznych
charakterystycznych dla faricucha PAA, ktéry modgtby pozostaé po cyklizacji PMPyAEA. Brak
charakterystycznych sygnatow dla polimerdw swiadczy o tym, ze 6a tworzy sie bezposrednio z 4a.
Poniewaz proces cyklizacji uniemozliwia tworzenie sie polimeru, dlatego kolejne dziatania
koncentrowaty sie na znalezieniu takich warunkéw, w ktérych mozliwe bedzie przeprowadzenie
polimeryzacji PMPyAEA.

Budowa chemiczna monomeru 4a pozwala przypuszczaé, ze protonacja endocyklicznego
atomu azotu moze czasowo wstrzymac reakcje cyklizacji monomeru, poprzez zmniejszenie jego
nukleofilowo$é [144]. Aby udowodnié, ze obnizenie pH reakcji umozliwi przeprowadzenie syntezy
polimeru PMPyYAEA, przeprowadzitam badania wptywu kwasdéw protonowych na reakcje
polimeryzacji. Nie zmieniajac stosunkédw molowych monomeru i pozostatych substratow, do
Srodowiska reakcji wprowadzitam dodatkowo 1.2 eq kwasu dichlorooctowego (DCA), wzgledem
monomeru 4a. Pomimo, ze kwas dichlorooctowy nalezy do mocnych kwasdw organicznych
(pKa +1.25) uzycie go nie spowodowato zatrzymania procesu cyklizacji. Na widmie *H NMR, po
2.5 h prowadzenia reakcji, pojawity sie sygnaty odpowiadajgce protonom alifatycznym pierscienia

heterocyklicznego zwigzku 6a (t, 4.90 ppm, 2H oraz t, 4.04 ppm, 2H), (Rysunek 11).
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Rysunek 11 Widmo *H NMR (400 MHz, CDCls) obrazujgcy brak postepu reakcji polimeryzacji PMPyAEA
w $rodowisku kwasowym, z réwnoczesnym tworzeniem sie zwigzku cyklicznego.

W celu potwierdzenia, ze otrzymano bicykliczny produkt postanowitam wyizolowac

z reakcji powstaty produkt uboczny. Wczesniejsze reakcje polimeryzacji, bez dodatku kwasu,

pokazaty ze pH w trakcie tworzenia sie zwigzku cyklicznego nie ulega zmianie. Swiadczy to o tym,

ze wolny kwas akrylowy nie jest obecny w mieszaninie reakcyjnej po cyklizacji. Mozna zatem

stwierdzié, ze zwigzek 6a ma postac soli jonowej, gdzie bicykliczna cze$¢ jest kationem, natomiast

reszta kwasu akrylowego anionem. W przypadku reakcji z DCA, po wyizolowaniu produktu

ujemnie natadowanym jonem okazat sie anion dichlorooctanowy. Kwas akrylowy (pKa +4.25) jest

stabszym kwasem niz kwas dichlorooctowy, dlatego nastgpita wymiana anionu akrylowego na

bardziej dostepny anion mocniejszego kwasu.

Struktura zwigzku bicyklicznego zostata

potwierdzona analiza spektroskopowg (widma *H NMR (Rysunek 12), 3C NMR (Rysunek 13)).

Dodatkowo, analiza masowa pozwala stwierdzi¢ obecnos$¢ kationu cyklicznego (135.10 [M]*) oraz

anionu reszty kwasu dichlorooctowego (126.95 [M]).

70



Badania wlasne i dyskusja wynikow

OHM@DOWWS WO ~uWn < M~ = ™ ™Mo W =
HEEF e E R T T 538 o9s =
a el Gl Gie Saa -
VoSN N % )
/ = | N 6
N
® o
o)
Cl
o%\ﬁm
H
, ‘ {
o
| |
J - ‘
J uj N
T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm

] | { ' w
E.- g 3 3
e 2 2 @ S
- - < < o

Rysunek 12 Widmo *H NMR (400 MHz, CDCl3) wyizolowanego zwigzku cyklicznego 6a.
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Rysunek 13 Widmo *3C NMR (100 MHz, CDCls) wyizolowanego zwigzku cyklicznego 6a.
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Na podstawie otrzymanych wynikdw podjetam decyzje o zmianie kwasu dichlorooctowego
na mocny nieorganiczny kwas chlorowodorowy (HCl), (pKa -8.00). Nie zmieniajagc warunkow
reakcji oraz ilosci kwasu (1.2 eq HCl wzgledem monomeru 4a), przeprowadzitam reakcje
polimeryzacji. Przez 11 h nie zaobserwowata sygnatéw na widmie H NMR pochodzacych od
zwigzku cyklicznego oraz poszerzenia sygnatéw swiadczacych o powstawaniu polimeru PMPyAEA.
Zastosowany odczynnik wptyng zaréwno na zatrzymanie reakcji wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji
jak i polimeryzacji. Prawdopodobnie wprowadzenie kwasu chlorowodorowego konkuruje
z tworzeniem sie reaktywnego rodnika propagujgcego lub terminuje tworzace sie rodniki
inicjujace reakcje polimeryzacji. W celu zbadania wptywu kwasu chlorowodorowego na
rodnikowy charakter polimeryzacji powtdrnie przeprowadzitam synteze NIPAM z DDMAT,
obnizajac pH reakcji poprzez dodanie 1.2 eq HCI wzgledem NIPAM. W tych warunkach polimer
PNIPAM nie utworzyt sie, co potwierdza przypuszczenia, ze obecnos¢ HCl hamuje reakcje
polimeryzacji rodnikowej, podczas gdy w reakcji bez dodatku kwasu, produkt PNIPAM

otrzymujemy po 10 h, z wysoka konwersjg monomeru (Rysunek 14).
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Rysunek 14 Widmo *H NMR (400 MHz, CDCls) polimeru PNIPAMppmar) — produkt reakcji 4.10.
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Kolejnym krokiem byto zastosowanie mocnego kwasu organicznego ktéry pozwoli
zablokowac proces cyklizacji, a rownoczesnie nie utworzy aktywnych rodnikéw. Do mieszaniny
reakcyjnej wprowadzitam kwas p-toluenosulfonowy (p-TsOH) (pKa -1.50) oraz przeprowadzitam
reakcje potwierdzajacg, ze kwas p-TsOH ma wpltyw na uktad elektronowy w monomerze,
zmniejszajac jego nukleofilowosé. Réwnomolowg mieszanine 4a i kwasu p-toluenosulfonowego
ogrzewatam w temperaturze 90 °C przez 10 h, a nastepnie poddatam jg analizie *H NMR.
Widoczny brak sygnatéw charakterystycznych dla zwigzku cyklicznego pozwala stwierdzi¢, ze
mozna zatrzymac proces cyklizacji monomeru z ugrupowaniem 2-pirydynylowym.

W kolejnym etapie przeprowadzitam homopolimeryzacje w warunkach kwasowych,
czasowo blokujgc nukleofilowos¢ monomeru kwasem p-TsOH. Z obserwacji wynika, ze
polimeryzacja RAFT monomeru 4a, z uzyciem DDMAT jako czynnika wzrostu tancucha, nie moze
by¢ przeprowadzana w srodowisku kwasnym. Przy wprowadzeniu kwasu p-toluenosulfonowego,
konwersja monomeru jest bardzo niewielka, rzedu 10% po 10 godzinach prowadzenia reakgc;ji.
Konieczne byto zatem znalezienie takich warunkdw i odczynnikéw, ktére pozwolitby na
przeprowadzenie reakcji polimeryzacji w warunkach obnizonego pH. Na podstawie doniesien
literaturowych podjetam decyzje o zmianie czynnika przeniesienia taricucha, z DDMAT na jeden

z uniwersalnych reagentéw RAFT [145, 146].

3.2.2 Polimeryzacja PMPyAEA z uzyciem uniwersalnego reagenta RAFT

Koniecznos¢ blokowania aktywnosci nukleofilowej monomeru w trakcie polimeryzacji
poprzez zastosowanie srodowiska kwasowego, wymusita zmiane czynnika przeniesienia
tancucha. Uniwersalne reagenty RAFT (ang. ,switchable RAFT agents”) mogg by¢ uzywane
W nizszym pH. Sposéb dziatania tych czynnikéw byty juz opisany w podrozdziale 3.2.2, Czesci |. Do
uniwersalnych reagentow RAFT mozemy zaliczy¢ m.in. ester metylowy kwasu 2-(metylo(pirydyn-
4-ylo)karbamotionylotio)propionowego, ktéry w dalszej czesci pracy bede oznaczata jako sRAFT
(Schemat 11). Polimeryzacja ,bardziej aktywowanych” monomeréw (MAMs) np. akrylandéw
i akrylamiddw, z uzyciem uniwersalnego reagenta RAFT, wymaga zmiany aktywnosci wigzania C=S
w strukturze zwigzku, co mozemy okresli¢ jako aktywacje czynnika wzgledem monomeréw MAM.
W procesie tym azot pirydyny bedzie ulegat protonacji a niesprotonowana (neutralna) forma

uniwersalnego reagenta bedzie wspieraé¢ prolonagacje fancucha sktadajgcego sie z ,mniej
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aktywowanych” monomerdéw, co mozemy okresli¢ jako aktywacja wzgledem monomeréw LAM
(Schemat 11). Postawitam hipoteze, ze w reakcji polimeryzacji monomeru 4a, przy odpowiedniej
ilosci kwasu organicznego nastgpi protonacja endogennego atomu azotu czynnika wzrostu
tancucha, jak i monomeru. W trakcie jednego kroku mozliwa bedzie aktywacja SRAFT wzgledem
akrylanu 4a, z rownoczesng czasowga dezaktywacjg tego monomeru wzgledem procesu cyklizacji.
Postanowitam zatem wykorzystaé wiasciwosci uniwersalnego reagenta RAFT w innym celu niz jest

to ogdlnie przyjete w literaturze.
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Schemat 11 Zmiana aktywnosci uniwersalnego reagenta RAFT w zaleznosci od Srodowiska reakcji.

Przed przystgpieniem do reakcji z monomerem 4a, przeprowadzitam reakcje z NIPAM,
w poprzednio zoptymalizowanych warunkach zamieniajagc DDMAT na sRAFT, ktéry musiat zostac
aktywowany przed polimeryzacjag NIPAM i wprowadzeniem go do mieszaniny reakcyjnej
(Schemat 12). Aktywacja polegata na zmieszaniu reagenta RAFT z kwasem p-TsOH (1.2 eq). Dalsza
procedura reakcji przebiegata analogicznie jak w przypadku poprzedniego czynnika wzrostu
taficucha. Reakcja zostata zakohczona po potwierdzeniu, ze na widmie *H NMR nie s3
obserwowane sygnaty odpowiadajgce protonom wigzania podwodjnego (po czasie 9 h).

Réwnoczesnie na widmie widoczne byty poszerzone sygnaty odpowiadajgce powstatemu

0 SRAFT, ACHN HN._-O |
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Schemat 12 Schemat polimeryzacji PNIPAM, przy uzyciu uniwersalnego reagenta RAFT i ACHN jako inicjatora.
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polimerowi PNIPAM. Do oczyszczania otrzymanego polimeru wykorzystatam procedure dla
polimerow zakwaszonych, ktéra skfadata sie z dwéch etapdw [142]. Pierwszy krok polegat na
zobojetnieniu mieszaniny reakcyjnej nasyconym, wodnym roztworem wodoroweglanu sodu
(NaHCO3), w wyniku czego wytracat sie biaty osad. Po odfiltrowaniu go rozpuszczalniki z przesgczu
zostaty odparowane na wyparce, a zatezona mieszanina rozpuszczona w niewielkiej ilosci
1,4-dioksanu (<1.5 ml). Ostatnim krokiem byta precypitacja polimeru z zimnego n-heksanu. Po
filtracji, otrzymany polimer suszytam przez 24h pod préznig. Uzyskane polimery PNIPAM srarT)
miaty postac biatego, sypkiego proszku. Powyzsza procedura oczyszczania stosowana byta dla
kazdego otrzymanego polimeru, ktérego polimeryzacja prowadzona byta w warunkach
kwasowych. W pdzniejszych eksperymentach zostata ona nieznacznie zmodyfikowana, gdzie
n-heksan zastgpitam eterem dietylowym, w ktérym inicjator reakcji polimeryzacji (ACHN)
rozpuszcza sie lepiej. Uzyskany w ten sposdb polimer jest wyziszej czystosci, poniewaz
w produkcie nie pozostajg $lady inicjatora.

Kolejnym krokiem byta homopolimeryzacja monomeru 4a w srodowisku kwasnym, przy
uzyciu uniwersalnego reagenta RAFT. W reakcjach polimeryzacji zmniejszytam o potowe ilosé moli
monomeru 4a wzgledem uzytego wczesniej NIPAM, uwzgledniajac ze przy stosunku molowym
150/3/1 nadal mozemy oczekiwaé wysokiej konwersji monomeru (Tabela 4). Zattoczenie
przestrzenne mieszaniny reakcyjnej w obu przypadkach jest podobne, gdyz masa molowa NIPAM
(113.16 g/mol) jest nizsza niz monomeru 4a (206.24 g/mol). W przypadku polimeryzacji PNIPAM
mamy wiecej moli mniejszych czasteczek, a w przypadku polimeru 2-pirydynylowego ilos¢ moli
jest mniejsza, ale monomer jest objetosciowo wiekszy. Nalezy dodaé, ze samo zmniejszenie ilosci
moli monomeru 4a przy uzyciu DDMAT nie powodowato zatrzymania cyklizacji i otrzymania
polimeru. W celu przeprowadzenia reakcji w srodowisku kwasowym, do mieszaniny reakcyjnej

wprowadzitam nadmiarowg ilos¢ kwasu p-TsOH wyliczong na podstawie rownania (9).

[p — TsOH] = 1.5 X ([M] + [SRAFT]) (9)

Dalsza cze$¢ polimeryzacji przeprowadzona byta w analogiczny sposéb, jak polimeryzacja NIPAM.
Po 12h prowadzenia reakcji, nie zaobserwowatam na widmie HNMR sygnatéw
charakterystycznych dla zwigzku cyklicznego. Sygnaty od protonéw wigzania winylowego réwniez

nie byty widoczne, natomiast poszerzone sygnaty przy charakterystycznych przesunieciach
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chemicznych potwierdzaty powstanie polimeru PMPyAEA (5a). Dodatkowo, wykazatam, ze w tym
samym czasie mozliwe jest czasowe zatrzymanie procesu cyklizacji, bez szkody dla prowadzonej
reakcji polimeryzacji. Po zakonczeniu reakcji proces oczyszczania przeprowadzitam za pomoca
precypitacji z zimnego n-heksanu. Uzyskany produkt miat postac ciata statego o zabarwieniu
rézowym.

Analiza widm *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) (Rysunek 15) oraz *C NMR (100 MHz, DMSO-
de) (Rysunek 16) potwierdzita strukture uzyskanego polimeru 5a. Poszerzenie sygnatow na
widmie protonowym potwierdza utworzenie sie mieszaniny makroczgsteczek. Nalezy podkreslic,
Ze otrzymanie polimeru PMPyAEA swiadcz o tym, ze odczynniki uzyte do przeprowadzenia reakcji

polimeryzacji oraz ich ilosci, zostaty dobrane w sposdb prawidtowy.
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Rysunek 15 Widmo *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) polimeru PMPyAEA (5a).
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Rysunek 16 Widmo 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) polimeru PMPyAEA (5a).

Wtasciwie przypisanie sygnatéw na widmach H i *C mozliwe byto dopiero po przeprowadzeniu
dodatkowych analiz 2D NMR. Widma te pozwolity na okreslenie korelacji pomiedzy
poszczegdlnymi grupami funkcyjnymi znajdujacymi sie w polimerze. Analiza danych H-*H COSY
NMR umozliwita przypisanie sygnatéw pochodzacych od grupy koncowej Z uniwersalnego
reagenta RAFT (Rysunek 17), natomiast przesuniecia chemicznych na widmie 3C, przypisatam

bazujgc na widmach H-13C HSQC NMR (Rysunek 18) oraz *H-13C HMBC NMR (Rysunek 19).
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Rysunek 17 Widmo dwuwymiarowe H-'H COSY NMR (F1 400 MHz, F2 400 MHz, DMSO-ds) polimeru 5a.
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Rysunek 18 Widmo dwuwymiarowe H-3C HSQC NMR (F1 100 MHz, F2 400 MHz, DMSO-ds) polimeru 5a.
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Rysunek 19 Widmo dwuwymiarowe *H-13C HMBC NMR (F1 100 MHz, F2 400 MHz, DMSO-ds)polimeru 5a.

3.3 Otrzymywanie poli(akrylanu 2-(benzylo(pirydyn-2-yl)amino)etylu) -
PBPyAEA

Otrzymanie polimeru 5a pozwolito na przeprowadzenie polimeryzacji z udziatem kolejnych
monomerow 2-pirydynylowych, ktdre zawierajg objetosciowo wiekszg grupe benzylowg (4b) albo

majg wydtuzony tancuch alkilowy (4c) (Schemat 13).

L x
N
(Lg
uniwersalny reagent RAFT, ACHN 0. .0 O
dace p-TsOH, 1,4-dioksan s SWO/
N,, 90°C _N x

N
a R=CH,, ny=1 Z
b R= CH2C6H5 s n1=1 -
[ R=CH3,n1=2 5a-c

Schemat 13 Schemat polimeryzacji monomeréw 2-pirydynylowyh, przy uzyciu uniwersalnego reagenta RAFT
i ACHN jako inicjatora.
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Kolejnym otrzymanym polimerem byt PBPyAEA (5b), ktéry w taricuchu bocznym posiada
grupe benzylowa w pozycji R. Polimeryzacja monomeru 4b zostata przeprowadzona
w analogiczny sposdb jak monomeru 4a. Warunki reakcji oraz stosunki molowe substratéw
przedstawia Tabela 5. Po 10 h prowadzenia reakcji na widmie *H NMR nie stwierdzitam obecnosci
sygnatow, ktore wskazywatyby na tworzenie sie zwigzku cyklicznego. Widoczne byty nadal sygnaty
od protondw wigzania winylowego, dlatego reakcja zostat przedtuzona o dodatkowe 2 h.
Ponowna analiza widma protonowego, potwierdzita duzg konwersje monomeru oraz powstanie
polimeru 5b. Reakcja zostata zakoriczona (po ok. 12 h) poprzez szybkie wymrozenie mieszaniny
reakcyjnej w ciektym azocie. Polimer PBPyAEA zostat oczyszczony wedtug procedury stosowanej
jak dla polimeréw zakwaszonych. Produkt miat postac ciata statego o zabarwieniu lekko rézowym.
Po liofilizacji i suszeniu przez 24 h pod prdéznig, w celu potwierdzenia czystosci otrzymanego
polimeru wykonatam analize NMR (Rysunek 20). Dodatkowo, zostata przeprowadzona préba
polimeryzacji 5b w warunkach neutralnych, z DDMAT jako czynnikiem wzrostu fanicucha.
W trakcie, reakcji juz po 2 h, widoczne byly charakterystyczne przesuniecia chemiczna dla
protonow zwigzku cyklicznego. Reakcja potwierdzita, ze obecno$¢ wiekszego objetosciowo
podstawnika benzylowego nie blokuje reakcji polimeryzacji, natomiast konieczne jest czasowe

blokowanie aktywnosci monomeru 4b do otrzymania PBPyAEA.

Tabela 5 Warunki syntezy polimeréw PNIPAM oraz polimeréw 2-pirydynylowych 5a-8c.

Polimer Monomer [mol] RAFT [mol] | ACHN [mol] | p-TsOH [mol] C[zha]s Kon[\:/u;rSJa
(]
PNIPAM @ | NIPAM | 2.7x 103 | 5.0x10°2 1.8x10° 8.0x10° 10 91
PNIPAM ® | NIPAM | 4.0x 103 | 4.0x10>2 1.3x10° - 10 86
[M]/[RAFT]/[1]/[H"]
[300]/[3]/11]/1230]
5a | PMPyAEA 2 4a 2.0x10% | 4.0x10°? 1.3x 10 3.06 x 1073 12 98
5b | PBPYAEA? 4b 1.5x103 | 3.0x10>2 1.0x10° 2.35x 103 12 96
5c | PMPyAPA @ 4c 2.0x103 | 4.0x10°? 1.3x 10 3.06 x 1073 12 95
8c | PMPyAPA Y 4c 2.0x10% | 4.0x10° " 1.3x10° - 16 95
[M]/[RAFT]/[1]/[H"]
[150]/[3]/11]/[230]
Polimeryzacja z @ uniwersalnym reagentem RAFT ®) DDMAT
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Rysunek 20 Widmo *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) polimeru PBPyAEA (5b).

3.4 Otrzymywanie poli(akrylanu 2-(metylo(pirydyn-2-yl)amino)propylu) -
PMPyAPA

Dtugos¢ tacznika alkilowego determinuje rodzaj powstajacego zwigzku bicyklicznego,
przyktadowo przy dwuweglowym faczniku powstaje energetycznie uprzywilejowany
pieciocztonowy zwigzek cykliczny. Ma to miejsce w przypadku monomerdéw 4a oraz 4b. Syntezy
polimerdow 5a i 5b jest mozliwa tylko w przypadku protonacji atomu azotu w pierscieniu pirydyny,
ktéra zachodzi dzieki czasowemu zablokowaniu cyklizacji. Wydtuzenie tancucha alifatycznego
o jeden atom wegla spowoduje, ze w wyniku ataku nukleofilowego atomu azotu pirydyny na
wegiel a, bedzie tworzyt sie sze$ciocztonowy zwigzek heterocykliczny. W chemii organicznej
tworzenie sie pierscienia szesciocztonowego wymaga wiekszych naktadéw energii nizeli
formowanie sie pierscienia pieciocztonowego. Bazujac na poprzednio przeprowadzonych
reakcjach, postanowitam w pierwszej kolejnosci uzy¢ uniwersalnego reagenta RAFT, aby otrzymad
polimer 5c¢ (Schemat 13). Polimeryzacja monomeru z tacznikiem propylenowym w srodowisku

kwasowym przebiegata z wysokg konwersja, a warunki reakcji nie wymagaty dalszych modyfikacji
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(Tabela 5). Analiza widm 'H NMR wykazata, ze zwigzek cykliczny w trakcie polimeryzacji nie
powstaje, dlatego reakcja zostata zakoniczona po 12 h grzania. Otrzymany polimer 5c zostat
oczyszczony wedtug procedury stosowanej dla polimerdw zakwaszonych. Polimer 5¢ miat postac
ciata statego o zabarwieniu rézowym, a jego struktura chemiczna zostata potwierdzona analizg

'H NMR (Rysunek 21).
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Rysunek 21 Widmo H NMR (400 MHz, DMSO-ds) polimeru PBPyAEA (5c).

Jak wspomniatam wczes$niej, struktura monomeru 4c rézni sie od pozostatych analizowanych
monomerdw 2-pirydynylowych dtugoscia tgcznika alifatycznego. Dla monomerdw z tgcznikiem
etylowym, w wyniku procesu cyklizacji powstaje pieciocztonowy zwigzek heterocykliczny.
Postanowitam sprawdzi¢, czy protonacja z tym samym czasowe blokowanie aktywnosci
nukleofilowej pirydyny w trakcie polimeryzacji jest rowniez konieczne dla monomeru 4c.
Przeprowadzitam reakcje, bez wstepnej protonacji monomeru, a jako czynnik przeniesienia
tancucha uzytam DDMAT (Schemat 14). Polimeryzacja zostata przeprowadzona w srodowisku
neutralnym (Tabela 5), a po 3 h na widmie *H NMR nie stwierdzitam obecnosci sygnatéw
charakterystycznych dla powstania zwigzku cyklicznego. Sygnaty protondw wigzania winylowego

(6 6.32 —5.93 ppm, 3H) w monomerze byty nadal widoczne, dlatego reakcja byta kontynuowana.
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Schemat 14 Schemat polimeryzacji monomeru 4c, przy zastosowaniu DDMAT jako czynnik przeniesienia
tancucha oraz ACHN jako inicjator.

Po 10 h protonowe widmo NMR wykazato znaczne zmniejszenie sie sygnatéw protonow
winylowych. Po uzyskaniu wysokiej konwersji monomeru (> 85%), reakcja zostata zakonczona
(tacznie 16 h). Produkt PMPYAPA, z grupami koncowymi pochodzgcymi od DDMAT (8c), zostat
oczyszczony poprzez precypitacje z zimnego heksanu, a nastepnie suszony przez 24 h pod prdéznia.
Otrzymany polimer ma posta¢ ciata statego (lekko rézowego). Widmo *H NMR oczyszczonego
produktu potwierdzito otrzymanie polimeru 8c (Rysunek 22). Synteza PMPyAPA byta mozliwa
przy zastosowaniu obydwu omawianych wczesniej czynnikdw wzrostu fancucha: sRAFT oraz
DDMAT. Wynika z tego, ze w przypadku monomeru 4c proces wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji

przebiega na tyle wolno, ze nie przeszkadza to w reakcji polimeryzacji.
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Rysunek 22 Widmo *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) polimeru PBPyAEA (8c).

4 Charakterystyka fizykochemiczna homopolimerow

Zakonczenie etapu syntezy homopolimeréw 5a-c¢ pozwolito na rozpoczecie kolejnego
etapu badan — analizy procesu wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji wspomaganej temperatura.
Przed przystgpieniem do tej czesci, konieczne byto scharakteryzowanie uzyskanych polimeréow.
W pierwszej kolejnosci wykonatam analize *H NMR, ktdra opierata sie na identyfikacji gtéwnych
sygnatéw wystepujacych na widmach NMR, co pozwolito potwierdzi¢ struktury otrzymanych
polimeréw. Dodatkowo, w analizie struktury polimeréw PNIPAM oraz 5a-c przydatna okazata sie
spektroskopia w podczerwieni. Dzieki tej technice mozliwe byto potwierdzenie obecnosci
gtéwnych grup funkcyjnych w strukturze polimeréw - grupy estrowej i aminy trzeciorzedowe;j.
Kolejnym istotnym elementem weryfikacji otrzymanych polimeréw byto poréwnanie mas
molowych teoretycznych (wyliczonych), z masami ktére zostaty wyznaczone technikami

eksperymentalnymi. Dla polimeréw PNIPAM zostata réwniez potwierdzona ich dolna krytyczna
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temperatura rozpuszczalnosci (LCST), jako dodatkowa weryfikacja poprawnosci wykonywanych

syntez.

4.1 Spektroskopia w podczerwieni

Do identyfikacji grupy estrowej oraz aminowej w polimerze uzyto spektroskopii
w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FT-IR, ang. Fourier transformation infrared
spectroscopy). Uzyskane widma pozwalajg na potwierdzenie struktury otrzymanych polimerow,
a poniewaz wszystkie sg ciatami statymi postanowitam wykorzysta¢ metode wewnetrznego
odbicia promieniowania w podczerwieni (ATR, ang. attenuated total reflectance). W metodzie tej
probka moze by¢ bezposrednio natozona na specjalny krysztat, a widmo rejestrowane jest
z powierzchni ciata statego. Rysunek 23 przedstawia schematycznie, w jaki sposdb zbierane jest
widmo IR w metodzie odbiciowej (b) a jak w transmisyjnej (a) [147]. Technika ATR pozwala na
szybka analize, poniewaz w przeciwienistwie do standardowego pomiaru transmisyjnego, nie

wymaga czasochtonnego przygotowywania probki do badan.

(a) Transmission FTIR spectroscopy (b) ATR-FTIR spectroscopy
Sample
L
IR source Detector ]
-------------------- » }’a"l’ \\ r"’ \"\ ‘f' i e ‘u )I
v IRE 0%
\\ N #
* IR source Detector

KBr pellet containing sample

Rysunek 23 Metody zbierania widma w podczerwieni gdzie (a) technika transmisyjna, (b) technika odbiciowa
[147].

Interpretacja kazdego pasma na widmie IR, nawet dla zwigzkéw niskoczasteczkowych jest
bardzo trudna, ze wzgledu na wystepowanie wielu drgan rozciggajacych i deformacyjnych
w czasteczce. Im wiekszy i bardziej ztozony zwigzek chemiczny tym to zadanie jest trudniejsze.
Rdéznice energii wigzan chemicznych i odpowiadajgce im poziomy oscylacyjne czesto sg zblizone,
dlatego rézne grupy funkcyjne dajg czesto charakterystyczne pasma absorpcyjne w podobnym

zakresie liczb falowych. Widma w podczerwieni rejestrowane sg przewaznie w zakresie 4 000 —
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400 cm™ i dla utatwienia identyfikacji poszczegdlnych pasm zakres ten mozemy podzieli¢ na cztery
obszary, w ktorych kazdy jest charakterystyczny dla pewnej grupy wigzan chemicznych [114, 148].
Obszar liczb falowych od 4 000 do 2 500 cm™ mozemy przypisaé¢ drganiom rozciggajagcym (v)
wigzan N-H pierwszo- i drugorzedowych amin czy amiddéw, szerokim pasmom drgan
rozciggajgcych O-H alkoholi, fenoli czy kwaséw karboksylowych oraz drganiom rozciggajacym
C-H m.in. w aldehydach, alkanach oraz alkenach, w tym aromatycznych. W obszarze 2 500 — 2 000
cm znajdujg sie charakterystyczne drgania rozciggajgce dla zwigzkdéw zawierajgcych wigzanie
potréjne C=C (alkiny) i C=N (nitryle). Natomiast pasma absorpcji w obszarze 2 000 — 1 500 cm™
wskazujg na obecnos¢ drgan rozciggajgcych wigzan podwdjnych (C=0, C=C, C=N).
W tym obszarze widoczne sg zwtaszcza silne pasma dla drgan rozciggajgcych C=0 aldehydoéw,
ketonéw, estréw, bezwodnikdw i innych zwigzkéw karbonylowych. Najtrudniejszy obszar do
identyfikacji pasm na widmie IR znajduje sie ponizej 1500 cm™. Jest to réwnoczesnie
charakterystyczny obszar dla danej czasteczki, nazwany zakresem daktyloskopowym lub
zakresem ,odcisku palca” (ang. the fingerprint region) i stuzy on do identyfikacji zwigzku
chemicznego poprzez poréwnanie ze wzorcem. W obszarze daktyloskopowym znajdujg sie pasma
drgan rozciggajacych dla wigzan pojedynczych C-C, C-N, C-O, a takze pasma absorpcji dla
symetrycznych i asymetrycznych drgan rozciggajacych wigzania N-O w nitrozwigzkach. W tym
zakresie widoczne sg rowniez pasma odpowiadajgce drganiom deformacyjnym (&) w ptaszczyznie
czasteczki (nozycowe, wahadtowe), jak i poza ptaszczyzng (wachlarzowe, skrecajace).

Uzyskane, dla otrzymanych polimeréw wyniki, pozwolity na okreslenie najwazniejszych
pasm absorpcji w podczerwieni i przypisanie ich do gtéwnych grup funkcyjnych w czgsteczce.
Widma IR dla polimeréw 5a oraz 5c¢, czyli z podstawnikiem metylowym, ale rdznigcych sie
dtugoscig fancucha weglowego, byty bardzo podobne (Rysunek 24). Jedyne rdinice mozna
zaobserwowaé w zakresie 1 150 -950 cm, ktéry odpowiada zaréwno drganiom C-N (v) amin
alifatycznych oraz C-O (v) estrow. W przypadku polimeru 5¢ na widmie obserwujemy takze pasmo
absorpcji okoto 1 027 cm, ktére nie jest widoczne na widmie 5a. Dla omawianych polimeréw
powinnismy zaobserwowac trzy intensywne pasma pochodzace od grupy estrowej, tzw. ,reguta
trzech”. Pierwszym z tych pikdw jest intensywne pasmo w okolicach 1 700 cm™ odpowiadajgce
Cu=0 (v) (Rysunek 25). Drugie pasmo odpowiada za rozcigganie C-O, a doktadnej C;-C»-O (1 210
—1 160 cm™®). Natomiast, trzecie pasmo dotyczy asymetrycznego odcinka estru wegla O-Cc-Cq,

czyli atomu tlenu i jednego, lub dwdéch atomdéw wegla. Pasmo to pojawia sie dla estréow
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Rysunek 24 Widma w podczerwieni polimerdéw 5a i 5¢. Drgania rozciggajace poszczegdlnych wigzan oznaczone
jako (v), natomiast drgania zginajace jak ().
nasyconych w przedziale sie od 1 100 cm™ do 1 030 cm™ [149, 150]. Poniewaz jedno z wigzan C-
O w grupie estrowej jest przytgczone do wegla karbonylowego, a drugie nie, mozemy oczekiwac,
ze beda one chemicznie rézine. Oznacza to, ze charakteryzujg je rdoine state sity drgan
rozciggajacych, co powoduje powstanie dwéch oddzielnych pikéw miedzy 1 300 a 1 000 cm™
[151]. Dtuzszy tancuch weglowy w polimerze 5¢ sprawia, ze trzeciorzedowa grupa aminowa oraz
grupa estrowa sg od siebie odizolowane trzema atomami wegla. Sita drgan rozciggajgcych
0-C.-Cq grupy estrowej jest w tym przypadku wieksza i pasmo absorpcyjne jest widoczne na
widmie, azatem ,reguta trzech” jest spetniona. Dla polimeru 5a, wegiel Cq jest potaczony
bezposrednio z trzeciorzedowg aming. Prawdopodobnie, wptyw drgan wigzania C-N (v) jest

znacznie wiekszy niz O-C.-Cq4(v), dlatego tez nie widzimy trzeciego pasma adsorpcji dla grupy

L
CQ/

0. .0
Ch

A

Rysunek 25 Struktura molekularna estrowej grupy funkcyjnej.
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estrowej. Pasmo adsorpcji przy 1027 cm? jest widoczne natomiast dla 8c, co potwierdza

powyzsze zatozenia (Rysunek 26).

3422
2923
a76

1320
6842
6237

PMPYAPA (5¢)
— PMPYAPA (8¢)

1725
1496
1422
1157
1027
767
5677
5181
4122

1594

w e w oo © w0
o 0O OO0 o o

Transmitancja [%)]

&
S
. g

3
el

1158
1026
7678

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Liczba falowa [1/cm]

Rysunek 26 Widma w podczerwieni polimerdw 5c i 8c.

Technika FT-IR pozwala potwierdzi¢ strukture chemiczng taficucha gtéwnego, ale nie daje
odpowiedzi na pytanie jakie grupy koricowe znajduja sie w polimerach. Widma IR dla polimeréw
5ci8c nie réznig sie znaczgco, co potwierdza, ze taricuch gtéwny oraz boczny sktada sie z tak samo
potgczonych grup funkcyjnych. Zakres daktyloskopowy, charakterystyczny dla czgsteczki, rézni sie
jedynie intensywnoscig pasm adsorpcji, nie za$ ich potozeniem (Rysunek 26). Dlatego
postanowitam dodatkowo wykona¢ pomiary widm w podczerwieni dla polimeréw PNIPAM,
roznigcych sie grupami koncowymi, tj. PNIPAMppmar) oraz PNIPAMrarr). Uzyskane widma
pokazujg, ze analiza w podczerwieni jest niewystarczajgca, aby zidentyfikowac pasma adsorpcji
grup funkcyjnych pochodzacych od grup koricowych (Rysunek 27), a jedynie pozwala potwierdzi¢
identyczno$é tancucha gtéwnego. Dzieje sie tak poniewaz pasma te sg ekranowane przez silniejsze
sygnaty pochodzace od grup funkcyjnych tancucha bocznego. Analiza w podczerwieni pozwala na
szybka kontrole jakosci uzyskanych polimeréw oraz okreslenie réznic w taficuchu bocznym. Nie
jest wystarczajgca do okreslenia doktadnej struktury polimeru, ale jest dobrym uzupetnieniem

spektroskopii NMR.
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Rysunek 27 Widma w podczerwieni polimeréw PNIPAMpomat) i PNIPAMsrarT). Identyfikacja pasm adsorpcji
pochodzgcych od grup koncowych polimeréw byta niemozliwa.

4.2 Okreslenie masy czasteczkowej

Masa czgsteczkowa dla otrzymanych polimerdw zostata okreslona dwoma metodami
i porownana z ,zatozong” masg teoretyczna. Przyjmuje sie, ze masa molowa polimerdéw
syntetycznych, ktore nie sg biodegradowalne, ale sg wykorzystywane w systemach dostarczania
lekow, powinna by¢ mniejsza niz 50 000 g/mol [152, 153]. Masa teoretyczna otrzymanych
polimeréw 2-pirydynylowych wynosi okoto 12 000 g/mol i zostata tak dobrana aby spetniaé

powyzsze kryterium.

4.2.1 Analiza grup koncowych przy uzyciu widm 'H NMR

Pierwszg metodg zastosowang do wyznaczenia masy molowej byta metoda grup
koAcowych, przy uzyciu spektroskopii NMR (Rozdziat 4.2, Cze$¢ 1). Do obliczen zostaty uzyte
sygnaty trzech rdéinych grup protondw uniwersalnego czynnika przeniesienia tancucha,
o nastepujacych przesunieciach chemicznych: 6 4.51 ppm (q, J= 22.02, 7.34 Hz, 1H,), 6 7.48 ppm
(d, J=5.76 Hz, 2H.), 6 8.74 ppm (d, J= 5.90 Hz, 2Hs) (Rysunek 28). Sygnat protonu Hy pochodzi od
grupy metylowej w czesci aktywujgcej SRAFT, natomiast sygnaty He i Hr to protony aromatyczne

w homolitycznej grupie odchodzacej. W przypadku polimeréw otrzymanych w warunkach
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Rysunek 28 Widmo *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) uniwersalnego reagenta RAFT.

kwasowych bardzo istotnym krokiem, w prawidtowym okresleniu ich masy molowej, jest proces
oczyszczania polimeru, a w szczegolnosci neutralizacja mieszaniny reakcyjnej. Tylko w przypadku
bardzo czystego polimeru na widmie 'H NMR nie bedg widoczne sygnaty pochodzace od
pozostatosci kwasu p-TsOH. W innej sytuacji sygnaty jego protonéw aromatycznych, & 7.34 ppm

(2H) i 6 7.81 ppm (2H) (Rysunek 29), bedg naktadaty sie na z sygnatami H. i Hf grupy koncowej

2.35
CH;,

7.34 H H 7.34
7.81 H H 7.81
0=8=0
O.

H
2.0

Rysunek 29 Przesuniecia chemiczne charakterystyczne dla protonéw kwasu p-toluenosulfonowego. Estymacja
programu ChemDraw Professional 16.0.0.86.
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Rysunek 30 Widmo *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) DDMAT.

makroczgsteczki. Moze to spowodowaé btedy w integracji oraz w okresleniu ilosci powtarzajacych
sie jednostek polimeru, a co za tym idzie, nieprawidtowym wyliczeniu $redniej masy molowej
polimeru. Dlatego niezwykle istotng kwestig jest znalezienia dodatkowego sygnatu
referencyjnego grupy koncowej na widmie protonowym (6 4.51 ppm, Hp, Rysunek 28). Okreslenie
masy molowej z wykorzystaniem analizy grup koncowych nie byto mozliwe dla wszystkich
otrzymanych polimeréw. W szczegdlnosci, byto to utrudnione dla polimeréw syntezowanych
z uzyciem DDMAT. W strukturze DDMAT wszystkie protony na widmie *H NMR maja przesuniecia
chemiczne w obszarze alifatycznym (Rysunek 30). Wyjatkiem jest kwasowy proton, ktérego
labilny charakter nie pozwala na wykorzystanie go jako sygnatu referencyjnego. Trudnosci
w prawidfowe]j integracji sygnatéw, pochodzacych od grup koncowych DDMAT sprawiajg, ze
wyliczone wartosci masy sg obarczone wiekszym btedem, niz dla polimerédw z grupami
koAcowymi pochodzacymi od uniwersalnego regenta RAFT. Masy molowe homopolimeréw
obliczone na podstawie widm protonowych NMR (M, nvr) S3 zblizone z masami wyliczonymi

teoretycznie, przy zatozeniu 100% konwersji monomeru (Mn, teoretycna) (Tabela 6).

91



Badania wlasne i dyskusja wynikow

Tabela 6 Poréwnanie mas molowe otrzymanych polimeréw PNIPAM oraz 5a-8c.

Polimer Mn, teoretyczna ° Mn, NMR d)
[g/mol] [g/mol]
PNIPAM sraFT) 6 000 3300
PNIPAM(ppmar) 11 600 11100
5a PMPyAEA @) 11 000 10 500
5b PBPYAEA ? 11 600 13 000
5c PMPyAPA @ 11 000 7 700
8c PMPyAPA ®) 11 600 6 000
a) grupy koricowe pochodzgce od uniwersalnego reagenta RAFT
bl grupy koicowe od DDMAT
¢ teoretyczna masa molowa wyliczona z réwnania (8)
d liczbowo $rednia masa molowa wyliczona z analizy grup koricowych

4.2.2 Analiza chromatograficzna (GPC/SEC)

Otrzymane 2-pirydynylowe polimery sg nowymi materiatami, ktére wedtug mojej wiedzy,
do tej pory nie byty opisane w literaturze. Brak doniesien literaturowych dotyczacych analizy
podobnych uktadéw, do ktérych mozna sie odnies¢ spowodowat, ze opracowanie optymalnych
warunkéw analizy chromatograficznej (GPC/SEC) byto niezwykle czasochtonne. Postanowitam
zoptymalizowaé¢ warunki wykluczenia, stosujgc polimery referencyjne: PNIPAMppmar) Oraz
PNIPAMsrarm), ktére umozliwity zbadanie wptywu grup koricowych na proces. Dodatkowo, analizie
poddatam komercyjnie zakupiony polimer PNIPAM z kwasowag grupg koricowg o masie
czasteczkowej Mp= 10 000 g/mol (Rysunek 31), jako odnosnik zewnetrzny o zblizonym promieniu

hydrodynamicznym do pozostatych polimeréw PNIPAM.

\I/

O NH
nS/\)J\OH

Rysunek 31 Struktura polimeru referencyjnego PNIPAM (M»=10 000 g/mol).
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Analizy zostaty przeprowadzone w przeptywie izokratycznym (1 mL/min), na trzech
potgczonych szeregowo kolumnach PLGel 10 um Mixed-B, o catkowitym zakresie wykluczania mas
200 -2 000 000 g/mol. Aby zapobiec agregacji polimeréw PNIPAM, w trakcie analizy, uktad
kondycjonowany byt w temperaturze 30°C (LSCT dla PNIPAM to 32°C). Zestaw do
wysokosprawnej chromatografii cieczowej wyposazony byt w uniwersalny detektor
refraktometryczny, natomiast do sporzadzenia krzywej kalibracyjnej, w zakresie 800 — 1 500 000
g/mol, uzytam standardow polistyrenu (PS) o niskiej polidyspersyjnosci. Do kontroli poprawnosci
krzywej kalibracyjnej, pomiedzy poszczegdlnymi analizami, uzyty byt PS o masie 9 550 g/mol.
Prébki standardow PS, o stezeniu 1 mg/mL, przygotowane byly w fazie ruchomej, w ktorej
przeprowadzana byta analiza. Krzywa kalibracyjna wyznaczana byta kazdorazowo przy zmianie
warunkow w uktadzie chromatograficznym. Probki polimeréw, o stezeniu 3 mg/mL,
przygotowywane byty w fazie ruchomej korespondujgcej z warunkami na kolumnie.

Poczatkowo uzyty fazg ruchoma byt chloroform (CHCIs). Okazato sie jednak, ze profil
pikow dla wszystkich referencyjnych prébek PNIPAM znacznie odbiegat od krzywej Gaussa.
Dodatkowo, wyznaczona masa molowa dla komercyjnego PNIPAM byta znacznie nizsza niz
podana przez producenta. Dlatego, postanowitam zmieni¢ faze ruchoma na bardziej polarny
rozpuszczalnik organiczny, tetrahydrofuran (THF), aby sprawdzié¢ czy zaobserwujemy podobne
zaleznosci. Profile pikéw byty w tym przypadku bardziej symetryczne, ale nadal widoczne byto
silne rozmycie tylne piku tzw. ogonowanie, a masa PNIPAMokpa) znacznie odbiegata od
deklarowanej przez producenta. Z otrzymanych wartosci (Tabela 7) wynika, ze czas dyfuzji probki
polimeru przez kolumne jest zdecydowanie za dtugi i PNIPAM jest w jakis sposéb zatrzymywany
w porach. Moze to by¢ spowodowane niepozadanymi oddziatywaniami z fazg stacjonarng, co
wydtuza czas wykluczenia polimeru, a tym samym uzyskane masy molowe sg obarczone duzym
btedem. W kolejnym kroku postanowitam wprowadzi¢ modyfikator, ktéry pozwolit
zminimalizowaé¢ wptyw oddziatywand drugorzedowych w trakcie analizy. PNIPAM w swej
strukturze ma ugrupowanie amidowe, z szczgtkowym tadunkiem dodatnim na atomie azotu
i szczatkowym tadunkiem ujemnym na tlenie. Wprowadzenie odczynnika dziatajgcego jak para
jonowa powinno zmniejszy¢ oddziatywania polimeru z fazg stacjonarng. W tym celu do THF
dodatam 1% bromku tetrabutyloamoniowego (TBAB), ktéry powinien skréci¢ czas retencji
(wykluczania) prébki polimeru z kolumny oraz usungé¢ ewentualne ogonowanie piku. Analiza

przeprowadzona w THF z 1% TBAB wykazata, ze liczbowo Srednia masa molowa PNIPAM(1okpa) jest
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zblizona do okreslonej przez producenta pomimo, ze polidyspersyjno$¢ nadal byta do$é duza
(rozmycie tylne piku). Dla kolejnych polimerdw referencyjnych, okazato sie ze profil pikéw jest
bardziej symetryczny, a wyniki polidyspersyjnosci znacznie sie polepszyty (Tabela 7). Dodatkowo,
wyznaczone masy molowe do$é dobrze korespondowaty z masami wyliczonymi teoretycznie.
Uzyskane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze powyzsze warunki analizy beda optymalne do
wyznaczenia masy dla pozostatych zsyntezowanych polimerdw. Krzywa kalibracyjna zostata
wyznaczona w zakresie czaséw retencji (tr) 10-19 minut, wzgledem standardow polistyrenu.
Wyznaczone dla krzywej wspétczynniki determinacji liniowej R = 0.999575 oraz R? = 0.999151,

potwierdzajg wiarygodnos¢ procesu kalibracji (Rysunek 58, podrozdziat 2.6, Czes¢ IV).

Tabela 7 Poréwnanie liczbowo srednich mas molowych polimerdw referencyjnych, w réznych warunkach analiz
chromatograficznych. Kolorem zaznaczone zostaty wybrane warunki analizy GPC/SEC.

M, CHCI3 THF THF, 1% TBAB
Polimer ’ b
referencyjny teoretyczna Mn, D 0 Mn, D 0 Mn, 'DC)
[g/mol] [g/mol] [g/mol] [g/mol]

PNIPAM (10kpa) 10 000 1200 1.52 1400 1.50 7 900 1.54
PNIPAM sraFT) 6 000 1100 1.63 1200 1.59 4 800 1.16
PNIPAMppmar) 11 600 1200 1.64 1350 1.64 11300 1.16

PS 9500 9 000 1.06 9700 1.04 8 000 1.07
a) polimer PNIPAM zakupiony w firmie MERCK
blteoretyczna masa molowa wyliczona z réwnania (8)
9 polidyspersyjnos¢ wyliczona na podstawie analizy chromatograficznej

Struktura chemiczna polimeréw 2-pirydynylowych rézni sie od struktury polimeréw
PNIPAM, co sugeruje ze promienie hydrodynamiczne rdwniez bedg odmienne. Zostato to
uwzglednione przy optymalnym doborze warunkdw analizy oraz przy wyborze polimeréw
referencyjnych. Piki chromatograficzne dla analizowanych polimeréw nie sg symetryczne tak jak
w przypadku polimeréw referencyjnych, co ma swoje odzwierciedlenie w wartosciach
polidyspersyjnosci oraz w wartosciach My, crc/sec (Tabela 8) Polidyspersyjnosé otrzymanych
polimerédw mozna okresli¢ jako niskg, gdy wartos¢ jest mniejsza niz 1.5. Wartosci
polidyspersyjnosci polimeréw 5a-c sg typowe dla produktéw otrzymanych metoda polimeryzacji
rodnikowej, a wartos¢ polidyspersyjnosci dla polimeru 8c jest zblizona do 2.0, co Swiadczy

o wiekszym rozrzucie mas molowych. Wyzsze wartosci polidyspersyjnosci dla polimeru z grupg
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koncowa DDMAT wynikajg z wysokiej wartosci sredniej wagowej masy molowej, gdzie wartosé
polidyspersyjnosci liczymy jako iloraz wagowo Sredniej masy molowej i liczbowo sredniej masy

molowej (RGwnanie 6).

Tabela 8 Poréwnanie mas molowych polimeréw 2-pirydynylowych, otrzymanych w zoptymalizowanych
warunkach analizy chromatograficznej

Mn, teoretyczna < Mw, GPC/SEC d) Mn, GPC/SEC e)
Polimer ph
[g/mol] [g/mol] [g/mol]
5a PMPyAEA 2 11 000 12 200 8 000 1.54
5b PBPyAEA 2 11 600 9 000 6 000 1.49
5c PMPyAPA 2 11 000 - - -
8c PMPyAPA ) 11 600 20900 10 800 1.94

a) grupy koricowe pochodzgce od uniwersalnego reagenta RAFT
b grupy koficowe od DDMAT

°) teoretyczna masa molowa wyliczona z réwnania (8)

4 wagowo srednie masy molowe

e) liczbowo $rednie masy molowe

i polidyspersyjno$¢ wyliczona na podstawie analizy chromatograficznej

Wysoka wartos$¢ polidyspersyjnosci swiadczy réowniez o asymetrycznosci polimeru 8c,
ktéra prawdopodobnie wynika z tworzenia sie jonu obojnaczego pomiedzy wolnym kwasem
karboksylowym grupy korcowej, a zasadowym ugrupowaniem 2-pirydynylowym tancucha
bocznego (Rysunek 32). Z otrzymanych wartosci My, cpc/sec Wynika, Zze odziatywania nie sg
niwelowane, nawet poprzez dodanie 1% TBAT do fazy ruchomej. Wielkosci My, gpc/sec S zatem
bardziej wiarygodnym okresleniem masy dla polimeréw 2-pirydynylowych. Wartosci mas
molowych dla polimeréw 2-pirydynylowych otrzymanych w analizie GPC/SEC zostaty rowniez

poréwnane z masami wyliczonych teoretycznie.
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Rysunek 32 Proponowana struktura jonu obojnaczego w polimerze 8c.

4.3 Wyznaczenie dolnej krytycznej temperatury rozpuszczalnosci dla polimerow

PNIPAM

W trakcie optymalizacji warunkdw analizy okazato sie, ze dla otrzymanych syntetycznie
polimerédw referencyjnych, pomocne bedzie okreslenie dolnej krytycznej temperatury
rozpuszczalnosci (LCST). Polimer PNIPAM jest polimerem czutym na zmiane temperatury a ponizej
LCST sktada sie tylko z jednej fazy, natomiast po jej przekroczeniu ,,zwija sie” tworzgc uktad dwdch
faz (podrozdziat 2.2.2, Czes¢ 1). Z danych literaturowych wiadomo, ze wartos$¢ LCST dla PNIPAM
w wodzie wynosi 32 °C [80]. Wyznaczenie LCST dla polimeréw PNIPAMppmat) oraz PNIPAMsrarT)
zostato wykonane przy uzyciu spektroskopii UV-Vis. Polimery zostaty zdyspergowane w wodzie
milli-Q, po czym zostat wykonany pomiar turbidymetryczny. Probka 1% roztworu polimeru byta
podgrzewana w zakresie temperatur 10°C do 60°C z szybkoscig 0.5°C/min. W trakcie
ogrzewania, przy kazdej zmianie uktadu o 1 °C, wykonywany byt pomiar transmitancji, przy
dtugosci fali A rownej 500 nm. Wyniki pomiarow, w formie krzywych, pokazano na Rysunek 333,
na ktérych punkt przegiecia okresla temperature krytyczng. Transmitancja roztworu polimeru

ponizej LCST jest wysoka, a nastepnie po przekroczeniu temperatury krytycznej, spada do zera.
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Rysunek 33 Krzywe turbidymetryczne (a) oraz wyznaczone wartosci LCST (b) dla polimeréw referencyjnych
PNIPAMpomaT) i PNIPAM srAFT).

Wyznaczone z pomiaréw UV-Vis wartosci LCST (Rysunek 33b) dla PNIPAMppmar) oraz
PNIPAM srarT) S3 zblizone do wartosci literaturowych. Wodny roztwér polimeru z grupg koncowa
DDMAT ma nizszg transmitancje poczgtkowa, a wyznaczona wartos¢ LCST jest nizsza niz 32 °C.
Spowodowane jest to obecnoscig diugiego niepolarnego tancuchem alkilowego na jednym
z koncéw polimeru, ktéry przyspiesza szybkos¢ jego agregacji. Dodatkowo nalezato sprawdzi¢, czy
zmiana pH oraz dodatek soli bedg wptywaty na ,zwijanie sie” polimeru, a tym samym na LCST.
Wtym celu wybratam polimer PNIPAMrarr) ktérego dolna  krytyczna temperatura
rozpuszczalnosci jest zgodna z danymi literaturowymi. Pomiary przeprowadzone byty
w analogiczny sposéb, jak dla czystych roztworédw wodnych. Kazdorazowo polimer
zdyspergowany byt w roztworze wodnym o réznych parametrach (Tabela 9), wybratam trzy rozne
roztwory buforowe o stezeniu 0.1 M, ktdére pozwalaty na kontrole pH w Srodowisku kwasowym,
obojetnym oraz zasadowym. Dla sprawdzenia wptywu zasolenia, wykonatam dodatkowo pomiar

transmisyjny w buforowanej fosforanem soli fizjologicznej (PBS, ang. phosphate buffered saline).
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Tabela 9 Zestawienie warunkow pomiarow transmisyjnych dla wodnych roztworéw polimeréw referencyjnych
PNIPAM oraz wyznaczone wartosci LCST.

Warunki analizy UV-Vis
. LCST
Polimer AT o

R Roztwor pH [°C]

[°C]
PNIPAM ppmar) 10-60 H.0 7.0 30.0
PNIPAM sraFT) H20 10-60 H.0 7.0 32.0
PNIPAM (sRAFT) pH.7.2 10-60 Bufor fosforanowy 7.0 30.0
PNIPAM(sraFT) PBS 10-60 PBS 7.2 29.0
PNIPAM(sRAFT) pH 9.18 10-60 Bufor boraksowy 9.18 29.0
PNIPAM(sRAFT) pH 1.68 10-60 Bufor szczawianowy 1.68 28.5

Wyznaczone krzywe dobrze obrazujg wptyw pH i obecnos$é soli na szybkosé ,zwijania sie”
polimeru (Rysunek 34a). Wyznaczone z pierwszej pochodnej wartosci LCST (Rysunek 34b)
pokazujg, ze wysokie stezenie jondw wodorowych [H*] ma najwiekszy wptyw na solwatacje
polimeru. Dolna krytyczna temperatura rozpuszczalnosci dla PNIPAMrarr) W Srodowisku
kwasowym jest prawie 4 °C nizsza od wyznaczonej dla roztworu polimeru w wodzie (Tabela 9).
Przejscie z uktadu jednofazowego do dwufazowego w srodowisku kwasowym tez jest wolniejsze,

a zmiana nie nastepuje w obrebie 1 °C, tak jak w pozostatych przypadkach. Natomiast dodatek

100 + a 1
95 T 08 + b
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70 +
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60 T+
55 t
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PNIPAM (sRAFT) PBS

( )
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H20

—PNIPAM (sRAFT) pH 1.68
—PNIPAM (sRAFT) pH 9.18

Rysunek 34 Krzywe turbidymetryczne (a) oraz wyznaczone wartosci LCST (b) dla polimeru referencyjnego
PNIPAM(srarT). POomiary wykonane w réznych warunkach pH oraz dodatku soli.
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soli buforowej lub NaCl powoduje, ze wptyw oddziatywan elektrostatycznych w obrebie polimeru
jest silniejszy nizeli sita solwatacji roztworu. Wynika z tego, ze zawartosc¢ soli przyspiesza proces
,ZWijania sie” polimeru PNIPAM. W przeprowadzonej wczesniej analizie chromatograficznej
dazylismy dokfadnie to takiego rezultatu, czyli uzyskania bardziej globularnej struktury polimeru,
co pozwolito polepszyé proces wykluczenia z kolumny. Dodatek soli (TBAB) znacznie polepszat ten
proces, poprzez zmniejszenie interakcji z fazg stacjonarna.

Wykonano réwniez pomiary zmiany transmitancji roztworéw  polimeréw
2-pirydynylowych. Wodne roztwory polimeréw 5a-c, o stezeniu 1%, zostaty zbadane w takich
samych warunkach jak polimery referencyjne. Niestety, uzyskane krzywe nie pozwolity na
poprawne wyznaczenie krytycznej temperatury rozpuszczalnosci, zaréwno dla LCST, jak réwniez

dla UCST.

4.4 Analiza termiczna

Metody analizy termicznej mogg by¢ wykorzystywane do zbadania proceséw
towarzyszagcym zmianom wiasciwosci fizycznych polimeréw, zachodzacych pod wptywem
temperatury. Przy uzyciu technik termoanalitycznych takich jak termograwimetria (TGA, ang.
thermogravimetric analysis) oraz réznicowa kalorymetria skaningowa (DSC, ang. differential
scanning calorimetry), mozemy uzyskac¢ informacje o polimerze np. dane o temperaturze rozktadu
produktu, temperaturze zeszklenia, czy przemianach fazowych w materiale. Uzyskane dane

pozwalajg m.in. na okreslenie przydatnosci polimeru pod kontem jego zastosowania [114].

4.4.1 Pomiary TGA

Analiza TGA zostata wykonana dla polimeréw z podstawnikiem metylowym (5a, 5¢ oraz 8c).
Wynikiem pomiaru jest krzywa termograwimetryczna, zwana réwniez krzywa TGA, ktéra obrazuje
zalezno$¢ utraty masy prébki od temperatury. Na otrzymanych krzywych (Rysunek 35 -Rysunek
37) zaobserwowano charakterystyczne ,stopnie”, odpowiadajgce ubytkowi masy polimeru

podczas ogrzewania.
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Rysunek 35 Krzywa termograwimetryczna dla polimeru 5a.
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Rysunek 36 Krzywa termograwimetryczna dla polimeru 5c.

Wyniki pomiaréw pozwalajg stwierdzi¢, ze stabilno$é termiczna polimeréw 5a i 5¢ jest

zblizona. Krzywe TGA dla tych polimeréw majg podobny przebieg, z t3 rdznica, ze masa polimeru
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Rysunek 37 Krzywa termograwimetryczna dla polimeru 8c.

5¢ pozostaje niezmieniona w szerszym zakresie temperatury. Masa probki PMPyAPA z grupa
koncowa uniwersalnego reagenta RAFT (5c) pozostaje stabilna (ponizej 3% ubytku masy) do
temperatury ok. 170 °C. Powyzej tej temperatury obserwujemy liniowy spadek masy, az do
temperatury ok. 450 °C, swiadczacy o stopniowym rozktadzie polimeru. Po przekroczeniu
temperatury 450 °C praktycznie cata prébka ulega rozktadowi (75% ubytku masy). Podobne
zachowanie obserwujemy w przypadku polimeru 5a, gdzie do temperatury ok. 120 °C
obserwujemy tylko 2% ubytek masy, a nastepnie polimer ulega rozktadowi. Stabilnos¢ polimeru
8¢, ktéry rdzni sie od 5¢ jedynie grupami koricowymi, okazata sie duzo nizsza, poniewaz juz od
temperatury pokojowej (RT) zauwazy¢ mozina istotny spadek masy ogrzewanej probki.
Z uzyskanych danych wynika, ze catkowity rozktad materiatu nastepuje do temperatury ok.
450 °C. Wynikéw pomiaréw termograwimerycznych nie mozna bezposrednio powigzac
z wewnatrzczasteczkowa cyklizacjg, dajg one jednak cenne informacje o stabilnos¢ polimeréw

w temperaturze 90 °C, ktdra byta kluczowa w kontekscie badan proceséw termo-uwalniania.
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4.4.2 Pomiary DSC

Pomiary skaningowej kalorymetrii roznicowej zostaty przeprowadzone dla polimeru 5a,
celem sprawdzenia przydatnosci w badaniu procesu termocyklizacji. Metoda DSC polega na
pomiarze ciepta wydzielanego lub pochtanianego (entalpii (AH)), w trakcie zaprogramowanego
wzrostu lub obnizania temperatury. Zmiana ciepta uktadu jest skutkiem zachodzacych
w polimerze reakcji egzo- lub endoenergetycznych. Wynikiem pomiaru kalorymetrycznego, jest
charakterystyczna dla danej substancji krzywa DSC, przedstawiajgca ilos¢ ciepta wymienionego
przez probke z otoczeniem, w funkcji czasu lub temperatury. Dla polimeru 5a wykonano pomiary
dla dwodch rdéinych programéw temperaturowych. W pierwszym podejsciu termogram
rejestrowany byt w zakresie 30 — 200 °C, natomiast w drugim prébka polimeru ogrzewana byta do
temperatury 90 °C, po czym schtadzana do 20 °C. Metodyka pomiardow zostata doktadnie opisana
w czesci eksperymentalnej (podrozdziat 2.7). Otrzymane krzywe DSC dla pomiaréw przedstawia

Rysunek 38 oraz Rysunek 39.
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Rysunek 38 Krzywa DSC dla polimeru 5a w zadanych warunkach pomiaru.
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Termogram przedstawiony na Rysunku 38, potwierdza wyniki z analizy TGA dla polimeru 5a. Do
temperatury 100 - 120 °C polimer ten jest stabilny i nie ulega takze zadnej przemianie fazowej.
Szeroka anomalia, z maksimum ok. 150 °C, zwigzana jest z procesem dekompozycji materiatu, co
potwierdzajg dwa kolejne cykle pomiarowe — cykl chtodzenia oraz ponowny cykl grzania. Krzywe
DSC na Rysunku 39 przedstawiajg pomiar w cyklach 10 — 90 °C. Jak wyraznie widaé, w badanym
zakresie temperaturowym, nie zaobserwowano zadnych anomalii cieplnych sSwiadczacych
0 zmianie stanu uktadu.

Otrzymane wyniki wskazujg, ze przejsciu z formy liniowej taricucha bocznego polimeru do
formy cyklicznej nie towarzyszg zadne przemiany fazowe, co oznacza, ze proces

wewnatrzczasteczkowej cyklizacji nie nastepuje wraz ze zmiang entalpii uktadu.
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2) Hold for 15.0 min at 90.00°C 21) Cool from 90.00°C to 20.00°C at 10.00°C/min
3) Cool from 90.00°C to 20.00°C at 10.00°C/min 22) Heat from 20.00°C to 90.00°C at 10.00°C/min
4) Heat from 20.00°C to 90.00°C at 10.00°C/min 23) Hold for 15.0 min at 80.00°C
5) Hold for 15.0 min at 90.00°C 24) Cool from 90.00°C to 20.00°C at 10.00°C/min
6) Cool from 90.00°C to 20.00°C at 10.00°C/min 25) Heat from 20.00°C to 90.00°C at 10.00*C/min
7} Heat from 20.00°C to 90.00°C at 10.00°C/min 26) Hold for 15.0 min at 90.00°C
8) Hold for 15.0 min at 90.00°C 27) Cool from 90.00°C to 20.00°C at 10.00°C/min
9} Cool from 90.00°C to 20.00°C at 10.00°C/min 28) Heat from 20.00°C to 90.00°C at 10.00°C/min
10)Heat from 20.00°C to 90.00°C at 10.00°C/min 29) Hold for 15.0 min at 90.00°C
11)Hold for 15.0 min at 90.00°C 30) Cool from 90.00°C to 20.00°C at 10.00°C/min
12)Cool from 90.00°C to 20.00°C at 10.00°C/min 31) Heat from 20.00°C to 90.00°C at 10.00°C/min
13)Heat from 20.00°C to 90.00°C at 10.00°C/min 32) Held for 15.0 min at 90.00°C
14)Hold for 15.0 min at 90.00°C 33) Cool from 90.00°C 10 20.00°C at 10.00°C/min
15)Cool from 90.00°C to 20.00°C at 10.00°C/min 34) Heat from 20.00°C to 90.00°C at 10.00°C/min
16)Heat from 20.00°C to 90.00°C at 10.00°C/min 35) Hold for 15.0 min at 90.00°C
17)Hold for 15.0 min at 90.00°C 36) Cool from 90.00°C to 20.00°C at 10.00°C/min
18)Cool from 90.00°C to 20.00°C at 10.00°C/min 37) Heat from 20.00°C to 90.00°C at 10.00°C/min
19)Heat from 20.00°C to 90.00°C at 10.00°C/min

Rysunek 39 Krzywa DSC dla polimeru 5a w zadanych warunkach pomiaru.
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5 Wewnatrzczasteczkowa cyklizacja

Proces wewnatrzczasteczkowej cyklizacji byt dotychczas rozpatrywany tylko jako mechanizm
usuwania termolabilnych grup ochronnych (Rozdziat 5, Cze$é I). W niniejszej pracy przedstawiono
badania wewnatrzczasteczkowej cyklizacji wspomaganej temperaturg w polimerach
2-pirydynylowych (Schemat 15). Proces ten jest w tym przypadku wykorzystany jako mechanizm
uwalniania modelowego zwigzku aktywnego (zwiazku bicyklicznego). Takie zwigzki
heterocykliczne wystepujg jako czes¢ struktury chemicznej niektérych niskoczgsteczkowych
lekéw, takich jak na przyktad Zolpidem®. Proces formowania sie zwigzkédw cyklicznych (6a-b, 9)

z polimeréw 5a-c oraz 8c zostat zbadany przy uzyciu dwéch metod: spektroskopii UV-Vis oraz

H NMR.
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Schemat 15 Ogdlny schemat procesu wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji w otrzymanych uktadach
polimerowych.

5.1 Pomiary UV-Vis

Pierwszg metodg pozwalajgcg na zbadanie procesu uwalniania zwigzku cyklicznego
w wyniku wewnatrzczasteczkowej cyklizacji wspomaganej temperaturg byta spektroskopia
UV-Vis. Dla wszystkich badanych polimeréw, przed procesem cyklizacji, zarejestrowane zostato
widmo ciagte, po czym wodne roztwory polimeréw byty kondycjonowane w temperaturze 90 °C,

do momentu catkowitego uwolnienia zwigzku bicyklicznego. Widmo rejestrowane byto co 10

% Zolpidem — lek z grupy imidazopirydyn o dziataniu nasennym i uspokajajacym.
[https://go.drugbank.com/drugs/DB00425, 16.02.2023]
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minut, a cykl pomiarowy byt zatrzymany gdy profil krzywych nie ulegat zmianie. Zebrane widma
pozwolity na obserwacje przesunie¢ pasm absorpcji w czasie procesu uwalniania zwigzku
modelowego.

W trakcie procesu cyklizacji, liniowa forma taricucha bocznego homopolimeru (5a-c lub
8c) ulega przeksztatceniu w uktad jonowy, gdzie zwigzek bicykliczny (6a, 6b albo 9) jest kationem,
natomiast taficuch gtowny poli(kwasu akrylowego) zostaje natadowany ujemnie (7 albo 10)

(Schemat 16).
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Schemat 16 Mechanizm procesu wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji w homopolimerach.

Proces uwalniania przeprowadzitam w temperaturze 90 °C, ktéra umozliwia badanie
procesu w krétszym czasie. Nalezy pamieta¢, ze wewnatrzczasteczkowa cyklizacja moze zachodzié
rowniez w nizszym zakresie temperatur, bardziej odpowiednim dla uktadéw biologicznych,
jednakze wtedy czas odblokowania/uwalniania jest przewaznie dtuzszy. Badania uwalniania
zwigzku bicyklicznego, w rdinych temperaturach byto przeprowadzane wczesniej dla
karboksylowych pochodnych nukleozydéw [154], jednakze dla celdw niniejszych badan bardziej
odpowiednie byto zastosowanie wyzszej temperatury (90 °C).

Przed rozpoczeciem ogrzawania, na widmach UV-Vis polimeréw 5a-c, widoczne jest

szerokie pasmo o $redniej intensywnosci, przy Amax 310-314 nm, ktére mozna przypisac przejsciu
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Rysunek 40 Widma UV-Vis dla poczatkowego i koricowego etapu cyklizacji. Linig ciggta oznaczono profile UV-
Vis przed cyklizacjg, natomiast linig przerywana po cyklizacji.

m — 1* czesci 2-pirydynylowej polimeru (pasmo I, Rysunek 40). Dla wszystkich badanych
polimeréw 2-pirydynylowych zaobserwowatam przesuniecie tego pasma w kierunku
podczerwieni. Przesuniecia batochromowe'® potwierdzajg, ze w badanych polimerach przejscie
od postaci liniowej do cyklicznej jest mozliwe, a zmiana profilu widma UV-Vis obrazuje proces
uwalniania. Na widmach UV-Vis widoczne jest réwniez pasmo przy Amax 240-250 nm, ktére mozna
przypisac przejsciom wzbronionym n — ni* uktadu karbonylowego (pasmo |, Rysunek 40) [148].
Pasmo to, w wyniku procesu cyklizacji, przesuwa sie w strone fal krétszych (efekt
hipsochromowy). Przyczyng tego jest rozerwanie wigzania estrowego i utworzenie zwigzku
jonowego w roztworze polimeru. Zgodnie z zatozeniem, czas potrzebny do petnego uwolnienia
zwigzku cyklicznego (At), zalezy od podstawnika pirydylowego atomu azotu oraz od dtugosci
tacznika alkilowego. Dla polimeréw 5a i 5b zaobserwowatam przesuniecia batochromowe
odpowiednio 0 21 nm oraz 24 nm (Rysunek 41, Rysunek 42). Przesuniecie pasma w kierunku fal

dtuzszych mozna przypisa¢ powstawaniu pieciocztonowych zwigzkéw heterocyklicznych 6a i 6b.

10 Efekt batochromowy - przesuniecie pasm w widmie absorpcyjnym zwigzku organicznego w strone fal
dtuzszych, tzw. pogtebienie barwy, wywotane wprowadzeniem do czasteczki tzw. grupy batochromowe;.
[https://encyklopedia.pwn.pl/haslo/batochromowy-efekt;3875034.html, 04.02.2023]
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Przejscie m-m* w tych czasteczkach jest mozliwe, poniewaz chmura elektronowa jest

rownomiernie rozmieszczona na obu pierscieniach heterocyklicznych, tworzac uktad sprzezony.
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Rysunek 41 Widma UV-Vis procesu wewnatrzczasteczkowej cyklizacji dla PMPyAEA (5a). Catkowite uwolnienie
zawigzku bicyklicznego 6a nastgpito po 150 minutach (2.5 h). Po tym czasie nie zaobserwowano zadnych zmian
na widmie ciggtym.
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Rysunek 42 Widma UV-Vis procesu wewnatrzczasteczkowej cyklizacji dla PBPyAEA (5b). Catkowite uwolnienie
zawigzku bicyklicznego 6b nastgpito po 195 minutach (3 h 25 min.). Po tym czasie nie zaobserwowano zadnych
zmian na widmie ciggtym.
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Rysunek 43 Widma UV-Vis procesu wewnatrzczasteczkowej cyklizacji dla PMPyAPA (5c). Catkowite uwolnienie
zawigzku bicyklicznego 9 nastgpito po 22 h. Po tym czasie nie zaobserwowano zadnych zmian na widmie

ciggtym.

Formowanie sie sze$ciocztonowego zwigzku bicyklicznego 9 z wodnego roztworu
polimeru 5¢ rdwniez spowodowato przesuniecie pasma w kierunku fal dtuzszych, jednak zmiana
ta jest znacznie mniejsza, okoto 8-10 nm (Rysunek 43). Ponadto, czas potrzebny do zakorczenia
procesu cyklizacji byt znacznie dtuzszy, catkowite uwolnienie zwigzku modelowego 9 wymagato
az 22 godzin grzania, w temperaturze 90 °C. Dtuzszy At dla bicyklicznego kationu 9 mozna
wyttumaczyé wyiszym zapotrzebowaniem energetycznym tego procesu, wymaganym do
powstania szeSciocztonowego zwigzku heterocyklicznego. W przypadku, energetycznie
uprzywilejowanego pieciocztonowego zwigzku heterocyklicznego 6a, catkowite uwolnienie
przebiegto w ciggu 150 minut (2.5 h) (Rysunek 44). Podobny czas zaobserwowano dla catkowitego
uwolnienia zwigzku 6b, gdzie At wynosi 195 minut (3 h 25 min). W czasie 5 h nastgpito catkowite
uwolnienie pieciocztonowych zwigzkow cyklicznych, natomiast szesciocztonowy zwigzek cykliczny

(9) zostat uwolniony zaledwie w 32%.
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Rysunek 44 Kinetyka procesu catkowitego uwalniania modelowych zwigzkéw bicyklicznych z polimerow
2-pirydynylowych w wyniku wewnatrzczasteczkowej cyklizacji, w temperaturze 90 °C.
Pomimo rdznic w czasie uwalniania zwigzkéw bicyklicznych, z polimeréw podstawionych grupa
metylowag (5a i 5c¢) zmiana profili UV-Vis byta poréwnywalna. W obydwu przypadkach
obserwowalismy przesuniecie batochromowe, z réwnoczesnym wzrostem absorpcji czyli
hiperchromizmem. Natomiast, w trakcie uwalniania zwigzku bicyklicznego 6b obserwowatam
nieliniowg zmiane absorbancji (Rysunek 42). Proces powstawania 6b wydaje sie przebiegad
w odmienny sposéb, niz w przypadku polimeréw podstawionych grupg metylowa. Na widmach
UV-Vis, obrazujgcych proces cyklizacji w polimerze 5b, obserwujemy powstanie punktu
izozbestycznego!! przy dtugosci fali 317.3 nm. Dla pozostatych polimeréw, nie stwierdzitam
powstawania miejsca przeciecia sie krzywych spektrofotometrycznych w trakcie cyklizacji.
Stabilny punkt izozbestyczny potwierdza, ze reakcja przebiega bez tworzenia sie zwigzku
posredniego, a dodatkowo w trakcie procesu powstaje rownowaga chemiczna pomiedzy czescig
linowa a cykliczng. Ponadto, podstawnik benzylowy powoduje wiekszg delokalizacje elektronow,
a ukfady sprzezone osiggajg nizsze energie dla przejscia m—nt*. Przesuniecie pasma absorpcji byto
najwieksze wtasnie dla polimeru 5b, z Amax przy 335 nm. Interakcje niekowalencyjne, takie jak
oddziatywania warstwowe ukfadéw sprzezonych m — 1, ktére sg teoretycznie mozliwe dla 5b,

mogg by¢ kolejng istotng cechg pozwalajgca na wykorzystanie 5b w systemach dostarczania

11 punkt izozbestyczny — punkt przeciecia wielu krzywych absorpcji przy zmianie jednego z parametréw ukfadu
bedgcego w rdwnowadze. [A. Cyganski, Metody spektroskopowe w chemii analitycznej, Wydawnictwo
Naukowo-Techniczne, Warszawa 2002, s.209]
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lekéw, opartych na materiatach polimerowych. Interakcje niekowalencyjne moga powodowaé
dodatkowg stabilizacje pomiedzy faricuchami polimerowymi oraz zwieksza¢ retencje lekéw
aromatycznych, takich jak doksorubicyna czy paklitaksel, z miceli polimerowych [155].

Kolejnym istotnym celem byto zbadanie wptywu pH roztworu na proces uwalniania zwigzku
bicyklicznego 6b oraz tworzacg sie w jego trakcie rownowage chemiczng. Z tego wzgledu
postanowitam przeprowadzi¢ dodatkowe pomiary wewnatrzczasteczkowej cyklizacji polimeru 5b,
w zaleznosci od pH roztworu. Polimer 5b zostat zdyspergowany w kilku roztworach buforowych o
stezeniu 0.1 M, co umozliwiato kontrole pH w czasie pomiaréw (Tabela 10). W kazdym przypadku
widma ciagte zbierane byty co 10 minut, w czasie 5 godzin grzania, w temperaturze 90 °C. Przed
procesem grzania, dla kazdej préobki wykonatam pomiar widm UV-Vis w temperaturze pokojowej,
na ktorych widoczne sg przesuniecia pasm absorpcji poczatkowej spowodowane obecnoscig soli
buforowych. Duze przesuniecie Amax czesci 2-pirydynylowej, wzgledem roztworu wodnego,
obserwujemy w przypadku prébki polimeru 5b zdyspergowanego w buforze fosforanowym, pH
7.0. W przypadku PBS, réznigcym sie od buforu fosforanowego tylko dodatkiem chlorku sodu
i potasu, wartos$¢ poczatkowa Amax pozostaje praktycznie nie zmieniona. Znaczne przesuniecie
pasma absorpcji obserwujemy rowniez dla prébki polimeru przygotowanej w buforze
cytrynianowym, pH 3.78, natomiast dla pozostatych roztworéw buforowych nie zauwazytam

przesuniec¢ pasma dla uktadu 2-pirydynylowego.

Tabela 10 Zestawienie warunkéw pomiardw uwalniania zwigzku cyklicznego 6b z wodnych roztwordéw polimeru
5b.

Warunki analizy UV-Vis
Prébka polimer Temperatura A poczatkowa
5b cyklizacji Roztwér pH [nm]
[°cl

5b(pH 1.68) 90 Bufor szczawianowy 1.68 314.6
5b(pH3.78) 90 Bufor cytrynianowy 3.78 326.0
5b(20) 90 H.0 7.0 310.2
S5bpH7.2) 90 Bufor fosforanowy 7.0 330.8
Sbpss) 90 PBS 7.2 311.6
5b(pHo.18) 90 Bufor boraksowy 9.18 306.0
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Rysunek 45 Wptyw pH na kinetyka procesu catkowitego uwalniania zwigzku cyklicznego 6b z roztworu
polimeru 5b w temperaturze 90 °C.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze wprowadzenie buforéw do uktadu wptywa na szybkos¢
uwalniania zwigzku cyklicznego 6b (Rysunek 45). Z otrzymanych widm UV-Vis wynika, ze
wewnatrzczasteczkowa cyklizacja jest czesciowo wstrzymana w Srodowisku kwasowym. W trakcie
pieciogodzinnego grzania polimeru 5b zdyspergowanego w buforze szczawianowym, o pH 1.68,
nastgpito przejscie zaledwie 20% formy liniowej w forme cykliczng, co spowodowane jest
czesciowgq protonacjg atomu azotu pirydyny. W pH 3.78 ilo$¢ zwigzku bicyklicznego, w tym samym
czasie, jest 3 krotnie wieksza, mimo to cato$é tancucha bocznego polimeru nie ulega cyklizacji.
Proces ten w Srodowisku kwasowym nie przebiega z utworzeniem sie punku izozbestycznego dla
pasma ll, co oznacza, ze w ukfadzie nie wystepujg rézne formy spektralne uktadu 2-pirydylowego,
o podobnej absorpcji. W $rodowisku obojetnym i zasadowym, cze$¢ liniowa taiicucha bocznego
polimeru 5b ulega catkowitej cyklizacji. Kinetyka procesu wewnatrzczasteczkowej cyklizacji w pH
9.18 oraz w PBS, jest podobna do kinetyki procesu w czystym roztworze wodnym. Dodatkowo,
proces cyklizacji przeprowadzony w tych warunkach powoduje niewielkie przesuniecie punktu
izozbestycznego, w kierunku fal krétszych (Tabela 11).

W przypadku procesu cyklizacji skupitam sie na analizie pasma absorpcji dla czesci
2-pirydynylowej (pasmo Il). Nie mozna jednak zapomina¢, ze pasmo | pochodzace od uktadu
karbonylowego takze ulega przesunieciom (Rysunek 40). Dla wodnego roztworu polimeru 5b
widoczne jest przesuniecie hipsochromowe pasma | przebiegajace z utworzeniem punktu

izozbestycznego przy 247 nm (Tabela 11). Podobne przesuniecia obserwowatam w buforze
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boraksowym oraz w PBS. Efekt ten jest wynikiem réwnowagi chemicznej pomiedzy czescig
zdysocjowang oraz niezdysocjowang tancucha gtéwnego, w trakcie cyklizacji. W przypadku
pomiardw w Srodowisku kwasowym dla pasma |, tak samo jak dla pasma ll, nie tworzg sie punkty
rownowagi. Zastanawiajgce jest natomiast tworzenie sie punktu izozbestycznego przy
przesunieciu hipsochromowym pasma | dla pomiaréw cyklizacji 5b w buforze fosforanowym, przy
rownoczesnym braku punktu izozbestycznego dla pasma Il. Wynika z tego, ze obecnosé soli
fosforanowych pozwala na utworzenie réwnowagi spektralnej czesci pochodzacej od poli(kwasu
akrylowego) — pasmo |, natomiast proces formowania sie zwigzku 6b przebiega w tych

warunkach, z utworzeniem sie produktéw przejsciowych.

Tabela 11 Punkty izozbestyczne dla procesu uwalniania zwigzku cyklicznego 6b z roztwordéw polimeru 5b.

Punkt izozbestyczny
Prébka polimer 5b
pasmo | pasmo Il

5b(pH 1.68) - -
5b(pH3.78) - _

5bH20) 247.0 317.3
5bpn7.2) 253.5 -

5bpes) 251.0 314.5
5b(pHa.18) 250.8 315.8

W celu potwierdzenia struktury zwigzkéw cyklicznych zostaty one, po zakornczeniu procesu
cyklizacji, wyizolowane z wodnych roztworéw polimeréw. W tym celu ujemnie natadowany
tancuch poli(kwasu akrylowego) musiat by¢ wymieniony na inny niskoczgsteczkowy anion, aby
sole zwigzkdw cyklicznych mogty by¢ oczyszczone. Doktadna procedura izolacji wszystkich
zwigzkéw cyklicznych zostata umieszczona w Czesci Eksperymentalnej (podrozdziat 2.10).

Struktury zwigzkéw cyklicznych zostaty potwierdzone za pomocg widm *H NMR oraz *3C NMR.
5.2 Pomiary 1H-NMR

Kolejng metoda, wykorzystang do monitorowania procesu uwalniania zwigzkdéw
bicyklicznych, byta spektroskopia jgdrowego rezonansu magnetycznego. Przy jej uzyciu

wykonywano dwa rodzaje eksperymentéw. Pierwszym, byta analiza widm protonowych NMR,

w trakcie ogrzewania polimeru, rozpuszczonego w rozpuszczalniku deuterowanym. Drugi
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eksperyment miat na celu sprawdzenie, czy cyklizacja moze przebiegac w ciele statym bez udziatu
rozpuszczalnika. W obydwu przypadkach proces prowadzony byt w temperaturze 90 °C.

W pierwszym eksperymencie zmierzytam widmo referencyjne w temperaturze 25 °C, dla
prébki polimeru 5b rozpuszczonej w DMSO-ds. Na zarejestrowanym widmie nie obserwowatam
sygnatéw odpowiadajgcych protonom zwigzku cyklicznego 6b. Do identyfikacji sygnatow,
pomocne byto widmo *H NMR czystej, wyizolowanej soli zwigzku 6b (Rysunek 46). Temperatura
pomiaru na spektrometrze (90 °C) zostata ustalona po 30 minutach, a na widmie pojawity sie stabe
sygnaty od zwigzku bicyklicznego, co $wiadczy o tym ze proces cyklizacji juz sie rozpoczat (Rysunek
47). Widma 'H NMR zbierane w odstepach 10-minutowych przez 5 godzin, pokazujg wzrost
intensywnosci sygnatdw charakterystycznych dla protondw zwigzku cyklicznego. W trakcie
pieciogodzinnego grzania préobki nie nastgpito jednak catkowite przeksztatcenie formy linowej
polimeru w forme cykliczng. Dla poréwnania proces cyklizacji polimeru 5b w wodzie przebiegat
z catkowitym uwolnieniem zwigzku bicyklicznego juz po 3.5 h. Zaktadam, ze rdznice w szybkosci

tworzenia sie zwigzku cyklicznego 6b spowodowane sg wtasciwosciami uzytego rozpuszczalnika,
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Rysunek 46 Widmo *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) wyizolowanego zwigzku cyklicznego 6b.
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wiec uzycie aprotycznego, bezwodnego rozpuszczalnika, jakim jest DMSO, nie sprzyja procesowi

wewnatrzczasteczkowej cyklizacji.

[rel]

15

t=5h / i ’ ‘ f

b A I
t=4.5h LA 1 n‘;" \ e I} | |
t=4h

t=3.5h |

10

t=3h
t=2.5h
t=2h
t=1.5h
t=1h

t=0.5h

8 6 4 2 [ppm]

Rysunek 47 Widma H NMR (500 MHz, DMSO-ds) przedstawiajgce kinetyke procesu uwalniania zwigzku
cyklicznego 6b z roztworu polimeru 5b w temperaturze 90°C. Strzatkami zaznaczone sg sygnaty protonéw
zwigzku bicyklicznego.

W drugim przypadku technika NMR stuzyta do identyfikacji i oceny procesu cyklizacji préobek
statych polimeréw 2-pirydynylowych. Prébki state polimeru z podstawnikiem metylowym (5a, 5¢)
byty grzane (90 °C) w termomikserze przez 5 godzin. Nastepnie, proces byt zatrzymywany przez
gwattowne wychtodzenie polimeru, umieszczajgc go w ciektym azocie. Prébki do pomiaréw
widma protonowego przygotowane byty w deuterowanym chloroformie (CDCls). Rdwnoczesnie
dla kazdego polimeru przygotowano dwie prébki odniesienia w rozpuszczalniku deuterowanym,
z czego jedna byta ogrzewana w 90 °C, a druga pozostawiona w temperaturze pokojowej (25 °C)
na 48 h (Tabela 12). Dla tak przygotowanych prébek polimeréw zostaty wykonane widma

protonowe, co pokazano na rysunkach ponizej (Rysunek 48, Rysunek 49).
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Tabela 12 Warunki przygotowania prébek polimeréw 5a i 5¢ do pomiaréw wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji

w ciele statym.

5a 5c
Warunki (1) (2) (3) (1) (2) (3)
ciato state CDCI3 CDCI3 ciato state CDCI3 CDCI3
temperatura 90 °C 90 °C 25 °C 90 °C 90 °C 25°C
grzania
rozpuszczalnik cDei3 cDCI3 cDCI3 cDClI3 cDCI3 CDCI3
deuterowany
_ 24h 24 h
1H NMR po czasie 5h 5h 43 h 5h 5h a8 h

Na podstawie widm otrzymanych dla polimeru 5a nie mozna jednoznacznie stwierdzié,

czy

cyklizacja w ciele statym jest mozliwa. Wprawdzie na widmie prébki 5a (1), po 5 h widoczne s3

charakterystyczne sygnaty dla zwiazku cyklicznego 6a, co mozna uznaé jako potwierdzenie

procesu cyklizacji, ale jednoczesnie proces ten moze zachodzi¢ dopiero od momentu dodania

rozpuszczalnika. Uwzgledniajac przebieg krzywej uwalniania zwigzku 6a (Rysunek 44), mozna

stwierdzié, ze proces cyklizacji w pierszych 15 minutach przebiega szybko (okoto 16% zwiazku

cyklicznego w uktadzie). Aby udowodnié jednoznacznie, ze proces cyklizacji w ciele statym dla

polimeru 5a jest mozliwy nalezatoby przeprowadzi¢ pomiary NMR ciatfa statego, co jest ciekawym

zagadnieniem na dalsze badania wykraczajgce poza niniejszg prace. W przypadku prébki

5a(3)48h l

5a(3)24h

5a(2)5h )i

5a(1)5h ||
5a przed .‘ﬁ ft
grzaniem |
S ———

10

Rysunek 48 Widma H NMR (400 MHz, CDCls) przedstawiajgce kinetyke procesu uwalniania zwigzku
cyklicznego 6a z polimeru 5a. Oznaczenia prébek sg zgodnie z Tabelg 12. Strzatkami zaznaczone sg
charakterystyczne sygnaty protonéw zwigzku bicyklicznego .

[ppm]
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Rysunek 49 Widma H NMR (400 MHz, CDCls) przedstawiajgce kinetyke procesu uwalniania zwigzku
cyklicznego 9 z polimeru 5c¢. Oznaczenia probek sg zgodnie z Tabelg 12.

ogrzewanej w deuterowanym chloroformie, po 5 h eksperymentu pozostato ponad 50% formy
linowej polimeru 5a (prébka 5a (3)), natomiast w warunkach wodnych, w tym czasie, nastgpito
calkowite uwolnienie 6a. Swiadczy to, o tym e woda odgrywa w procesie
wewnatrzczasteczkowej cyklizacji istotng role, co potwierdzajg otrzymane widma. Rownie
waznym czynnikiem jest takze tempratura procesu, co wyraznie wida¢ na widmach polimeru 5a,
pozostawionego w temperaturze pokojowej (prébka 5a(3)), gdzie proces cyklizacji zachodzi
bardzo wolno.

Analiza widm protonowych, dla serii probek polimeru 5c¢ (Rysunek 49) potwierdza
dotychczasowe wnioski wyciggniete z pomiaréw UV-Vis. Obecnos¢ wody sprzyja procesowi
wewnatrzczasteczkowej cyklizacji, a tym samym uwolnianiu zwiazku bicyklicznego. Natomiast
w CDCls, po 5 h grzania, nie widzimy zmian na widmie protonowym, gdzie w tym samym czasie
w roztworze wodnym, w forme cykliczng przeszto 32% polimeru 5c. Na zadnym
z zerejestrowanych widm protonowych dla polimeru 5c¢ nie zaobserwowatam sygnatéow

charakterystycznych dla zwigzku cyklicznego 9.
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6 Otrzymywanie kopolimerow responsywnych -

PNIPAM-co-PMPyAEA

Kolejnym etapem prac badawczych opisanych w niniejszej dysertacji, byto uzyskanie
polimerdow dla ktérych omawiana nieodwracalna termo-responsywnos$é wystepuje wraz z innymi
wiasciwosciami responsywnymi. W tym celu postanowitam zsyntezowac kopolimery statystyczne
PNIPAM-co-PMPyAEA, w ktérych gtéwnym monomerem jest NIPAM, tworzacy polimer
z odwracalng wrazliwoscig na temperature (PNIPAM). Drugg powtarzajacg sie jednostky jest
MPyYAEA (4a), monomer z uktadem 2-pirydynylowym, ktéry tatwo ulega nieodwracalnej
wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji (Schemat 17). Bazujagc na wczesniejszych reakcjach
homopolimeryzacji polimeréw PNIPAM i PMPyAEA (5a), uzyskatam serie kopolimerow
PNIPAM-co-PMPYAEA rdznigcych sie zawartoscig jednostek ulegajgcych cyklizacji (Tabela 13). Do
reakcji kopolimeryzacji technikg RAFT uzytam sprawdzonych i zoptymalizowanych, w poprzednich
etapach odczynnikéw m.in. ACHN (inicjator reakcji) oraz uniwersalny reagent RAFT jako czynnik
przeniesienia tafcucha. Temperatura oraz Srodowisko reakcji byty analogiczne jak w syntezie

homopolimeréw, a monomery byty wprowadzone do procesu rownoczesnie jako mieszanina.

)
g
l\g
uniwersalny reagent RAFT 0._.0
= ACHN S =N
0 | 0 NP
O~ o ~ s7 N
\)J\NH * /W '\|‘ N p-TsCH, 1,4-dioksan x y |
o) (6]

Nz, 90°C HN [e]
A "

NIPAM 4a PNIPAM,-PMPYAEA,

Schemat 17 Ogdlny schemat kopolimeryzacji PNIPAMx-PMPYAEA, przy uzyciu uniwersalnego reagenta RAFT
i ACHN jako inicjatora.
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Tabela 13 Warunki polimeryzacji RAFT kopolimeréw PNIPAMy — PMPyAEAy.

M
Symbol . " b
kcii Kopollmer %NIPAM %MPVAEA [M]a)/[RAFT]/“] [H+] teoretyczna )
reakcji
[g/mol]
16.0 PNIPAMo.93 — PMPyYAEA0.07 93 7 20 6200
[1501/[3]/I1]
16.1 PNIPAMo.80 — PMPyYAEAo.20 80 20 50 6 600
16.3 PNIPAMo.93 — PMPYAEAo.07 93 7 33 18 300
[300]/12]/11]
16.6 PNIPAMo.60 — PMPyYAEAo.40 60 40 183 20 200
al [M]=[NIPAM]+[MPyAEA]
b teoretyczna masa molowa wyliczona z réwnania (10)

W trakcie syntez PNIPAM,-PMPYAEA,, tak jak w przypadku homopolimeryzacji, nukleofilowos¢
atomu azotu w monomerze 4a byta czasowo blokowana, poprzez protonacje mocnym kwasem
organicznym (p-TsOH). llo$¢ potrzebnego kwasu zostata wyznaczona z réwnania (9), gdzie ilosé
moli monomeru odnosi sie tylko do zwigzku 2-pirydynylowego. Kopolimery syntezowane byty
w mieszaninach monomerdw o zdefiniowanym sktadzie, co pozwolito na okreslenie docelowego
zakresu mas molowych. Teoretyczna masa molowa kopolimerdw, przy zatozeniu 100% konwersji

kazdego monomeru, zostata wyznaczona z réwnania ponize;j.

+ MSRAFT (10)

M _ ([NIPAM]XM NIPAM [MPYAEAIXM MPyAEA) Konwersja
nteoretyczna — [SRAFT] [SRAFT] 100%

Zestawienie warunkéw reakcji kopolimeryzacji oraz stosunki molowe substratéw
przedstawia (Tabela 14). Postep reakcji monitorowany byt przy pomocy spektroskopii *H NMR,
a po uzyskaniu zadowalajgcego przereagowania obydwu jednostek monomeréw (> 65%),
mieszanina reakcyjna byta wymrazana w ciektym azocie. W celu uzyskania wysokiej konwersji
synteza kopolimeréw PNIPAMy-PMPyYAEA, zostata wydtuzona do 20h, wzgledem
homopolimeryzacji. Ze wzgledu na fakt, ze monomer 4a ma wiekszg mase molowg niz NIPAM
i jest wiekszy objetosciowo, zaobserwowatam ze catkowita konwersja monomeréw maleje ze
wzrostem zawartoscig jednostek 2-pirydynylowych. Natomiast zmniejszenie ilosci czynnika

wzrostu taricucha nie wptyneto na konwersje monomerdw, ani na czas reakcji.
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Tabela 14 Warunki reakcji kopolimeryzacji

Badania wlasne i dyskusja wynikow

Symbol Monomery [mol] SRAFT ACHN p-TsOH Czas | Konwersja

reakgji NIPAM MPyAEA [mol] [mol] [mol] [h] [%]
16.0 3.4x103 2.0x10% 7.0x10° 2.4x10° 4.7 x10* 20 85
16.1 1.0x 103 2.0x10% 2.0x10° 0.8 x 107 4.0x10* 20 70
16.3 6.8 x 1073 5.0 x 10* 5.0 x 10 2.4x10° 8.0x10* 20 86
16.6 5.3x103 3.5x103 7.0x10° 3.5x10° 8.0x 103 20 70

Wstepne oczyszczanie kopolimeru polegato na zneutralizowaniu uzytego kwasu p-TsOH,
nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu. Po odfiltrowaniu powstatego osadu, produkt zostat
wytrgcony z zimnego eteru dietylowego, a nastepnie suszony pod préznig przez 24 h. Wszystkie

uzyskane kopolimery majg postac ciat statych, o lekko rézowym zabarwieniu.

7 Charakterystyka fizykochemiczna PNIPAM-co-PMPyAEA

Struktura chemiczna otrzymanych kopolimeréw zostata potwierdzona przy uzyciu
spektroskopii 'H NMR. Widma protonowe kopolimeréw zostaty poréwnane i zestawione
z widmami protonowymi homopolimeréw PNIPAM oraz PMPyAEA (5a) (Rysunek 50).
Utrudnieniem przy ustaleniu struktury, dla kopolimeréw zawierajgcych niewielka ilosci jednostek

2-pirydynylowych, moze by¢ ekranowanie sygnatu pochodzacego od protondédw fancucha
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Rysunek 50 Zestawienie widm *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) homopolimerdw (PNIPAM, 5a) oraz kopolimerdéw
PNIPAMx-PMPyYAEA, (produkty reakcji 16.0, 16.1). Czerwonymi strzatkami oznaczone s sygnaty
charakterystyczne dla polimeru 5a, natomiast niebieskimi strzatkami dla polimeru PNIPAM.
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alifatycznego trzeciorzedowej aminy, w jednostkach 5a (6 3.66 ppm, 2H) przez sygnat pochodzacy

od jednego z protondw izopropylu, w jednostkach pochodzgcych od N-izopropylakrylamid

u

(6 3.85 ppm, 1H) (Rysunek 51). Jednakze, obecnosc¢ kolejnego sygnatu od facznika alifatycznego

(6 4.12 ppm, 2H), umozliwia identyfikacje i wyznaczenie stosunku molowego poszczegdélnyc

segmentow w kopolimerze.
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Rysunek 51 Fragment widma *H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) przedstawiajacy efekt ekranowania protonéw
o zblizonych przesunieciach chemicznych.

Srednie masy molowe dla otrzymanych kopolimeréw zostaty wyznaczone dwoma metodam
metodg grup kofcowych oraz przy uzyciu chromatografii wykluczenia. Dodatkowo, otrzyman

wartosci zostaty poréwnane z teoretycznie wyliczonymi masami kopolimeréw (Tabela 15).

Tabela 15 Zestawienie mas molowych kopolimeréw PNIPAMx — PMPyAEA,.

h

l

e

Sym bol Mn, teoretyczna a) Mn, NMR b) Mw, GPC/SEC < Mn, GPC/SEC d)
. Kopolimery | pe
reakcji [g/mol] [g/mol] [g/mol] [g/mol]
16.0 PNIPAMo.s3 — PMPYAEA0.07 6 200 4200 10700 9200 1.16
16.1 PNIPAMo.s0 — PMPYAEA0.20 6 600 4500 12200 10200 119
16.3 PNIPAMo.s3 — PMPYAEA0.07 18 300 11600 21100 18 200 1.16
16.6 PNIPAMo.60 — PMPYAEAo.40 20200 9000 15400 12900 1.20

a) teoretyczna masa molowa wyliczona z réwnania (10)

bYmasa molowa wyznaczona metoda grup koricowych

) wagowo $rednie masy molowe

d) liczbowo $rednie masy molowe

e) polidyspersyjnos¢ wyliczona na podstawie analizy chromatograficznej
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Dla kopolimerdw, ktére majg krotsze taricuchy gtéwne, masy molowe wyznaczone z pomiaréw
'H NMR s3 zblizone do teoretycznych oraz sg obarczone mniejszym btedem. Integracja sygnatéw
pochodzacych od grup kornncowych kopolimeréw o wyzszych masach (dtuzszych taricuchach), byta
znacznie trudniejsza. Dlatego tez, M, nmr dla produktéw reakceji 16.3 oraz 16.6 znacznie rdznig sie
od mas teoretycznych, pomimo ze konwersja w tych syntezach byta wysoka. W przypadku
srednich mas molowych obydwu serii zakreséw M, kopolimeréw PNIPAM-PMPyAEA, wartosci
wyznaczone chromatograficznie obarczone sg podobnym btedem. Analizy GPC/SEC pokazujg, ze
zarowno kopolimery o nizszych masach (okoto 6 000 g/mol), jak i te o wyzszych masach (okoto
20000 g/mol), majg lokalizacje, w tym samym wycinku krzywej kalibracyjnej (Rysunek 58,
podrozdziat 2.6, Cze$¢ IV). Dzieje sie tak poniewaz catkowity zakres sporzgdzonej krzywej
kalibracyjnej, dla uzytych kolumn jest bardzo szeroki. Analiza GPC/SEC byta przeprowadzona
w warunkach zoptymalizowanych dla homopolimeréw PNIPAM, dlatego tez piki rozrzutu mas
molowych kopolimeréw, majgcych w strukturze mniej jednostek 2-pirydynylowych, sg bardziej
symetryczne. Ma to swoje odzwierciedlenie w niewielkiej réznicy pomiedzy wartosciag wagowo
$redniej i liczbowo sredniej masy molowej. Niezaleznie od zatozonej masy, polidyspersyjnos¢ dla
kopolimeréw PNIPAMggs — PMPyAEA( o7 jest niska. Dodatkowo, jest ona zblizona do wartosci
polidyspersyjnosci dla homopolimeru PNIPAM. Ze wzrostem zawartosci jednostek
2-pirydynlowych zauwazytam wiekszg rozbieznos¢ pomiedzy Muw, epe/sec @ M, ressec. Wartosci P
dla PNIPAMo.go-PMPyAEAo20 oraz PNIPAMoso-PMPYAEAo40 s3 wieksze, co potwierdza
spostrzezenia z analizy 5a-b oraz 8c. Wynika z tego, ze polimery 2-pirydynylowe i PNIPAM rdznig
sie promieniami hydrodynamicznymi, stad analiza GPC/SEC w oparciu o kalibracje pojedynczej
masy molowej nie pozwoli na bardzo doktadne okreslenie masy kopolimeréw. Promien
hydrodynamiczny kopolimeru bedzie zalezat od lokalnego sktadu i utozenie poszczegdlnych
jednostek w makroczasteczce [156]. Najlepszym rozwigzaniem bytoby zastosowanie instrumentu
GPC/SEC zawierajgcego kilka detektoréw, w tym lepkosciomierz, co pozwolitoby na analize masy
kopolimeréw o wyzszej zawartosci jednostek 2-pirydynylowych. Aby obydwie jednostki
kopolimeru bytyby wkluczane z podobng efektywnoscig, proces optymalizacji musi byc

przeprowadzony ponownie, co wykracza poza zakres niniejszej pracy.
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8 Wewnatrzczasteczkowa cyklizacja w kopolimerach
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Schemat 18 Mechanizm procesu wewnatrzczasteczkowej cyklizacji w kopolimerach PNIPAMx-PMPyYAEA,.

Proces wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji dla homopolimeru 5a przebiegat z catkowitym
uwolnieniem zwigzku bicyklicznego 6a, w trakcie 2.5 h (Rysunek 44). Cyklizacja w uktadach
kopolimerowych powinna przebiega¢ wedtug tego samego mechanizmu (Schemat 18), jednakze
czas catkowitego uwolnienia 6a, z tych uktadéw bedzie zalezny od otoczenia jednostki
2-pirydynylowej i prawdopodobnie bedzie sie réznit od wyznaczonego dla homopolimerdw. llos¢
jednostek ulegajacych cyklizacji w PNIPAM,-PMPyAEA, jest znacznie mniejsza niz w 5a, co by
wskazywato, ze proces przebiegnie szybciej. Obecnos¢ segmentdw PNIPAM moze teoretycznie
spowalniaé proces, dlatego wartos¢ catkowitego uwolnienia musi byé wyznaczona
doswiadczalnie. Przeprowadzita zatem badania procesu uwalniania dla kopolimerdw, o nizszym

zakresie mas (produkty reakcji 16.0 oraz 16.1).

8.1 Pomiary 1H-NMR

Badania postepu uwalniania 6a, rozpoczetam od oceny widm 'H NMR, kopolimerdow
PNIPAMo.93-PMPYAEAo.07 oraz PNIPAMo s0-PMPYAEAo 20 rozpuszczonych w deuterowanym DMSO
oraz ogrzewanych w temperaturze 90 °C. Widma byly rejestrowane po 2 h oraz po 24 h, od
rozpoczecia ogrzewania (Rysunek 52, Rysunek 53), co pozwolito na obliczenie stopnia uwolnienia
zwigzku bicyklicznego 6a. Na widmach 'H NMR obserwujemy zmniejszanie sie sygnatéw
charakterystycznych dla protonéw formy liniowej tancucha bocznego (6 4.12 ppm oraz 3.66 ppm),

przy réwnoczesnym wzroscie sygnatdw odpowiadajacych protonom w pierscieniu
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heterocyklicznym 6a (&6 4.62 ppm (t) oraz 3.86 ppm(t)). Po 2 h ilos¢ uwolnionego zwigzku
cyklicznego, dla obydwu kopolimeréw byta niewielka, w poréwnaniu z 5a, dla PNIPAMoo3-
PMPyAEAo 07 - okoto 17%, natomiast dla PNIPAMg so-PMPYAEAG 20 - 23%. Na podstawie wynikow
pomiaru widm protonowych, po 24 h, mozemy stwierdzié, ze dla kopolimeru z mniejszg iloscig
jednostek 2-pirydynylowych (Rysunek 52), uwolnienie zwigzku bicyklicznego byto catkowite,
w przeciwienstwie do kopolimeru z wiekszg iloscig jednostek ktére mogtyby ulec cyklizacji. W tym
przypadku, po 24 h, zostato jeszcze ponad 34% tancuchow bocznych w formie liniowej (Rysunek

53).

I
PNIPAM 053 -PMPYAEAw.07 ‘ \ ‘ ‘
16.024h(90°C) 4 | | [ A l {
16.02h(90°C) N S N | I At

16.0 przed grzaniem A JA "‘k . AN . oo~ N _,:\ o U

Rysunek 52 Widma H NMR (400 MHz, DMSO-ds) przedstawiajgce proces cyklizacji PNIPAMo.s3-PMPyAEA0.07.
Zaznaczony fragment widma przedstawia sygnaty zwigzku bicyklicznego 6a, wedtug ktérych liczony byt postep
procesu.
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Rysunek 53 Widma H NMR (400 MHz, DMSO-ds) przedstawiajgce proces cyklizacji PNIPAMo.so-PMPyYAEAo 2.
Zaznaczony fragment widma przedstawia sygnaty zwigzku 6a, wedtug ktérych liczony byt postep procesu.

8.2 Pomiary UV-Vis

Z badan widm protonowych nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, czy spowolnienie procesu
uwalniana spowodowane jest warunkami bezwodnymi, czy obecnoscig segmentéw PNIPAM,
ktére w temperaturze 90 °C agreguja, utrudniajgc tym samym wewnatrzczgsteczkowg cyklizacje.
Znaczne obnizenie efektywnosci procesu, moze byé w réwnym stopniu spowodowane
wypadkowa obu tych czynnikéw. Dlatego tez, konieczne byto przeprowadzenie uwalniania
zwigzku bicyklicznego w warunkach wodnych. Proces monitorowany byt przy uzyciu spektroskopii
UV-Vis, a pomiary przeprowadzone w analogiczny sposdb, jak w przypadku homopolimerdw.
Wodne roztwory kopolimerow PNIPAMo.o3-PMPYAEAo o7 oraz PNIPAMo.so-PMPYAEAG 20, byly
ogrzewane przez 5 h w temperaturze 90 °C, a co 10 minut rejestrowane byto widmo UV-Vis
(Rysunek 55 oraz Rysunek 54). Proces wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji przebiegat dla obu
uktaddéw, w czasie dtuzszym, niz dla homopolimeru 5a. W obydwu przypadkach obserwujemy
batochromowe przesuniecie pasma absorpcji Il, o okoto 20 - 28 nm, przy réwnoczesnym
zmniejszeniu natezenie absorpcji promieniowania, efekt hipochromowy. W przypadku
kopolimeru PNIPAMo.93-PMPyYAEA, 07 pasmo pochodzgceod ugrupowania 2-pirydynylowego jest

bardzo stabe, dlatego tez okreslenie poczatkowej wartosci Amax jest umowne. Interesujacy jest
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rowniez fakt, ze dla tego kopolimeru proces catkowitego uwolnienia zwigzku bicyklicznego 6a
trwat niemal dwa razy dtuzej, niz dla kopolimeru, w ktérym grup ulegajacych cyklizacji jest wiecej
(Rysunek 56). Swiadczy to o tym, ze wydtuzenie procesu termo-uwalniania wynika z zawady
przestrzennej, ktérg tworza zagregowane segmenty N-izopropylakrylamidu. Taki wniosek
potwierdza fakt ze, dla kopolimeru zawierajgcego mniej taricuchéw bocznych z ugrupowanie
2-pirydynylowym efekt ten jest silniejszy, w przeciwienstwie do kopolimeru PNIPAMg so-
PMPyYAEA. 20, co skutkuje efektywniejszym uwalnianiem zwigzku modelowego. Wyniki pomiaréow
procesu cyklizacji, w wodnych roztworach kopolimeréw wykazaty, ze stosunki zawartosci
jednostek z odwracalng termo-responsywnoscig, wzgledem ilosci taricuchdw bocznych
z ugrupowaniem 2-pirydynylowym, majg wptyw na szybkos¢ procesu termo-uwalniania.
Wprowadzenie, w sposéb losowy fragmentédw N-izopropylakrylamidu moze byé dodatkowym
czynnikiem, poza temperaturg i srodowiskiem reakgcji, ktéry pozwoli na sterowanie procesem

wewnagtrzczasteczkowej cyklizacji.

Amax 310 nm Jmax 338 nm
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Rysunek 54 Widma UV-Vis procesu wewnatrzczasteczkowej cyklizacji dla PNIPAMo.so-PMPYAEAo.20. Catkowite
uwolnienie zawigzku bicyklicznego 6a nastgpito po 170 minutach (2 h 50 min.).
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Rysunek 55 Widma UV-Vis procesu wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji dla PNIPAMo.93-PMPyYAEA0.07. Catkowite
uwolnienie zawigzku bicyklicznego 6a nastgpito po 250 minutach (4 h 10 min.).
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Rysunek 56 Kinetyka procesu catkowitego uwalniania zwigzku 6a z kopolimeréow polimeréw
PNIPAMx-PMPyYAEAy, w wyniku wewnatrzczasteczkowej cyklizacji, w temperaturze 90 °C.
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Najwazniejsze wyniki

Opracowatam metode syntezy nowych monomerdw zawierajgcych termowrazliwg grupe
2-pirydynylowa (4a-4c).

Zoptymalizowatam metode syntezy polimeryzacji RAFT, bazujagc na monomerze
N-izopropylakrylamidu (NIPAM), ktora postuzyta do opracowania metody polimeryzacji
monomerow 4a-c.

Opracowatam metode homopolimeryzacji polimeréw z ugrupowaniem 2-pirydynylowym
(5a-c). Czasowe zablokowanie termowrazliwosci monomeréw, poprzez obnizenie ich
nuklofilowosci w wyniku protonacji endogennego azotu pirydyny, pozwolito na
przeprowadzenie reakcji polimeryzacji.

Potwierdzitam strukture chemiczng otrzymanych polimeréw 5a-c metodg jadrowego
rezonansu magnetycznego (*H, 3C NMR oraz H-H COSY, *H-13C HSQC, H-3C HMBC NMR)
oraz spektroskopii w podczerwieni (FT-IR).

Dla wszystkich otrzymanych polimeréw okreslitam masy molowe przy uzyciu metody grup
koricowych, w oparciu o widma *H NMR.

Zoptymalizowatam metode chromatografii wykluczenia GPC/SEC, co pozwolito na oznaczenie
rozrzutu mas molowych oraz polidyspersyjnosci homopolimeréw.

Wyznaczytam wartosci dolnej krytycznej temperatury rozpuszczalnosci (LCST) dla
otrzymanych polimeréw PNIPAM, potwierdzajac jej zgodnosé z danymi literaturowymi.
Okreslitam wptyw pH i dodatku soli na wartosci LCST otrzymanych polimeréw PNIPAM.
Przeprowadzitam badanie procesu wewnatrzczasteczkowej cyklizacji, w roztworach
homopolimerédw, metody spektroskopii UV-Vis i wyznaczytam krzywe uwalniania dla
zwigzkdw cyklicznych 6a-b, 9.

Zbadatam wptyw pH oraz dodatku soli na proces uwalniania zwigzku modelowego, na
przyktadzie zwigzku bicyklicznego 6b, metodg spektroskopii UV-Vis, wykazujac, ze proces
cyklizacji jest utrudniony w srodowisku kwasowym.

W ukfadach homopolimerowych, przeprowadzitam badanie kinetyki procesu
wewnatrzczasteczkowej cyklizacji wykorzystujagc metode *H NMR oraz udowodnitam wptyw

Srodowiska wodnego na proces termo-uwalniania.
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12. Zbadatam proces cyklizacji w ciele statym, polimery 5a i 5¢, wykazujgc kluczowy wptyw
temperatury na proces cyklizacji.

13. Otrzymatam 4 kopolimery statystyczne PNIPAM-co-PMPyYAEA, rdznigce sie iloscig jednostek
2-pirydynylowych, w dwdch zakresach mas molowych okoto 6 000 g/mol oraz okoto 20 000
g/mol.

14. Okreslitam masy molowe otrzymanych kopolimeréw metoda chromatografii wykluczenia
GPC/SEC).

15. Potwierdzitam strukture chemiczng otrzymanych kopolimeréw PNIPAM,-PMPyAEA,, metodg
H NMR.

16. Przeprowadzitam badania procesu uwalniania zwigzku bicyklicznego 6a z kopolimerdw,
o masach molowych okoto 6 000 g/mol, potwierdzajgc wptyw agregacji segmentéw PNIPAM

na spowolnienie procesu termo-uwalniania.
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Czesc¢ eksperymentalna

1 Materialy

1.1 Rozpuszczalniki organiczne.

Odczynniki chemiczne i rozpuszczalniki uzyte do syntez zostaty zakupione w firmach MERCK,
ChemPure lub Avantor i stosowane byty bez dalszego oczyszczania. Rozpuszczalniki dla ktérych
istotne bylo usuniecie $ladéw wody, byly destylowane i przechowywane nad sitami

molekularnymi (4 A).

e Rozpuszczalniki: N,N-dimetyloformamid, eter dietylowy, heksan, octan etylu oraz chlorek
metylenu, uzywane do syntezy i oczyszczania byly przechowywane byly nad sitami
molekularnymi (4 A).

e Benzen uzywany do liofilizacji, byt przygotowany poprzez zasypanie rozpuszczalnika KOH
na 24 h, po czym destylowany znad CaH; i przechowywany nad sitami molekularnymi
(4 A).

e Bezwodny 1,4-dioksan uzywany do polimeryzacji byt przechowywany nad sitami
molekularnymi 4 A.

e Tetrahydrofuran, uzywany do pomiaréw chromatograficznych, byt czystosci
przeznaczonej do chromatografii cieczowej (LiChtosolv®).

e Metanol do pomiardw spektrometrii masowej, byt czystosci przeznaczonej do pomiaréw
wysokosprawnej chromatografii cieczowej, dla pomiaréw LC-MS.

e Pozostate rozpuszczalniki uzywane do pomiaréw spektroskopowych, oczyszczania
mieszanin reakcyjnych na drodze ekstrakcji lub chromatografii kolumnowej byty

zakupione w firmie POCH, ChemPur lub Merck.
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2 Metody

2.1 Chromatografia cienkowarstwowa i kolumnowa.

Postep reakcji syntezy alkoholi i monomeréw monitorowatam za pomocg chromatografii
cienkowarstwowej (TLC). W tym celu uzywatam aluminiowych ptytek o wymiarach
2.5cmx6.0cm, powleczonych  warstwg zelu  krzemionkowego z  indykatorem
florescencencyjnym (Silica gel 60 F254, Merck). Obraz na ptytkach odczytywany byt po
naswietlaniu swiattem UV, o dtugosciach fali 254 lub 356 nm. Rozdziaty chromatograficzne
prowadzitam na kolumnie chromatograficznej, dobranej odpowiednio do ilosci oczyszczanego
produktu, uzywajac zelu krzemionkowego 60 (70-230 mesh, ASTM, Merck) jako faze stacjonarna.
Faza ruchoma dobrana byta do polarnosci konkretnych zwigzkéw. Do izolacji zwigzkdéw
cyklicznych uzytam szklanych ptytek do preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej (PLC)

z indykatorem fluorescencyjnym (1 mm Silica gel 60 F254), zakupionych w firmie Merck.

2.2 Reaktor mikrofalowy

Synteze organiczng wspomagang mikrofalami (MAQS, ang. microwave-assisted organic
syntheses) wykonatam na rektorze mikrofalowym Magnum Il firmy Erte-Poland dr Edward Reszke
z otwartym naczyniem i chtodnicg powietrzng. Zakres mocy rektora ustawiony byt od 0 do 750 W,
natomiast czestotliwos¢ pola wynosita 2450 MHz. Oprogramowanie sterujgce reaktorem
pozwalato na monitorowanie mocy odbitej. Pomiar temperatury, w zakresie 0-500 °C, byt

realizowany za pomocg pirometru.
2.3 Spektroskopia NMR i spektrometria mas
Widma jadrowego rezonansu magnetycznego 'H, 3C, 'H-'H COSY, 'H-13C HSQC

i TH-13C HMBC, wykonatam w Pracowni NMR, Instytutu Chemii Bioorganicznej w Poznaniu na

spektrometrach firmy Bruker Avance o czesto$ciach 400 i 500 MHz. Widma rejestrowane byty
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w temperaturze 25 °C. Przesuniecia chemiczne (8) podane zostaty w ppm, wzgledem uzytych
rozpuszczalnikdow deuterowanych: DMSO-de (6 dla pomiaréw *H 2.50 ppm, a dla widm 3C 39.52
ppm) oraz CDCls (6 dla *H 7.26 ppm, natomiast dla widm 3C 77.16 ppm). State sprzezenia (J),
podane w Hz, wyznaczone byly przy uzyciu programu TopSpin 3.6.2 firmy Bruker, dziatajgcego na
licencji do uzytku akademickiego. Probki do pomiaréw przygotowane wedtug standardowo
obowigzujgcej w chemii organicznej procedury: 10-20 mg zwigzku rozpuszczone w okoto 600 pL
deuterowanego rozpuszczalnika. Do opisu sprzezen uzyte zostaty nastepujgce symbole:
s (singlet), d (dublet), t (tryplet), q (kwadruplet), dd (dublet dubletéw), dt (dublet trypletéw) oraz
m (multiplet).

Widma masowe wysokiej rozdzielczosci wykonane zostaty w Pracowni Spektrometrii
Mass, Instytutu Chemii Bioorganicznej w Poznaniu, na spektrometrze mas Q-Exactive Orbitrap
firmy Thermo Scientific z zastosowaniem elektrorozpylania (ESI), ze sprzezonym zrédtem jondéw
TriVersa NanoMate (Advion BioSciences Ltd.) oraz analizatorem g-TOF. W trakcie pomiarow
zastosowano nastepujgce parametry: napiecie zrdédta ESI 3,2 kV, nebulizacja azotem w 0,4 bar,
natezenie przeptywu suchego gazu 4,0 L/min, temperatura Zrédta 220 °C, (dla zwigzkdéw
cyklicznych 100 °C). Prébki do pomiardw, o stezeniu okoto 10° M, byty przygotowane

w metanolu.

2.4 Spektroskopia UV-Vis

Pomiary spektroskopowe w zakresie nadfioletu i swiatta widzialnego przeprowadzitam
przy uzyciu spektrofotometru UV-Vis JASCO V-650 z termoprogramatorem. Widma UV-Vis dla
pomiarow procesu cyklizacji byly zejestrowane w zakresie 800 - 190 nm, ze skokiem 1 nm,
w odstepach 5-cio minutowych przez 250 minut, na drodze optycznej 1 cm. Prébki polimerdéw,
o stezeniach 0.015 mg/L, przygotowane w byty wodzie MiliQ lub w 0.1 M wodnych roztworach
buforowych. W trakcie pomiaru kuwetki kwarcowe byty zamkniete i kondycjonowane w 90 °C.

Pomiary transmitancji, do wyznaczenia dolnej krytycznej temperatury rozpuszczalnosci
polimerow PNIPAM, zbierane byty w zakresie temperatur 10 — 60 °C, przy dtugosci fali 500 nm, co
1°C i drogg optyczng - 1 cm. Probki polimeréw do pomiardw o stezeniu 1% byly przygotowane
w wodzie MiliQ lub w 0.1 M wodnych roztworach buforowych. W trakcie pomiaréw kuwetki

kwarcowe byty zamkniete.
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2.5 Spektroskopia FT-IR

Pomiary w podczerwieni wykonatam w Centrum NanoBioMedycznym Uniwersytetu
Adama Mickiewicza w Poznaniu. Widma FT-IR zbierane byty w trybie ostabionego catkowitego
wewnetrznego odbicia, w ktérym pomiar odbywa sie przez docisniecie krysztatu, z bardzo cienka
koncéwka do cienkiego filmu prébki. Do pomiardw uzyto spektrometru FT-IR JASCO 4700 type A
wyposazonego w przystawke ATR PRO ONE. Pomiary przeprowadzone byty z rozdzielczoscig 4 cm”
1w zakresie pomiarowym 4000 — 400 cm™. Prébki polimeréw byty wczesniej wysuszone pod

préznig i nanoszone na krysztat pomiarowy w formie proszku.

2.6 Chromatografia GPC/SEC

Pomiary wysokosprawnej chromatografii zelowej GPC/SEC wykonatam w ramach
4 miesiecznego stazu doktorskiego w grupie badawczej prof. dr. Michaela R. Buchmeisera
w Institute of Polymer Chemistry, University of Stuttgart. Masy molowe dla zsyntezowanych
polimerdw wyznaczone zostaty przy uzyciu systemu firmy Waters, wyposazonego w pompe do
analiz izokratycznych, model 515, detektor refraktometryczny model 410 oraz automatyczny
podajnik prébek. Masy molowe polimeréw analizowatam na kolumnie PLGel 10 um Mixed-B
(zakres wykluczania mas 200 — 2 000 000 g/mol), kondycjonowanej w temperaturze 30 °C. Jako
faze ruchomga uzytam tetrahydrofuran zawierajgcy 1% bromku tetrabutyloamoniowego (TBAB),
szybkos¢ przeptywu 1 mL/min. Kolumna chromatograficzna zostat skalibrowana przy uzyciu
standardow polistyrenu o niskiej polidyspersyjnosci (PS, PSS Mainz, Germany), w zakresie 600 —
1 500 000 g/mol (Rysunek 58 oraz Rysunek 57). Prébki badanych polimerdw, o stezeniu 3 mg/mL,
przygotowatam w fazie ruchomej i analizowatam w oparciu o krzywa kalibracyjng wyznaczong

w programie Empower 3 (Waters).
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Rysunek 58 Krzywa kalibracyjna pomiaréw GPC/SEC dla probek homopolimerdw i kopolimerdw.

GPC Calibration Table

Rysunek 57 Wartosci czaséw retencji standardéw polistyrenu dla krzywej kalibracyjnej analiz GPC/GPC.

Mol Wt | RT Ci‘fl\ic;:::d % Residual Mol Wt | RT cw;s::d % Residual
(Daltons) | (min) (Daltons) (Daltons) | (min) (Daltons)
1 1500000 | 12.250 1494527 0.366 22 953 | 18.217 872 9.344
2 864000 | 12.585 902089 -4.220 23 607 | 18.467 637 -4.725
3 524000 | 12.993 500267 4.744
4 128600 | 14.170
5 62300 | 14.595 61945 0.573
6 58900 | 14.643 58409 0.840
7 44000 | 15.081
8 30000 | 15.240 28623 4.809
9 19100 | 15.563 19625 -2.678
10 13000 | 15.826 14477 -10.201
11 9550 | 16.235 9035 5.696
12 8210 | 16.339 8014 2.450
13 5150 | 16.775 4848 6.239
14 4000 | 16.820 4604 -13.118
15 3510 17.052 3516 -0.169
16 2090 | 17.532 1999 4.533
17 1880 | 17.661
18 1681 | 17.677 1681 -0.017
19 1420 | 17.886 1308 8.585
20 1220 | 17.983 1161 5.037
21 800 | 18.167 927 -13.724
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2.7 Analiza termiczna

Pomiary termograwimetryczne (TGA) zostaly wykonane przy uzyciu termograwimetru
TGA Q50 firmy TA Instruments znajdujgcego sie w Zaktadzie Fizyki Dielektrykdéw na Wydziale Fizyki
Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu. Prébki polimeréw, o nawazkach 5.395 mg (5a),
3.457 mg (5¢) oraz 8.270 mg (8c), byty umieszczone na szalkach platynowych, a nastepnie w piecu
pofagczonym z termowaga. Prébki ogrzewane byty z predkosciag 10 °C/min, w zakresie od
temperatury pokojowej (RT) do temperatury 750 °C. Pomiary TGA prowadzone byty w atmosferze
gazu obojetnego (N2).

Pomiary skaningowej kalorymetrii rdéznicowej (DSC) wykonano w Centrum
NanoBioMedycznym Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu, przy uzyciu kalorymetru DSC
8000 firmy ParkinElmer, bazujgcego na metodzie kompensacji mocy. Préobke polimeru 5a,
o masach ok. 5mg umieszczono w aluminiowych naczynkach pomiarowych, a nastepnie
przeprowadzono pomiar w zadanych zakresach temperaturowych. W pierwszym podejsciu
termogram rejestrowany byt w zakresie 30 — 200 °C, w sekwencji sktadajace;j sie z pieciu krokow.
W pierwszym kroku prébka byta ogrzewana od 30 do 200 °C zszybkoscig 20 °C/min
i pozostawiona w docelowej temperaturze przez minute. Po cyklu grzania nastepowato szybkie
ochtadzanie probki do 40 °C, z predkoscig 40 °C/min, a nastepnie prébka byta ponownie
ogrzewana do 200 °C, ty razem z predkoscig 10 °C/min. Kolejny eksperyment obejmowat,
naprzemienne cykle grzanie/ochtadzanie w zakresie 20 — 90 °C, pomiedzy ktérymi nastepowato
15-minutowe  kondycjonowanie  prébki, w  temperaturze  docelowej.  Predkosé
ogrzewania/chtodzenia badanej prébki wynosita 10 C/min, a caty cykl byt powtarzany kilkanascie

razy. Zastosowana metoda pomiarowa byta opracowana na bazie [157].

2.8 Oprogramowania specjalistyczne

Wszystkie schematy reakcji i proceséw oraz wzory czasteczek zostaty przygotowane
w programie ChemDraw® Professional, wersja 16.0. Program byt rowniez pomocny w estymacji
przesuniec¢ chemicznych dla uzytych regentéw do polimeryzacji.

Widma IR zostaty opracowane przy uzyciu programu stworzonego przez dr. Friedricha

Menesa do spektroskopii optycznej — Spectragryph, wersja 1.2.12 do uzytku niekomercyjnego.
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Program ten wykorzystywatam réwniez do przygotowania czesci widm UV-Vis, wraz z programem
Spectra Menager, wersja 2.07.02 z licencja dla instrumentu Jasco V-650.
Wszystkie widma NMR zostaty przygotowane w programie TopSpin 3.6.2 firmy Bruker,

dziatajgcego na licencji do uzytku akademickiego.

2.9 Synteza chemiczna

2.9.1 Otrzymywanie 2-(metylo(pirydyn-2-yl)amino)etanolu (3a)

X W kolbie okragtodennej rozpuszczono 2-bromopirydyne (1, 30.0g,

HO\/\N N/ 190 mmol, 1 eq) oraz 2-(metyloamino)etanol (2a, 42.8 g, 570 mmol, 3 eq),
| w 5mL bezwodnego N,N-dimetylformamidu (DMF). Nastepnie do
mieszaniny dodano 39.7 mL (1.5 eq) trietylaminy (TEA), w celu neutralizacji wydzielajgcego sie
w trakcie reakcji gazowego bromowodoru (HBr). Reakcje prowadzono w reaktorze mikrofalowym
(130 °C, 300 W). Grzanie odbywato sie w 4 cyklach, po 90 minut, a catkowity czas reakcji wynidst
6 h. Postep reakcji badano po kazdym cyklu, przy uzyciu chromatografii cienkowarstwowe;j. Po
zakonczeniu reakcji rozpuszczalnik zostat odparowany i przeprowadzono wstepne oczyszczanie.
Mieszanina reakcyjna zostata przemyta, 100 mL nasyconego wodnego roztworu NaHCOs;,
a nastepnie przeprowadzono ekstrakcje z 100 mL CHyCl,. Ekstrakcje powtérzono dwukrotnie,
kazdorazowo przemywajgc warstwe organiczng 100 mL wody bidestylowanej. Po odparowaniu
rozpuszczalnika, produkt oczyszczono przy uzyciu chromatografii kolumnowej, uzywajgc
mieszaniny heksan/octan etylu (v/v) jako fazy ruchomej. Mieszanina zostata natozona na kolumne
przygotowang w heksanie, a nastepnie prowadzony byt rozdziat w elucji gradientowej. Produkt
3a zostat wymyty z kolumny przy 60% octanu etylu. Faza ruchoma zostata odparowana na
wyparce obrotowej, po czym produkt suszono pod proinig przez 24 h. Otrzymano 9.18 g
2-(metylo(pirydyn-2-yl)Jamino)etan-1-olu (3a), w postaci zottawej oleistej cieczy, z wydajnoscig
32%. Produkt zostat scharakteryzowany przy uzyciu spektroskopii NMR oraz spektrometrii HR-
MS.

IH NMR (400 MHz, CDCl3) & [ppm] 8.00 (dd, J = 4.92, 1.00 Hz, 1H), 7.41 (td, J = 15.73, 7.24, 1.92
Hz, 1H), 6.51 (dd, J = 12.59, 5.27 Hz, 1H), 6.48 (d, J = 8.52 Hz, 1H), 5.37 (s, 1H), 3.78 (t, J = 9.94,
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4.77 Hz, 1H), 3.64 (t,J = 9.72, 5.08 Hz, 1H), 3.00 (s, 3H); *C NMR (100 MHz, CDCls) & [ppm] 158.8,
146.6,137.3,111.7, 105.8, 62.2, 53.7, 37.4.
HR-MS m/z; wyliczone: 153.1022 [M+H]*; znaleziono: 153.1022 [M+H]".

2.9.2 Otrzymywanie 2-(benzyl(pirydyn-2-yl)amino)etanolu (3b)

W kolbie okragtodennej umieszczono 2-bromopirydyne (1, 3.36g,

s
- |N 0.021 mmol, 1eq), 2-(benzylamino)etanol (2b, 5.04 g, 0.032 mmol,
\/@ 1.5 eq) dodajgc 4 mL (1.5 eq) TEA. Reakcje przeprowadzono w reaktorze
/\/N
HO

mikrofalowym (130 °C, 300 W), w 3 cyklach, po 90 minut, a catkowity
czas reakcji wyniést 2 h. Po kazdym cyklu postep reakcji sprawdzano przy uzyciu chromatografii
cienkowarstwowej. Po zakoriczeniu reakcji mieszanine reakcyjng przemyto nasyconym, wodnym
roztworem NaHCOs; (100 mL), po czym odano 100 mL CH,Cly, aby przeprowadzi¢ ekstrakcje.
Warstwe organiczng przemyto trzykrotnie, kazdorazowo uzyto 100 mL wody bidestylowanej. Po
odparowaniu rozpuszczalnika, produkt oczyszczono przy uzyciu chromatografii kolumnowej,
uzywajgc mieszaniny heksan/octan etylu (v/v) jako fazy ruchomej, w elucji gradientowej. Produkt
3b zostat wymyty z kolumny przy 50% octanu etylu. Faza ruchoma zostata odparowana na
wyparce obrotowej, po czym produkt zostat wymrozony, a nastepnie suszony pod préznig przez
24 h. Otrzymano 1.11 g 2-(benzyl(pirydyn-2-yl)Jamino)etanolu (3b), w postaci bezbarwnej oleiste;j
cieczy, z wydajnoscig 23%. Produkt zostat scharakteryzowany przy uzyciu spektroskopii NMR oraz
spektrometrii HR-MS. Ze wzgledu, na mnogos$¢ sygnatéw na widmach NMR, dodatkowo
przeprowadzono analize widm dwuwymiarowych (*H-'H COSY, 'H-3C HSQC i 'H-*C HMBC)
(podrozdziat 2.12, Czes$¢ IV). Widma dwuwymiarowe umozliwity prawidtowe przypisanie

przesunie¢ chemicznych oraz potwierdzenie struktury otrzymanego produktu.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & [ppm] 8.05 (d, J = 4.68 Hz, 1H), 7.43 (t, J = 15.61, 7.16 Hz, 1H),
7.32-7.19 (m, 5H), 6.58 (d, J = 8.60 Hz, 1H), 6.54 (t, J = 11.92, 6.24 Hz, 1H), 4.79 (s, 2H), 4.72 (s,
1H), 3.58 (s, 4H); 3C NMR (100 MHz, DMSO-dg) 6 [ppm] 157.7, 147.4, 139.0, 137.2, 128.3, 126.5,
111.4,105.7,58.5, 51.3, 50.4.

HR-MS m/z; wyliczone: 229.1335 [M+H]*; znalezione: 229.1336 [M+H]".
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2.9.3 Otrzymywanie 3-(metylo(pirydyn-2-yl)amino)propan-1-olu (3c)

> W kolbie okragtodenne;j rozpuszczono 2-bromopirydyne

|
HO™ "N N~ (1, 1.80g, 0.019 mmol, 1eq) i 3-(metylamino)propanolu (2c, 3.03 g,

| 0.034 mmol, 3 eq), w 3 mL bezwodnego DMF. Do mieszaniny reakcyjnej
dodano réwniez 2.37 mL (1.5 eq) TEA, aby zneutralizowa¢ wydzielajgce sie opary HBr. Reakcje
przeprowadzono w reaktorze mikrofalowym (130 °C, 300 W), w 4 cyklach, po 60 minut,
a catkowity czas reakcji wynidost 4 h. Po kazdym cyklu postep reakcji badano przy uzyciu
chromatografii cienkowarstwowej. Po zakonczeniu reakcji mieszanine reakcyjng przemyto
nasyconym wodnym roztworem NaHCOs; (100 mL), po czym dodano 100 mL CH,Cl, aby
przeprowadzi¢ ekstrakcje. Produkt znajduje sie w warstwie organicznej, przemyto trzykrotnie
100 mL wody bidestylowanej. Po odparowaniu rozpuszczalnika, produkt oczyszczono przy uzyciu
chromatografii kolumnowej, uzywajgc mieszaniny heksan/octan etylu (v/v) jako fazy ruchomej,
w elucji gradientowej. Produkt 3¢ zostat wymyty z kolumny przy 60% octanu etylu. Faza ruchoma
zostata odparowana na wyparce obrotowej, po czym produkt suszono pod prdznig, przez 24 h.
Otrzymano 1.40 g 3-(metylo(pirydyn-2-yl)amino)propan-1-olu (3c), w postaci bezbarwnej oleistej
cieczy, z wydajnoscig 41%. Produkt zostat scharakteryzowany przy uzyciu spektroskopii NMR oraz
spektrometrii HR-MS. Dodatkowo, przeprowadzono analize widm dwuwymiarowych
(*H-H COSY, H-3C HSQC i *H-3C HMBC) (podrozdziat 2.12, Cze$¢ IV). Widma dwuwymiarowe
umozliwity prawidtowe przypisanie przesunie¢ chemicznych oraz potwierdzenie struktury

otrzymanego produktu.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & [ppm] 8.04 (dd, J = 6.20, 1.16 Hz, 1H), 7.44 (td, J = 17.67, 8.97,
2.01 Hz, 1H), 5.62 (dd, J = 12.17, 5.25 Hz, 1H), 6.48 (d, J = 8.62 Hz, 1H), 5.48 (s, 1H), 3.72 (t,
J=11.76,5.77 Hz, 2H), 3.48 (t, J = 11.04, 5.77 Hz, 2H), 2.93 (s, 3H), 1.74 (q, J = 22.84, 5.75 Hz, 2H);
13C NMR (100 MHz, CDCls) 6 [ppm] 159.2, 147.5, 137.9, 111.7, 105.6, 57.8, 45.7, 35.9, 30.6.
HR-MS m/z; wyliczone: 167.1179 [M+H]"; znalezione: 167.1181 [M+H]".

137



Czesc¢ eksperymentalna

2.9.4 Otrzymywanie akrylanu 2-(metylo(pirydyn-2-yl)amino)etylu (4a)

2-(metylo(pirydyn-2-yl)Jamino)etanol (3a, 3.00 g, 19.7 mmol, 1 eq)
| rozpuszczono w CHxCl; (16 mL), w kolbie okragtodennej. Nastepnie

%\H/ O . - - _
[ kolbe umieszczono w fazni lodowej i schtadzano mieszajac, przez
10 minut. Chlorek akryloilu (1.92 mL, 23.66 mmol, 1.2 eq)
rozpuszczono w 16 mL CH,Cl; i umieszczono w strzykawce. Nastepnie chlorek wkraplano do
roztworu alkoholu, przez godzine. Po dodaniu catosci odczynnika reakcje kontynuowano przez
kolejng godzine, w temperaturze 25 °C, do catkowitego zuzycia alkoholu 3a. Reakcje prowadzono
w atmosferze argonu, a po jej zakoniczeniu przeprowadzono wstepne oczyszczanie. Mieszanina
reakcyjna zostat przemyta nasyconym, wodnym roztworem NaHCOs (200 mL, 1 mol/L),
a nastepnie dwukrotnie wodga bidestylowang (tgcznie 400 mL). Organiczny roztwér, po ekstrakcji,
suszony byt nad bezwodnym Na;SOa. Po oddzieleniu srodka suszacego, rozpuszczalnik organiczny
zostat usuniety, w warunkach obnizonego cisnienia. Nastepnie produkt byt oczyszczany na
kolumnie chromatograficznej, w gradiencie chlorek metylenu/metanol. Produkt 4a zostat wymyty
z kolumny i zebrany, przy 3% metanolu. Faze ruchomga odparowano na wyparce obrotowej, po
czym produkt suszono pod préznig przez 24 h. Otrzymano 3.28 g monomeru w postaci
bezbarwnej, oleistej cieczy, z wydajnoscig 81%. Produkt zostat scharakteryzowany przy uzyciu

spektroskopii NMR oraz spektrometrii HR-MS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & [ppm] 8.05 (dd, J = 6.08, 2.44 Hz, 1H), 7.49 (td, J = 8.84, 4.00 Hz,
1H), 6.63 (d, J = 8.60 Hz, 1H), 6.56 (dd, J = 12.00 5.40 Hz, 1H), 6.26 (dd, J = 18.87, 1.64 Hz, 1H),
6.12 (dd, J=27.57, 10.28 Hz, 1H), 5.91 (dd, J = 11.92, 1.64 Hz, 1H), 4.28 (t, /= 11.56, 5.88 Hz, 2H),
8.82 (t, J = 11.40, 5,72 Hz, 2H), 3.00 (s, 3H). **C NMR (100 MHz, DMSO-d¢) 6 [ppm] 165.4, 158.0,
147.5, 137.3, 131.5, 128.2, 111.6, 105.7, 61.9, 47.9, 36.7.

HR-MS m/z; wyliczone: 207.1128 [M+H]*; znalezione: 207.1128 [M+H]".
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2.9.5 Otrzymywanie akrylanu 2-(benzyl(pirydyn-2-yl)amino)etylu (4b)

2-(benzyl(pirydyn-2-yl)amino)etanol (3b) (0.393 g, 1.72 mmol, 1 eq)

Q\I rozpuszczono w CHyCl; (2 mL) w kolbie okragtodennej. Nastepnie
JONNJQ kolbe, z mieszadtem magnetycznym, umieszczono w tazni lodowej
i schtadzano alkohol przed 10 minut. Chlorek akryloilu (308 uL,

3.784 mmol, 1.2 eq) rozpuszczono w CH,Cl> (2 mL) i umieszczono w strzykawce. Nastepnie chlorek
wkraplano do roztworu alkoholu, przez 30 minut, po czym reakcje kontynuowano przez kolejng
godzine, w temperaturze 25 °C, do catkowitego zuzycia alkoholu 3b. Reakcja byta prowadzona
w atmosferze argonu, a po jej zakonczeniu przeprowadzono wstepne oczyszczanie. Mieszanina
reakcyjna zostat przemyta nasyconym wodnym roztworem NaHCOs (100 mL, 1 mol/L),
a nastepnie dwukrotnie wodg bidestylowang (tgcznie 200 mL). Organiczny roztwér, po ekstrakcji,
suszono nad bezwodnym Na,SOa4. Po oddzieleniu $rodka suszgcego, rozpuszczalnik organiczny
usunieto w warunkach obnizonego ci$nienia. Produkt oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej, w gradiencie chlorek metylenu/metanol. Frakcje gtéwng monomeru 4b
zebrano przy 3% metanolu. Po odparowaniu rozpuszczalnika produkt suszono pod prdznig przez
24 h. Otrzymano 0.388 g monomeru w postaci bezbarwnej oleistej cieczy, z wydajnoscig 80%.

Produkt zostat scharakteryzowany przy uzyciu spektroskopii NMR oraz spektrometrii HR-MS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & [ppm] 8.04 (dd, J = 5.44, 1.72 Hz, 1H), 7.45 (td, J = 8.80, 2.20 Hz,
1H), 7.31 —= 7.19 (m, 5H), 6.61 (d, J = 8.56 Hz, 1H), 6.58 (dd, J = 7.04, 2.04 Hz, 1H), 6.27 (dd,
J=17.44,1.71 Hz, 1H), 6.08 (dd, J = 17.25, 10.32 Hz, 1H), 5.90 (dd, J = 10.32, 1.60 Hz, 1H), 4.77 (s,
1H), 4.30 (t, J = 5.88 Hz, 2H), 3.86 (t, J = 5.80 Hz, 2H). 1*C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] 165.4,
157.6, 147.6, 138.8, 137.3, 131.5, 128.1, 126.7, 126.6, 112.0, 106.0, 62.0, 51.5, 46.8.

HR-MS m/z; wyliczone: 282.1368 [M+H]"; znalezione: 282.1365 [M+H]".
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2.9.6 Otrzymywanie akrylanu 3-(metylo(pirydyn-2-yl)amino)propylu (4c)

3-(metylo(pirydyn-2-yl)amino)propanol (3¢, 1.30 g, 8.07 mmol,
0 ~
\)_L | 1 eq) rozpuszczono w CH,Cl; (7 mL), w kolbie okragtodenne;j.

| Nastepnie kolbe, z mieszadtem magnetycznym, umieszczono

w tazni lodowej i schtadzano alkohol przed 10 minut. Chlorek

akryloilu (0.787 mL, 9.69 mmol, 1.2 eq) rozpuszczono w 7 mL CHxCl, i umieszczono w strzykawce.
Nastepnie chlorek wkraplano do roztworu alkoholu przez 45 minut, po czym kontynuowano
reakcje przez kolejng godzine, w temperaturze 25 °C, do catkowitego zuzycia alkoholu. Reakcja
byta prowadzona w atmosferze argonu, a po jej zakoniczeniu przeprowadzono wstepne
oczyszczanie. Mieszanina reakcyjna zostat przemyta nasyconym wodnym roztworem NaHCOs
(200 mL, 1 mol/L), a nastepnie dwukrotnie wodg bidestylowang (tgcznie 400 mL). Organiczny
roztwér, po ekstrakcji, suszono nad bezwodnym Na;SOas. Po oddzieleniu srodka suszgcego,
rozpuszczalnik organiczny usunieto w warunkach obnizonego cisnienia. Produkt oczyszczono na
kolumnie chromatograficznej, w gradiencie chlorek metylenu/metanol. Monomer 4c zostat
wymyty z kolumny i zebrany przy 3% metanolu. Faze ruchomag odparowano na wyparce
obrotowej, po czym produkt suszono pod préznig przez 24 h. Otrzymano 1.31 g monomeru
w postaci bezbarwnej oleistej cieczy, z wydajnoscig 74%. Produkt zostat scharakteryzowany przy

uzyciu spektroskopii NMR oraz spektrometrii HR-MS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & [ppm] 8.05 (d, J = 4.56 Hz, 1H), 7.46 (t, J = 6.20, 15.49 Hz, 1H),
6.58 (d, J = 8.60 Hz, 1H), 6.51 (t, J = 11.84, 5.80 Hz, 1H), 6.32 (d, J = 17.26 Hz, 1Hy), 6.17 (dd,
J =27.57, 10.28 Hz, 1H), 5.93 (d, J = 10.28 Hz, 1H.), 4.11 (t, J = 12.96, 6.56 Hz, 2H), 3.59 (t, J =
13.96, 6.56 Hz, 2H), 2.96 (s, 3H), 1.87 (q, J = 26.63, 6.62, 2H). 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) &
[ppm] 165.5, 158.1, 147.6, 137.2, 131.4, 128.4, 111.2, 105.5, 62.2, 46.0, 35.9, 26.0.

HRMS-ESI m/z; calculated: 221.1285 [M+H]*; found: 221.1285 [M+H]".
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2.9.7 Otrzymywanie poli(N-izopropylaktylamidu) (PNIPAM)

Polimer poli(N-izopropylakrylamid) (PNIPAM) zostat otrzymany z komercyjnie dostepnego
monomeru NIPAM. Reakcja zostat przeprowadzone przy uzyciu dwéch rézinych czynnikéw
wzrostu tafdcucha. Pierwszym z nich byt kwas 2-(dodecylotiokarbonotioyltio)-2-
metylopropianowy (DDMAT), natomiast drugim uniwersalny reagent RAFT (sRAFT) - ester
metylowy kwasu 2-(metylo(pirydyn-4-ylo)karbamotionylotio)propionowego, ktéry przed inicjacjg

reakcji, wymaga protonacji mocnym kwasem.

2.9.7.1 Otrzymywanie PNIPAM @pmaT)

Y w suchej kolbie Schlenka zmieszano monomer
Z\’js S N-izopropylakrylamid (NIPAM, 453 mg, 4.00 mmol, 300 eq) oraz 1,1'-
" \H/ 10 azobis(cycloheksankarbonitryl (ACHN, 3.21 mg, 0.013 mmol, 1eq),

jako inicjator. Nastepnie mieszanine rozpuszczono w odgazowanym,

suchym 1,4-dioksanie (4 mL). Do mieszaniny reakcyjnej dodano roztwér DDMAT (14.37 mg,
0.04 mmol, 3 eq), rozpuszczony w 1,4-dioksanie (2 mL). Przed rozpoczeciem polimeryzacji
przeprowadzono trzy cykle freeze-pump-thaw. Reakcje zainicjowano przez podgrzanie
mieszaniny do 90 °C, w atmosferze azotu. Postep reakcji monitorowano przy uzyciu *H NMR. Po
8 h polimeryzacji, stwierdzono zmniejszenie sygnatéw charakterystycznych dla protondw
wigzania winylowego (6 6.32 —5.93 ppm, 3H). Po osiggnieciu zadowalajgcej konwersji monomeru
(> 85 %) reakcje zakoriczono (po 12 h) poprzez wymrozenie kolby Schlenka, w ciektym azocie.
W wyniku wymrozenia wygaszono wszystkie wolne rodniki. Otrzymany polimer oczyszczono
poprzez precypitacje z zimnego n-heksanu, a nastepnie suszono pod prdézinig, przez 24 h.

Otrzymany PNIPAMpppmary W postaci biatego proszku, scharakteryzowano przy uzyciu

spektroskopii NMR oraz chromatografii GPC/SEC.
'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 [ppm] 3.84 ppm (1H), 1.95 ppm (1H), 1.76 - 1.18 ppm (2H), 1.04 ppm

(6H). 13C NMR (100 MHz, CDCls) & [ppm] 173.3, 41.8, 38.5, 22.3.
GPC/SEC (THF, 1%TBAB, 30 °C RID) M, 11 300 g/mol, M, 13 100 g/mol, ® 1.16.
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2.9.7.2 Otrzymywanie PNIPAMrart)

Y w suchej kolbie Schlenka umieszczono monomer

HN CS) rL N-izopropylakrylamid (NIPAM, 455 mg, 4.00 mmol, 300 eq) oraz 1,1'-
A

" s | _N azobis(cycloheksankarbonitryl (ACHN, 3.58 mg, 0.015 mmol, 1 eq), jako

inicjator. Nastepnie mieszanine rozpuszczono w odgazowanym,
suchym 1,4-dioksanie (4 mL). Do mieszaniny reakcyjnej dodano aktywowany kwasem
p-toluenosulfonowym (p-TsOH, 15.74 mg, 0.08 mmol, 6 eq) roztwdr uniwersalnego reagenta
RAFT (11.02 mg, 0.04 mmol, 3 eq), w 1,4-dioksanie (2 mL). Cato$¢ mieszaniny schtodzono
i przeprowadzono trzy cykle freeze-pump-thaw. Reakcje rozpoczeto przez wygenerowanie
wolnych rodnikéw inicjujgcych, w temperaturze 90 °C, w atmosferze azotu. Polimeryzacje
kontynuowano w podanych warunkach, monitorujac jej postep przy uzyciu *H NMR. Po 8 h reakgji
stwierdzono zmniejszenie sygnatéw charakterystycznych dla protondw wigzania winylowego
(6 6.32 —5.93 ppm, 3H). Polimeryzacje kontynuowano przez kolejne 4 h. Reakcje zakoriczono po
osiggnieciu zadowalajgcej konwersji monomeru (> 85 %), po 12 h. Zakoriczenie reakcji polegato
na wymrozeniu kolby Schlenka w ciektym azocie, w wyniku czego wygaszono wszystkie wolne
rodniki. Po doprowadzeniu mieszaniny do temperatury pokojowej (25 °C), zneutralizowano j3
nasyconym, wodnym roztworem NaHCOs. Wytrgcony, biaty osad, zostat odfiltrowany,
a rozpuszczalnik usunieto pod obnizonym cisnieniem. Otrzymany polimer oczyszczono poprzez
precypitacje z zimnego n-heksanu, a nastepnie suszono pod prdznig przez 24 h. Otrzymany
PNIPAM srarT), W postaci biatego proszku, scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR oraz

chromatografii GPC/SEC.
'H NMR (400 MHz, CDCl3) & [ppm] 3.84 ppm (1H), 1.96 ppm (1H), 1.76 - 1.25 ppm (2H), 1.04 ppm

(6H). 3C NMR (100 MHz, CDCls) § [ppm] 173.0, 41.6, 38.5, 22.0.
GPC/SEC (THF, 1%TBAB, 30 °C RID) M, 4 800 g/mol, My 5 600 g/mol, © 1.16.
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2.9.8 Otrzymywanie poli(akrylanu 2-(metylo(pirydyn-2-yl)amino)etylu) (5a)

6 w suchej amputce Schlenka zmieszano akrylan

Q\N ’ fN \ ; 2-(metylo(pirydyn-2-yl)Jamino)etylu (4a, 412.5 mg, 2.00 mmol, 150 eq)

3%4 oraz 1,1'-azobis(cycloheksankarbonitryl (ACHN, 3.26 mg, 0.013 mmol,

020 o /@, 1 eq), jako inicjator. Nastepnie mieszanine rozpuszczono w suchym 1,4-

© [ 12 nsJJ\N S dioksanie (2mlL), po czym dodano aktywowany kwasem
P

p-toluenosulfonowym (p-TsOH, 582.0 mg, 3.06 mmol, 230 eq), roztwor
uniwersalnego reagenta RAFT (10.81 mg, 0.04 mmol, 3 eq), w 1,4-dioksanie (2 mL). Catosé
mieszaniny schtodzono i przeprowadzono trzy cykle freeze-pump-thaw. Reakcje zainicjowano
przez podgrzanie mieszaniny do 90 °C, w atmosferze azotu. Polimeryzacje kontynuowano
w podanych warunkach, monitorujac jej postep przy uzyciu *H NMR. Po 8 h reakcji stwierdzono
zmniejszenie sygnatéw charakterystycznych dla protonéw wigzania winylowego (6 6.32 — 5.93
ppm, 3H). Polimeryzacja zakonczono po 12 h, po osiggnieciu zadowalajgcej konwersji monomeru
(> 85%). Zakonczenie reakcji polegato na wymrozeniu kolby Schlenka w ciektym azocie, w wyniku
czego wygaszono wszystkie wolne rodniki. Po doprowadzeniu mieszaniny do temperatury
pokojowej (25 °C), zneutralizowano jg nasyconym wodnym roztworem NaHCOs, w wyniku czego
wytracit sie biaty osad, ktory odfiltrowano. Rozpuszczalnik usunieto pod obnizonym ci$nieniem,
po czym polimer oczyszczono poprzez precypitacje, z zimnego n-heksanu. Otrzymany polimer
suszono, pod proznig, przez 24 h. Otrzymany PMPyAEA, w postaci rézowego proszku,

scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR oraz chromatografii GPC/SEC.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & [ppm] 8.00 (1H, Hs), 7.50 (1H, He), 6.47 (2H, Hs, H7), 4.06 (2H, Hs),
3.87 (2H, Ha), 2.91 (3H, Ho), 2.17 (1H, H2), 1.90 — 1.48 (2H, H1). 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) &
[ppm] 173.7, 157.9, 147.5, 145.6, 137.7, 137.2, 128.1, 125.5, 111.5, 62.0, 54.9, 47.7, 40.8, 36.5,
32.2,20.8.

GPC/SEC (THF, 1%TBAB, 30 °C RID) M, 8 000 g/mol, M, 12 200 g/mol, © 1.54.
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2.9.9 Otrzymywanie poli(akrylanu 2-(benzylo(pirydyn-2-yl)amino)etylu) (5b)

6 w suchej amputce Schlenka umieszczono akrylan
5 T

| 2-(benzylo(pirydyn-2-yl)amino)etylu (4b, 350.0mg, 1.50 mmol,

8

10 9
N N
3H4 150 eq) oraz 1,1'-azobis(cycloheksankarbonitryl (ACHN, 3.26 mg,
o (e]
3
A
;S w suchym 1,4-dioksanie (2mL) i dodano aktywowany kwasem
o]

1
12
/@ 0.013 mmol, 1 eq), jako inicjator. Nastepnie mieszanine rozpuszczono
OM N i
P |

p-toluenosulfonowym (p-TsOH, 446.4mg, 2.35mmol, 230 eq),
roztwér uniwersalnego reagenta RAFT (8.30 mg, 0.03 mmol, 3 eq), w 1,4-dioksanie (2 mL). Catos¢
mieszaniny schtodzono i przeprowadzono trzy cykle freeze-pump-thaw. Reakcje zainicjowano
przez podgrzanie mieszaniny do 90 °C, w atmosferze azotu. Polimeryzacje kontynuowano
w podanych warunkach, monitorujac jej postep przy uzyciu *H NMR. Po 8 h reakcji stwierdzono
zmniejszenie sygnatéw charakterystycznych dla protonéw wigzania winylowego (6 6.32 — 5.93
ppm, 3H). Reakcje zakonczono, po 12 h, po osiggnieciu zadowalajgcej konwersji monomeru
(> 85%). Zakonczenie reakcji polegato na wymrozeniu kolby Schlenka, w ciektym azocie, w wyniku
czego wygaszono wszystkie wolne rodniki. Po doprowadzeniu mieszaniny do temperatury
pokojowej (25 °C) zneutralizowano jg nasyconym wodnym roztworem NaHCOs. Biaty osad
wytrgcono podczas zobojetnienia i odfiltrowano. Rozpuszczalnik usunieto pod obnizonym
ci$nieniem, po czym polimer oczyszczono poprzez precypitacje, z zimnego n-heksanu i suszono
pod prdéznig, przez 24 h. Otrzymany PBPYAEA, w postaci proszku, o rézowym zabarwieniu

scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii *H NMR oraz chromatografii GPC/SEC.
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & [ppm] 7.96 (1H, Hs), 7.55 — 6.80 (6H, Hs, Hi0-12), 6.45 (2H, Hs H5),

4.67 (2H, Ho), 4.02 (2H, H3), 3.44 (2H, Ha4), 2.16 (1H, H,), 1.70 — 1.28 (2H, H>).
GPC/SEC (THF, 1%TBAB, 30 °C RID) M, 6 000 g/mol, M., 9 000 g/mol, D 1.49.
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2.9.10 Otrzymywanie poli(akrylanu 3-(metylo(pirydyn-2-yl)amino)propylu)
(5¢, 8¢)

1o w suchej amputce Schlenka zmieszano akrylan

, 6\ rL . 2-(metylo(pirydyn-2-yl)amino)propylu (4c, 440.2 mg, 2.00 mmol,
sg’;4 150 eq) oraz 1,1'-azobis(cycloheksankarbonitryl (ACHN, 3.26 mg,
T oo s /@ 0.013 mmol, 1eq), jako inicjator. Nastepnie mieszanine
OMSXN N rozpuszczono w suchym 1,4-dioksanie (2 mL) i dodano aktywowany
- kwasem p-toluenosulfonowym (p-TsOH, 582.1 mg, 3.06 mmol,
230 eq), roztwér uniwersalnego reagenta RAFT (10.81 mg, 0.04 mmol, 3 eq), w 1,4-dioksanie
(2 mL). Cato$¢ mieszaniny schtodzono i przeprowadzono trzy cykle freeze-pump-thaw. Reakcje
zainicjowano przez podgrzanie mieszaniny do 90°C, w atmosferze azotu. Polimeryzacje
kontynuowano w podanych warunkach, monitorujac jej postep przy uzyciu *H NMR. Po 8 h reakgji
stwierdzono zmniejszenie sygnatéw charakterystycznych dla protonéw wigzania winylowego
(6 6.32 —5.93 ppm, 3H). Polimeryzacja zostat zakoriczona po 12 h, po osiggnieciu zadowalajacej
konwersji monomeru (> 85%). Zakoriczenie reakcji polegato na wymrozeniu kolby Schlenka
w ciektym azocie, w wyniku czego wygaszono wszystkie wolne rodniki. Po doprowadzeniu
mieszaniny do temperatury pokojowej (25 °C), zneutralizowano jg nasyconym wodnym
roztworem NaHCOs, w wyniku czego wytracit sie biaty osad, ktéry odfiltrowano. Rozpuszczalnik
usunieto pod obnizonym cisnieniem, po czym polimer oczyszczono poprzez precypitacje,
z zimnego n-heksanu. Polimer suszono pod préznig przez 24 h. Otrzymany PMPyAPA (5c),

w postaci proszku, o rézowym zabarwieniu, scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & [ppm] 7.98 (1H, Hs), 7.46 (1H, H7), 6.44 (2H, He, Hs), 3.91 (2H, Hs),
3.44 (2H, Hs), 2.85 (3H, Hio), 2.29 (1H, H2), 1.72 (2H, Ha), 1.90 — 1.48 (2H, H,). 3C NMR (100 MHz,
DMSO-ds) & [ppm] 173.5, 158.0, 147.5, 137.0, 128.0, 125.5, 111.2, 105.4, 62.2, 45.9, 35.8, 26.2,
20.8.
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5 w suchej amputce Schlenka zmieszano akrylan
;@f 2-(metylo(pirydyn-2-yl)amino)propylu (4c, 440.2 mg, 2.00 mmol, 150 eq)
N oraz 1,1'-azobis(cycloheksankarbonitryl (ACHN, 3.26 mg, 0.013 mmol,

5 ™~
4Q3 10 1 eq), jako inicjator. Nastepnie mieszanina rozpuszczono w suchym 1,4-
0.0 dioksanie (3 mL) i dodano roztwér DDMAT (14.59 mg, 0.04 mmol, 3 eq),

S S
' n T 10w 1,4-dioksanie (1 mL). Cato$¢ mieszaniny schtodzono i przeprowadzono
S
G oH

trzy cykle freeze-pump-thaw. Reakcje zainicjowano przez podgrzanie
mieszaniny do 90 °C, w atmosferze azotu. Polimeryzacje kontynuowano w podanych warunkach,
monitorujac jej postep przy uzyciu *H NMR. Po 8 h reakcji stwierdzono zmniejszenie sygnatow
charakterystycznych dla protondw wigzania winylowego (6 6.32 — 5.93 ppm, 3H). Polimeryzacja
zakonczono po 16 h, po osiggnieciu zadowalajgcej konwersji monomeru (> 85%). Zakonczenie
reakcji polegato na wymrozeniu kolby Schlenka w ciektym azocie, w wyniku czego wygaszono
wszystkie wolne rodniki. Po doprowadzeniu do temperatury pokojowej (25 °C), mieszanine
reakcyjna zneutralizowano nasyconym wodnym roztworem NaHCOs, w wyniku czego wytracit sie
biaty osad, ktéry odfiltrowano. Rozpuszczalnik usunieto pod obnizonym cisnieniem, po czym
polimer oczyszczono poprzez precypitacje, z zimnego n-heksanu i suszono, pod prdoznia, przez
24 h. Otrzymany PMPyAPA (8c), w postaé proszku o zabarwieniu lekko rdézowym,

scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii *H NMR oraz chromatografii GPC/SEC.
1H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 [ppm] 8.00 (1H, Hs), 7.36 (1H, H7), 6.44 (2H, He, Hs), 3.93 (2H, Hs),

3.46 (2H, Hs), 2.85 (3H, Huo), 2.24 (1H, Ha), 1.72 (2H, Ha), 1.94 — 1.30 (2H, Ha).
GPC/SEC (THF, 1%TBAB, 30 °C RID) M, 10 700 g/mol, My, 20 900 g/mol,  1.94.

2.10 Izolacja produktow cyklicznych

Zwigzki heterocykliczne (6a-b, 9) wyizolowano z jonowych uktadéw, po procesie

wewnatrzczasteczkowej cyklizacji, w celu potwierdzenia ich struktury chemiczne;j.
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2.10.1 Otrzymywanie 2,2-dichlorooctanu 1-metylo-2,3-dihydro-1H-imidazolo[1,2-

a]pirydyniowego (6a)
/ Niskoczasteczkowg sél zwigzku bicyklicznego 6a wyizolowano z roztworu
q\) 6a polimerowego, przy uzyciu chromatografii preparatywnej (PLC). Na ptyte PLC
O@ natozono jonowy uktad polimerowy, powstaty po procesie cyklizacji polimeru

5 CICI 5a. Jako faze rozwijajacg zastosowano mieszanine izopropanolu i wody (7/3,
H v/v). Cze$¢ wodna zawierata 5% kwasu dichlorooctowego, aby wymieni¢ anion
poli(kwasu akrylowego). Po rozdziale, produkt wymyto z zelu krzemionkowego przy uzyciu wody.
Po odparowaniu rozpuszczalnika zwigzek bicykliczny suszono, pod zmniejszonym ci$nieniem,

przez 24 h. Otrzymang sdl zwigzku 6a scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR.

'H NMR (400 MHz, CDCls) & [ppm] 8.54 (d, J = 6.30, 1.00 Hz, 1H), 7.86 (t, J = 16.11, 7.46, Hz, 1H),
6.89 — 6.82 (m, 2H), 5.84 (s, 1H w dichlorooctanie), 5.04 (t, J = 19.83, 9.79 Hz, 2H), 4.10 (t, J =
19.83, 10.04 Hz, 2H), 3.14 (s, 3H); 13C NMR (100 MHz, CDCls) & [ppm] 166.9 (anion), 15.3, 144.3,
138.4,112.9, 106.6, 70.2 (anion) 49.6, 49.6, 32.3.

2.10.2 Otrzymywanie octanu 1-benzylo-2,3-dihydro-1H-imidazolo[1,2-
a]pirydyniowego (6b)

Niskoczasteczkowga sél zwigzku bicyklicznego 6b wyizolowano z roztworu

//O polimerowego, przy uzyciu chromatografii preparatywnej (PLC). Na ptyte PLC
g\) 6b natozono jonowy uktad polimerowy, powstaty po procesie cyklizacji polimeru
®® } 5b. Jako faze rozwijajgcy zastosowano mieszanine izopropanolu i wody (7/3,
O&H v/v). Cze$¢ wodna zawierata 5% kwasu octowego, aby wymieni¢ anion
poli(kwasu akrylowego). Po rozdziale, produkt wymyto z zelu krzemionkowego przy uzyciu wody.
Po odparowaniu rozpuszczalnika zwigzek bicykliczny suszono, pod zmniejszonym ciSnieniem,

przez 24 h. Otrzymang sol zwigzku 6b scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR.

IH NMR (500 MHz, DMSO-dg) & [ppm] 8.28 (d, J = 4.41 Hz, 1H), 8.04 (t, J = 15.71, 7.89 Hz, 1H),
7.32=7.19 (m, 6H), 6.97 (t, J = 12.36, 6.05 Hz, 1H), 4.75 (s, 2H), 4.68 (t, J = 17.70, 9.00 Hz, 2H),
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3.86 (t,J=18.77,9.48 Hz, 2H), 1.67 (s, 3H w octanie); 3*C NMR (125 MHz, DMSO-d¢) & [ppm] 172.5
(anion), 154.2, 144.8, 138.2, 134.7, 128.8, 128.0, 128.0, 127.8, 113.0, 107.7, 69.8 (anion), 50.0,
48.7, 47 .4.

2.10.3 Otrzymywanie octanu 1-metylo-1,2,3,4-tetrahydropirydylo|1,2-
a]pirymidyniowego (9)

| Niskoczgsteczkowg sol zwigzku bicyklicznego 9 wyizolowano z roztworu

i I\I\Nj 9 polimerowego, przy uzyciu chromatografii preparatywnej (PLC). Na ptyte PLC
© natozono jonowy uktad polimerowy, po powstaty po procesie cyklizacji
CO)O H polimeru 5c. Jako faze rozwijajgca zastosowano mieszaning izopropanolu

H H wody (7/3, v/v). Cze$¢ wodna zawierata 5% kwasu octowego, aby wymienic¢

anion poli(kwasu akrylowego). Po rozdziale, produkt wymyto z zelu krzemionkowego przy uzyciu
wody. Po odparowaniu rozpuszczalnika zwigzek bicykliczny suszono, pod zmniejszonym
cisnieniem, przez 48 h. Otrzymang sél zwigzku 9 scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii

NMR.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & [ppm] 8.02 (d, J = 4.51 Hz, 1H), 7.91 (t, J = 14.63, 7.09 Hz, 1H),
7.35-7.20 (dd, J=28.72, 8.97, 1H), 6.89 (t, /= 12.23, 5.62 Hz, 1H), 4.28 (s, 2H), 3.17 (s, 2H), 2.16
(s, 2H), 1.74 (s, 3H w octanie); *C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & [ppm] 174.7 (anion), 150.9, 142.1,

140.3,112.4,111.5, 69.7 (anion), 50.6, 48.0, 23.4, 18.7.

2.11 Otrzymywanie kopolimeréw PNIPAMx-PMPyAEAy

2.11.1 Otrzymywanie kopolimeréw PNIPAMo.93-PMPyAEAo0.07

2.11.1.1 Reakcja 16.0

W suchej amputce Schlenka zmieszano akrylan 2-(metylo(pirydyn-2-yl)Jamino)etylu (4a,

50.0 mg, 0.2 mmol, 10 eq), N-izopropylakrylamid (NIPAM, 384.1 mg, 3.4 mmol, 140 eq) oraz 1,1'-
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azobis(cycloheksankarbonitryl (ACHN, 5.92 mg, 0.07 mmol, 1eq), jako inicjator. Nastepnie
mieszanine rozpuszczono w suchym 1,4-dioksanie (2mL) i dodano aktywowany kwasem
p-toluenosulfonowym (p-TsOH, 89.9 mg, 0.47 mmol, 20 eq), roztwodr uniwersalnego reagenta
RAFT (19.66 mg, 0.07 mmol, 3eq), w 1,4-dioksanie (2 mL). Catos¢ mieszaniny schtodzono
i przeprowadzono trzy cykle freeze-pump-thaw. Reakcje zainicjowano przez podgrzanie
mieszaniny do 90 °C, w atmosferze azotu. Polimeryzacje kontynuowano w podanych warunkach,
monitorujac jej postep przy uzyciu *H NMR. Po 10 h reakcji stwierdzono zmniejszenie sygnatow
charakterystycznych dla protonéw wigzan winylowych w monomerach (6 6.32 — 5.93 ppm, 6H).
Polimeryzacja zostat zakoriczona po 20 h, po osiaggnieciu zadowalajacej konwersji monomeru
(> 65%). Zakonczenie reakcji polegato na wymrozeniu kolby Schlenka w ciektym azocie, w wyniku
czego wygaszono wszystkie wolne rodniki. Po doprowadzeniu mieszaniny do temperatury
pokojowej (25 °C), zneutralizowano jg nasyconym wodnym roztworem NaHCOs, w wyniku czego
wytracit sie biaty osad, ktéry odfiltrowano. Rozpuszczalnik usunieto pod obnizonym cisnieniem,
po czym polimer oczyszczono poprzez precypitacje, z zimnego eteru dietylowego. Polimer
suszono pod proznig przez 24 h. Otrzymany PNIPAMg.93-PMPYAEAq 07 , W postaci proszku, o lekko
rézowym zabarwieniu, scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR oraz chromatografii

GPC/SEC.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & [ppm] 8.06 (1H), 6.64 (1H), 6.55 (2H), 4.11 (2H), 3.84 (3H), 2.50
(3H), 2.29 (2H), 1.97 ppm (2H), 1.75—-1.20 (4H), 1.04 (6H).
GPC/SEC (THF, 1%TBAB, 30 °C RID) M, 9 200 g/mol, My, 10 700 g/mol, & 1.16.

2.11.1.2 Reakcja 16.3

W suchej amputce Schlenka zmieszano akrylan 2-(metylo(pirydyn-2-yl)amino)etylu (4a,
100.0 mg, 0.5 mmol, 20 eq), N-izopropylakrylamid (NIPAM, 768.2 mg, 6.8 mmol, 280 eq) oraz
1,1'-azobis(cycloheksankarbonitryl (ACHN, 5.92 mg, 0.024 mmol, 1 eq), jako inicjator. Nastepnie
mieszanine rozpuszczono w suchym 1,4-dioksanie (2 mL) i dodano aktywowany kwasem
p-toluenosulfonowym (p-TsOH, 152.2 mg, 0.80 mmol, 33 eq), roztwdr uniwersalnego reagenta
RAFT (13.11 mg, 0.05 mmol, 2eq), w 1,4-dioksanie (2 mL). Catos¢ mieszaniny schtodzono

i przeprowadzono trzy cykle freeze-pump-thaw. Reakcje zainicjowano przez podgrzanie
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mieszaniny do 90 °C, w atmosferze azotu. Polimeryzacje kontynuowano w podanych warunkach,
monitorujac jej postep przy uzyciu *H NMR. Po 10 h reakcji stwierdzono zmniejszenie syghatéw
charakterystycznych dla protonéw wigzan winylowych w monomerach (6 6.32 — 5.93 ppm, 6H).
Polimeryzacja zostat zakoriczona po 20 h, po osiggnieciu zadowalajgcej konwersji monomeru
(> 65%). Zakonczenie reakcji polegato na wymrozeniu kolby Schlenka w ciektym azocie, w wyniku
czego wygaszono wszystkie wolne rodniki. Po doprowadzeniu mieszaniny do temperatury
pokojowej (25 °C), zneutralizowano jg nasyconym wodnym roztworem NaHCOs, w wyniku czego
wytracit sie biaty osad, ktéry odfiltrowano. Rozpuszczalnik usunieto pod obnizonym cisnieniem,
po czym polimer oczyszczono poprzez precypitacje, z zimnego eteru dietylowego. Polimer
suszono pod préznig przez 24 h. Otrzymany PNIPAMo.93-PMPyYAEA. .07, W postaci proszku, o lekko
rézowym zabarwieniu, scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR oraz chromatografii

GPC/SEC.

1H NMR (400 MHz, CDCls) 6 [ppm] 8.10 (1H), 7.45 (1H,), 6.53 (2H), 4.22 (2H,), 3.99 (3H), 3.05 (3H),
2.78 (2H), 1.96 ppm (2H), 1.90 — 1.48 (4H), 1.12 (6H).
GPC/SEC (THF, 1%TBAB, 30 °C RID) M, 18 200 g/mol, My, 21 100 g/mol, D 1.16.

2.11.2 Otrzymywanie kopolimeréw PNIPAMo.s0o-PMPyAEAo0.20

W suchej amputce Schlenka zmieszano akrylan 2-(metylo(pirydyn-2-yl)Jamino)etylu (4a,
50.0 mg, 0.2 mmol, 30 eq), N-izopropylakrylamid (NIPAM, 109.7 mg, 1.0 mmol, 120 eq) oraz 1,1'-
azobis(cycloheksankarbonitryl (ACHN, 1.97 mg, 0.008 mmol, 1 eq), jako inicjator. Nastepnie
mieszanine rozpuszczono w suchym 1,4-dioksanie (2 mL) i dodano aktywowany kwasem
p-toluenosulfonowym (p-TsOH, 76.09 mg, 0.40 mmol, 50 eq), roztwor uniwersalnego reagenta
RAFT (6.55mg, 0.02 mmol, 3eq), w 1,4-dioksanie (2 mL). Cato$¢ mieszaniny schtodzono
i przeprowadzono trzy cykle freeze-pump-thaw. Reakcje zainicjowano przez podgrzanie
mieszaniny do 90 °C, w atmosferze azotu. Polimeryzacje kontynuowano w podanych warunkach,
monitorujac jej postep przy uzyciu *H NMR. Po 10 h reakcji stwierdzono zmniejszenie sygnatéw
charakterystycznych dla protonéow wigzan winylowych monomeréw (6 6.32 — 5.93 ppm, 6H).
Polimeryzacja zostat zakonczona po 20 h, po osiggnieciu zadowalajgcej konwersji monomeru

(> 65%). Zakonczenie reakcji polegato na wymrozeniu kolby Schlenka w ciektym azocie, w wyniku
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czego wygaszono wszystkie wolne rodniki. Po doprowadzeniu mieszaniny do temperatury
pokojowej (25 °C), zneutralizowano jg nasyconym wodnym roztworem NaHCOs, w wyniku czego
wytracit sie biaty osad, ktory odfiltrowano. Rozpuszczalnik usunieto pod obnizonym ci$nieniem,
po czym polimer oczyszczono poprzez precypitacje, z zimnego eteru dietylowego. Polimer
suszono pod proznig przez 24 h. Otrzymany PNIPAMo go-PMPYAEA 20, W postaci proszku, o lekko
réozowym zabarwieniu, scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR oraz chromatografii

GPC/SEC.

1H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & [ppm] 8.04 (1H), 6.60 (1H), 6.53 (2H), 4.10 (2H), 3.82 (3H), 3.74
(3H), 2.99 (2H), 1.98 ppm (2H), 1.78 — 1.14 (4H), 1.03 (6H).
GPC/SEC (THF, 1%TBAB, 30 °C RID) M, 10 200 g/mol, M, 12 200 g/mol, ® 1.19.

2.11.3 Otrzymywanie kopolimeréw PNIPAMo.co-PMPyAEAo.40

W suchej amputce Schlenka zmieszano akrylan 2-(metylo(pirydyn-2-yl)amino)etylu (4a, 800.0 mg,
3.9 mmol, 120eq), N-izopropylakrylamid (NIPAM, 600 mg, 5.3 mmol, 180eq) oraz 1,1'-
azobis(cycloheksankarbonitryl (ACHN, 8.60 mg, 0.035 mmol, 1eq), jako inicjator. Nastepnie
mieszanine rozpuszczono w suchym 1,4-dioksanie (2 mL) i dodano aktywowany kwasem
p-toluenosulfonowym (p-TsOH, 1530 mg, 8.0 mmol, 183 eq), roztwor uniwersalnego reagenta
RAFT (19.00 mg, 0.07 mmol, 2eq), w 1,4-dioksanie (2 mL). Catos¢ mieszaniny schtodzono
i przeprowadzono trzy cykle freeze-pump-thaw. Reakcje zainicjowano przez podgrzanie
mieszaniny do 90 °C, w atmosferze azotu. Polimeryzacje kontynuowano w podanych warunkach,
monitorujac jej postep przy uzyciu *H NMR. Po 10 h reakcji stwierdzono zmniejszenie sygnatéw
charakterystycznych dla protonéw wigzan winylowych monomeréw (& 6.32 — 5.93 ppm, 6H).
Polimeryzacja zostat zakonczona po 20 h, po osiggnieciu zadowalajgcej konwersji monomeru
(> 65%). Zakonczenie reakcji polegato na wymrozeniu kolby Schlenka w ciektym azocie, w wyniku
czego wygaszono wszystkie wolne rodniki. Po doprowadzeniu mieszaniny do temperatury
pokojowej (25 °C), zneutralizowano jg nasyconym wodnym roztworem NaHCOs, w wyniku czego
wytracit sie biaty osad, ktory odfiltrowano. Rozpuszczalnik usunieto pod obnizonym ci$nieniem,
po czym polimer oczyszczono poprzez precypitacje, z zimnego eteru dietylowego. Polimer

suszono pod prdéznig przez 24 h. Otrzymany PNIPAMoego-PMPyYAEAo40, W postaci proszku,
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o rézowym zabarwieniu, scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii NMR oraz chromatografii

GPC/SEC.
1H NMR (400 MHz, CDCls) 6 [ppm] 8.14 (1H), 6.81 (3H,), 4.29 (2H,), 3.96 (3H), 3.63 (3H), 3.25 (2H),
2.14 ppm (2H), 1.97 — 1.45 (4H), 1.12 (6H).

GPC/SEC (THF, 1%TBAB, 30 °C RID) M, 12 900 g/mol, My, 15 400 g/mol, b 1.20.

2.12 Widma 2D NMR
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Rysunek 59 Widmo dwuwymiarowe *H-*H COSY NMR (F1 400 MHz, F2 400 MHz, CDCls) alkoholu 3b.
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Rysunek 61 Widmo dwuwymiarowe H-33C HMBC NMR (F1 100 MHz, F2 400 MHz, CDCls) alkoholu 3b.
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Rysunek 60 Widmo dwuwymiarowe H-3C HSQC NMR (F1 100 MHz, F2 400 MHz, CDCls) alkoholu 3b.
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Rysunek 62 Widmo dwuwymiarowe *H-'H COSY NMR (F1 400 MHz, F2 400 MHz, CDCls) alkoholu 3c.
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Rysunek 63 Widmo dwuwymiarowe *H-3C HSQC NMR (F1 100 MHz, F2 400 MHz, CDCls) alkoholu 3c.
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Rysunek 64 Widmo dwuwymiarowe *H-3C HMBC NMR (F1 100 MHz, F2 400 MHz, CDCls) alkoholu 3c.

2.13 Wyniki analizy chromatograficznej

Auto-Scaled Chromatogram
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Minutes
GPC Results
DistName | Mn | Mw | MP Mz | Mz+1 | Mv | Polydispersity | MW Marker 1 | MW Marker 2
1| PNIPAM | 7908 | 12189 | 16424 | 15877 | 18651 1.541343

Rysunek 65 Chromatogram oraz wartosci Srednich mas molowych dla polimeru PNIPAM10kpa).
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Auto-Scaled Chromatogram
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Minutes

GPC Results
DistName | Mn Mw | MP | Mz |Mz+1|Mv| Polydispersity | MW Marker 1| MW Marker 2
PNIPAM | 11257 | 13109 | 13674 | 14804 | 16382 | - 1.164506 - -

Rysunek 67 Chromatogram oraz wartosci Srednich mas molowych dla polimeru PNIPAM ppmar).

Auto-Scaled Chromatogram
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GPC Results
DistName | Mn | Mw | MP | Mz | Mz+1| Mv | Polydispersity | MW Marker 1 | MW Marker 2

PNIPAM | 4839 | 5600 | 5191 | 6477 | 7459 | - 1.157380 - -

-

Rysunek 66 Chromatogram oraz wartosci Srednich mas molowych dla polimeru PNIPAM srar).
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Auto-Scaled Chromatogram
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GPC Results
DistName | Mn | Mw | MP | Mz | Mz+1 | Mv | Polydispersity | MW Marker 1| MW Marker 2
1 5b 6005 | 8922 | 8383 | 12327 | 15704 | - 1.485774 - -

Rysunek 69 Chromatogram oraz wartosci Srednich mas molowych dla polimeru 5b.
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GPC Results
DistName | Mn Mw MP Mz | Mz+1 | Mv | Polydispersity | MW Marker 1 | MW Marker 2
1 8c 10789 | 20930 | 11054 | 36760 | 54504 | - 1.939892 - -

Rysunek 70 Chromatogram oraz wartosci Srednich mas molowych dla polimeru 8c.
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Auto-Scaled Chromatogram
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GPC Results
DistName [ Mn | Mw | MP | Mz | Mz+1 | Mv | Polydispersity | MW Marker 1| MW Marker 2
1 PS 9500 | 7894 | 8435 | 8457 | 8985 | 9559 | - 1.068461 - -

Rysunek 71 Chromatogram oraz wartosci $rednich mas molowych dla standardu polistyrenu, o M»9500 g/mol.
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Rysunek 72 Chromatogram oraz wartosci Srednich mas molowych dla kopolimeru PNIPAMo.93 — PMPYAEA0.07
(produkt reakcji 16.0).
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Auto-Scaled Chromatogram
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GPC Results
Dist Name | Mn Mw MP Mz | Mz+1 | Mv | Polydispersity | MW Marker 1| MW Marker 2
1 161 10172 | 12141 | 11399 | 14280 | 16463 | - 1.193584 - -

Rysunek 73 Chromatogram oraz wartosci srednich mas molowych dla kopolimeru PNIPAMo.so — PMPYAEAo.20.
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GPC Results
DistName | Mn Mw [ MP Mz | Mz+1 | Mv | Polydispersity | MW Marker 1| MW Marker 2
1 16.3 18239 | 21107 | 22923 | 23632 | 25842 | - 1.157241 - -

Rysunek 74 Chromatogram oraz wartosci Srednich mas molowych dla kopolimeru PNIPAMo.s3 — PMPYAEA0.07
(produkt reakc;ji 16.3).
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Czesc¢ eksperymentalna

Auto-Scaled Chromatogram
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GPC Results
DistName [ Mn Mw [ MP Mz | Mz+1 | Mv| Polydispersity | MW Marker 1| MW Marker 2
1 16.6 12881 | 15359 | 15803 | 17849 | 20196 | - 1.192389 - -

Rysunek 75 Chromatogram oraz wartosci Srednich mas molowych dla kopolimeru PNIPAMo.co — PMPYAEAo.40.
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