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1. Bevezetés

Mindennapi ¢életiink egyik legmeghatdrozobb eleme lett a polimerek
alkalmazasa a kiilonféle teriileteken, a gydgyszerhatdanyag hordozastol kezdve
a ruhdzkodason ¢és kozlekedésen at, egészen az trkutatasig. Tovabba jelentds
teriiletté fejlodott az intelligens polimerek €s kopolimerek alkalmazésa, akar
szenzorként, akar programozott gyogyszerhatébanyag hordozoként, vagy
ongyogyulo szerkezeti elemekként. Az emlitettekkel egyiitt egyre jelentésebb
terlilet a célzottan tervezett polimerek alkalmazasa a kiilonbozd egyedi és
preciziés problémak megoldasara. Igy a fejlettebb termelés és kutatas novekvo
igényt tart fenn az ujabb és pontosabb analitikai eljarasok fejlesztésére, melyhez
szorosan kapcsolodik a szerkezet és fizikai tulajdonsag
Osszekapcsolhatosaganak igénye IS, valamint az analitikai modszerek

integraldsa ipari termelés soran.

A doktori kutatdsom soran célom volt a kopolimerek tomegspektrumanak
analiziséhez 1) algoritmusok fejlesztése, melyek altalanosan alkalmazhatoak,
pontos azonositast és a polimerekre jellemzé paraméterek szamitdsat teszik
lehetévé, mint példaul a szdmatlag és tomegatlag molekulatomeg, de emellett a
lancokat alkotd monomerek szamarol és azok eloszlasarol is informdaciot
nyujtanak. A médszer fejlesztéséhez [poli-(etilén-oxid)]-[poli-(propilén-oxid)]
blokkokbol felépiild kopolimereket alkalmaztam minta vegyiiletcsaladként,
melyek alkalmazasi teriilete igen széleskorli. Felhasznéljdk poliuretan
gyartasahoz, habzéasgatloként, nemionos feliiletaktiv anyagként, de
gyogyszerhatoanyag formuldzéasara és sejtfalvédd hatasa miatt is alkalmazzak.
A felhasznaléds sokrétiisége miatt nagyon jelentds a kopolimer szerkezetének,

Osszetételének pontos ismerete, mivel az a fizikai tulajdonsagait jelentdsen



befolyasolja, példaul a képzddo micellak méretét, illetve a sejtfal védelem csak
specifikus diblokk szerkezet esetén jelentkezik. Célom volt tovabba, hogy a
kinyert adatokat vizualizaljam is, melyre az Gsszetétel sodrodas (composition

vagy compositional drift) diagramot terveztem alkalmazni.

A kutatas késobbi részében az elsé szakaszban fejlesztett altaldnos kopolimer
elemzg algoritmus egyszeriibb implementalasa és egy programozas nélkiili,
kevesebb szamitast igényld matematikai eljaras eldallitasa volt a cél, amely egy
egyszerl tablazatkezeld alkalmazasban is kdnnyen megvaldsithatd. Ennek a
kivitelezésére a kutatocsoportunk altal kidolgozott tomegmaradék analizist,
mint rendezési és azonositasi modszert céloztam meg alkalmazni. Tovabba az
adathalmazban fennalld, elemzéshez sziikségtelen redundanciat kivantam
csokkenteni, illetve bizonyitani, hogy ez az eljaras is teljes értékiien miikodik
az el6zdvel parhuzamosan. Ezért ebben az esetben is a [poli-(etilén-oxid)]-[poli-
(propilén-oxid)] blokk-kopolimer molekulacsaladot alkalmaztam mintakként,
illetve ezen kutatdsi szakasz soran is terveztem az adatok vizualizéciojat,
aminek a segitségével konnyen Osszevethetdvé véalnak a két kiilonbozd

modszerbdl szarmazo6 eredmények.

Mindezek mellett a tomegspektrometrids mérésekbdl szarmazo eredmények
mas mérési modszerrel vald 0Osszekapcsolhatosaganak vizsgalata volt a
kovetkezé célom. Ehhez a polimerekre gyakran, de kopolimerek mérésére
ritkabban alkalmazott, gélpermeacios kromatografias modszert (GPC), és az
ipari szinten egyaltalan nem rutinszeri MALDI-TOF-MS altal szolgaltatott
eredményeket kivantam Osszekapcsolni. A GPC egy kevesebb energiat és
kevesebb szaktudast igényld ipari kornyezetben is rutinszeriien hasznalt mérési
moddszer, mig a MALDI-TOF MS nagy szaktudast és rutint igényld, koltséges

technika. A gélpermeacios kromatografias modszer azért kiilondsen problémas



kopolimerek tulajdonsagainak mérésére, mivel nem vagy csak nagyon kevés,
kelléen sziik eloszlasu kalibrald kopolimer all rendelkezésre. Valamint a
monomerek eloszlasa befolyassal lehet a kopolimer lancok hidrodinamikai
sugarara, ezaltal a kalibracié igen nehézkes. Tovabba a kinyerheté adatok
sokszor csak az atlagos mennyiségekrdl szolgaltatnak informacidt. Ezért a
(GPC)-(MALDI-TOF-MS) kapcsolat feltérképezése volt a cél, amihez a kutatas
soran neuralis hal6zatokat kivantam alkalmazni, amelyekkel egy vektor-vektor
empirikus hozzarendelést lehet megvalositani. Ebben az esetben is a fentebb
emlitett [poli-(etilén-oxid)]-[poli-(propilén-oxid)] blokk-kopolimer
polimercsaladot vettem alapul mintanak. Fontosnak tartom kiemelni, hogy
ezaltal a gélpermeacidés kromatografia felhasznalhatéosdga drasztikusan
emelhetd ¢€s jelentdsen tobb paraméter kinyerésére alkalmazhatd, kis koltség

mellett, rutinszerti eljarasként, ipari szinteken is.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Kopolimerek

A kopolimerek olyan polimerek, amelyek ketté vagy tobb, kiilonb6zo

szerkezetli monomer egységbdl épiilnek fel.

A kész kopolimer szerkezetileg lehet alternald vagy mas néven periodikus, azaz
a monomerek rendre valtjak egymast. Lehet blokk, amikor a monomerek
blokkokat alkotnak és a blokkok valtjak egymast. Lehet gradiens, mely esetében
a blokkok hossza valamilyen szabalyossag szerint a lanc ndvekedésével nd vagy
csokken. llletve a szerkezet lehet random, mely esetben a monomerek
véletlenszertien kovetik egymast [1]. Szerkezetiik is nagy valtozatossagot
mutat, a kopolimerizacié soran linearis, graft és csillag alaki kopolimerek

eloallitasara is lehetéség van [2, 3]. Az altalanos szerkezeteket az 1. abra mutatja
be.

linearis szerkezetli kopolimerek
-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B- alternalé/periodikus
-A-B-B-B-A-B-A-B-A-A-B-A-B-B-A- random
-B-B-B-B-B-B-A-A-A-A-A-A-A- blokk
-B-B-B-B-A-B-B-B-A-A-B-B-A-A-A-B-A-A-A-A- gradiens

nem linearis szerkezetli kopolimerek
AAAAAAAAAAADAAAAAAAA-

-B-B-B-B-B-B B-B-B-B-B-B- ojtott
B-B-B-B-B-B-
-A-A-A-A-A-AA{B—B—B—B—B—B— csillag
B-B-B-B-B-B-

1. abra: Kopolimerek lehetséges szerkezetei
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A kész kopolimerek Osszetétele és szerkezeti tulajdonsdga meghatirozza a
polimer fizikai tulajdonsagait és ezaltal a felhasznalasi teriiletet. Erre kivalo
példa a poliuretanok esete, ahol a beépiilé di-vagy poli-ol szerkezete
befolyasolja a kopolimer tulajdonsagat [4]. Ezért ezen Osszefiiggés, illetve a
kopolimer szerekezete és kémiai tulajdonsagainak ismerete nélkiilozhetetlen a
mai célzott kémiai problémamegoldas és modern precizids termelés soran [5-
7]. A kopolimerek felhasznalasa igen sokrétii. A termoplasztikus poliuretanok
vagy nitril butadién gumik alkalmazhatéak késztermékként, példaul tomitésre
[8]. Tovabba elektromos szigetelésre hasznalhatd a poli(etilén)-poli(propilén)-
gumi [9]. Allatgyogyaszatban, mint detergens alkalmazhatéak a
poli(etilénoxid)-poli(propilén-oxid) kopolimerek példaul a szarvasmarhak és
juhok esetén puffadas ellen [10] illetve a poli(sztirol)-poli(maleinsav)
kopolimer hasznéalhat6 detergens mentes kozegként lipid kettdsréteg membran
szolubilizalasra [11]. Gyartas kozi alapanyag lehet a poli(akrilnitril)-
poli(butadién)-poli(sztirol) kopolimer mely jatékok készitésre [12] és 3D
nyomtatd szalak gyartasara alkalmas [13]. Tovabba a poli(akrilnitril) arany
modositasaval novelheté az  {itésallosag [14]. Alkalmazhatd még
membranszeparatorok eldéallitasara, példaul poli(sztirol)-poli(4-vinilpiridin),
ahol akar egyszerli, bevonatold eljardsokban gyakran alkalmazott festékszord

pisztoly is lehet a membrant kialakitd eszkoz [15].
2.1.1. Altalénos polimer jellemzék

A polimerek jellemzésére tobb paraméter sziikséges, mivel a polimerizacios
reakcio sordn nem egyforma lanchosszisagi molekulak keletkeznek, hanem
azok statisztikusan képzOdnek és statisztikusan irhatok le. Ezért altalanosan
szamatlag (Mn) és tomegatlag (Mw) molekulatomeget hasznalnak, illetve ezek

aranya kiszamolhatova teszi ¢és megmutatja a polimer rendszer



polidiszperzitasat, ami a polidsziperzitas index (PDI). A szamolashoz sziikséges

képletek a kovetkezok:
— Zz?go NiM;
Mn - Ztlbio Ni (1)
M, = I NiM7 )
W R NM;
My
PDI =¥ 3)

ahol M a polimerlanc tomege, N a molekulak darabszama, i pedig a

polimerizacio fok [16].

A rendszer tovabbi jellemzésére tobb kiilonféle molekulatomeget is hasznalnak,
melyek z-atlag (M) és v-atlag molekulatomeg (My). A Z—atlag molekulatomeg
ultracentrifugaval hatarozhaté meg és az alabbi képlettel szamolhat6 [17]:
T2 NP
Me = SE ot “
Mig v-atlag molekulatomeg meghatarozasa viszkozimetrids modszerrel torténik

¢s matematikailag a kiszamitasa az alabbi modon lehetséges:

1
0 a+1 |,
i=o ViM; J"‘
Z;zo NiM;

M, = [ (5)

ahol az oo a Mark-Houwink Index, amely a (6) egyenletben is szerepel [17, 18].

A viszkozitas és a molekulatomeg kozt pedig a Mark-Houwink egyenlet teremt

kapcsolatot, mely az alabbi:

n =KM*~ (6)



ahol n a hatarviszkozitas, K és a pedig Mark-Houwink paraméterek, amik az
adott polimerre jellemzdek és kisérletes uton hatarozhatok meg [18, 19]. Az a
oldészerben. Mig a K értéke ugy kaphatdé meg, hogy a kiilonb6z6
molekulatdomegli polimerek viszkozitdsanak logaritmusat dabrazoljuk a
molekulatomeg logaritmusanak fliggvényében, és az igy keletkezd tobbnyire

egyenes ordinataval valé metszéspontjabol szamolhato [20].

Kopolimerek esetén a fentebb emlitett paraméterek nem elégségesek, mivel nem
hordoznak informéciét a kiilonb6zé monomerek lancbéli darabszamarol, és
ezaltal a kopolimer fizikai tulajdonsagai sem irhatok le megfelelden. Ezért a
dolgozatomban a jellemzéshez definidlom a monomerekre vetitett szamatlag
darabszamot és darabszam sulyozott darabszamot, valamint egy 0j paramétert,

ami az eldbb emlitett jellemzdk aranyairdl hordoz informaciot.
2.1.2. Poloxamerek

A poloxamerek olyan kopolimerek, amelyek etilén-oxid (EO) és propilén-oxid
(PO) monomerekbdl épiilnek fel, ahol a monomerek a lancban blokkoként
vannak jelen. Altalanosan harom blokkbol épiil fel, EOxPOyEQ; alakban, ahol
X, y, z a lancba beépiilt darabszamot jelenti. Ezen feliil léteznek forditott,
ugymond reverz POxEOyPO; blokksorrendii polimerek is [21]. A késébbiekben
areverz (forditott) szekvencidji polimereket is poloxamerként fogom nevezni a

dolgozatban, az egyszeriibb hivatkozhatosag okan.

Eldallitasukat tekintve anionos lanc polimerizacioval allithatok eld, lagos
kozegben. Az els6 1épésben a kozépsd blokkot épitik fel, majd erre a blokkra a
kovetkezd 1épcsOben polimerizal tovabb a masik monomer ¢€s alakitja ki a két

sz€1s6 blokkot [22]. Amennyiben a k6zépsé blokk poli(propilén-oxid) (PPO),



ugy az EO beépiilése primer hidroxilcsoport megjelenéséhez vezet, amin aztan
a tovabbi novekedés gyorsabb, mint a PPO blokk masik oldalan 1év6 szekunder
hidroxilcsoport reakcioja az EO-dal. Ez azt eredményezheti, hogy a PPO
blokknak csak az egyik oldalan épiil PEO lanc és ugynevezett diblokk
kopolimer képzddik, a mindkét oldalon PEO blokkal rendelkez6 triblokk
kopolimer helyett [23].

A poloxamerek  alkalmazédsi teriilete igen  széles. Haszndljak
gyogyszerhatoanyag formuldzésra, habzasgitloként, nemionos feliiletaktiv
anyagként, illetve feliileti fesziiltség csokkentésre [21, 24-28]. Gyogyaszatban
a gyogyszerrezisztens tumorsejteknél segiti a hatébanyag bejuttatasat a sejtbe
ugy, hogy nem befolydsolja hatranyosan az egészséges sejtek hatdanyag
felvételét [22]. Hidrogélként gyogyszerhatoanyag hordozasra alkalmas. Példaul
kis mennyiségli nitrogén-monoxid tarolasara, mely jelzémolekulaként
viselkedik és serkenti a sebek gyogyulasat [29]. Diblokk kopolimerekként a
sejtmembran  védelmére alkalmazhatok [30]. A diblokk kopolimer
Osszehasonlitva a triblokk kopolimerrel, azonos atlagos molekulatomeg és
azonos monomer Osszetétel esetén, mas micellamérettel rendelkezik [31].
Tovabbi gyogyaszati alkalmazas a poli(tej-ko-glikolsav) és Pluronic F127
immerzids kicsapasaval mesterségesen eldallitott idegi vezeték, ami
szemipermeabilis, atjarhatd a tdpanyagok szamadra, de visszatartja a szoveti

bendvéseket és segiti az idegsejtek regeneralodasat [32, 33].

Mint lathato, a felhasznalasi teriiletek lehetdsége széles spektrumon mozog, igy

az poloxamerek elemzése sziikséges és azok analitikaja sokat kutatott tertilet.



2.1.3. Polimerek tomegspektrometridja

A polimerek tomegspektrometrids vizsgalata igen jelentds, mivel lehetéség van
a rendszer minden egyes alkotdé elemérdl informaciét kapni, a kiilonbozé
hosszasagu lancok kiilon-kiilon is vizsgalhatok [34, 35]. Mas gyakran
alkalmazott modszerek, mint példaul a magneses magrezonancia
spektroszkopia (NMR), gélpermeacios kromatografia (GPC), vagy infravords
spektroszkopia (IR), csak 4tlagos mennyiségeket adnak. Az atlagos
molekulatomeg meghatarozasara, mint ahogy azt a 2.1.1 fejezetben is
emlitettem, egyéb modszerek (viszkozimetria ¢€s ultracentrifuga) is

rendelkezésre allnak [36].

Homopolimerek esetén a tomegspektrumbol, a tomeg/tltés (m/z)
kiilonbségekbdl egyszerli modon megallapithato a lancot alkoté monomer elemi
Osszetétele, illetve ennek ismeretében meghatarozhaté a polimer lancok
végcesoportja is. Utobbi rovidebb lancok esetén jelentds, mivel a végesoport
tulajdonsdga meghatarozhatja a polimer felhasznéldsi teriiletét. Hosszabb
lancok esetén a végcsoport hatasa csdkken [37], majd elhanyagolhatova valik.
Tovabb emeli a tomegspektrometria jelentdségét, hogy a spektrumban a
polimerizacios reakcio soran keletkez6 melléktermekek is megjelennek, illetve
akar a reakcio is kovethetdvé valik, amennyiben a reakcié megfeleld modon
adott idokozonként mintazhatd. Fontos kiemelni, hogy a tomegspektrum
elemzésébdl a 2.1.1. fejezetben bemutatott polimer tulajdonsdgok egyszeriien
kinyerhet6k [38], s6t, ezen feliil tovabbi jelentds paraméterek is szamolhatok,
melyeket a dolgozat késObbi részében bemutatok. Ezen feliil a teljes
azonositasbol kiszamolhato az 6sszetétel sodrodas diagram, amely elfogadottan

hasznalatos a kopolimerek jellemzésére. Egy példat mutat be a 2. abra, ahol a



polimerizacié fok fliggvényében abrazoljuk az adott ko-monomer moltortjét
[38].

70
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ko-monomer molszazaléka
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polimerizacio fok

2. abra: Random szerkezetii poli(butilén-adipat) és poli(butilén-szebacat)

osszetétel sodrédas diagramja [38]

A tomegspektrometrias polimer analizisnek van néhany hatranya is. Ezek koziil
a legjelentésebb a tomegdiszkriminancia effektus, illetve a kiilonbozo
polimerizacié foka lancok ionizaciés hatasfoka kozotti kiilonbség [39].
Tomegdiszkriminancia esetén a kiilonboz6 tomegil ionokra az ionoptika, illetve
analizator ateresztoképessége nem azonos, az ionizacids hatasfok pedig fiigg a

kopolimert felépité monomerek kémiai mindségétdl, illetve a lancok hosszatol
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[40]. Minél szélesebb a polimer eloszlasa, ezen jelenségek annal inkabb

fellépnek [41].

Ezen korlatok figyelembevételével is kijelenthetd, hogy a tomegspektrometria
egy altalanosan jol hasznalhato analitikai eljaras polimerek Osszetételének

mérésére.
2.1.4. Magneses magrezonancia spektroszkopia (NMR)

A magneses magrezonancia spektroszkopia egy igen gyakran alkalmazott
spektroszkopiai modszer, mely jelentds szerkezeti informdciok kinyerésére
alkalmazhatd. Miikodését tekintve, a vizsgalni kivant molekuldkat magneses
térbe helyezve, azt gerjesztik radidfrekvencias hullamokkal, majd a relaxacio
soran keletkezd hullamok frekvencia eltolodasabol kovetkeztetnek a szerkezetre
[42]. Polimerkémiai szempontbdl az *H-NMR a leggyakrabban alkalmazott
modszer. Ebben az esetben a végcsoportok €s monomerek asszignacidja
sziikséges, melybdl kinyerhetd a polimerizacio fok, és ezaltal a szamatlag
molekulatomeg. Sok esetben a végcsoport azonositdsa nehéz és ezért
szarmazékképzést  alkalmaznak. Ebben az  esetben, ellenben a
tomegspektormetrias mérésekkel, a polimert alkotdé lancokat nem meérhetjiik
kiilon-kiilon. A szerkezeti informéciokbdl a kopolimerre jellemzé monomer
aranyok kinyerhetok [43]. Amennyiben szarmazékképzés nem alkalmazhato,
ugy diffuzids egyiitthatdé meghatarozasaval is lehetséges a molekulatomeg

meghatarozas [44].
2.1.5. Gél permedcios kromatografia (GPC)

A g€l permeécids kromatografia, mas néven méret kizarasos kromatografia

(SEC) egy régota, rutinszerien hasznalt analitikai eljaras polimerek
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molekulatomegének (hidrodinamikai sugaranak) meghatarozasara [45, 46].
Miikodését tekintve egy kromatografias elvalasztas, mely soran a gél porusaiba
a kisebb molekulak belépnek és lassabban jutnak at az oszlopon. A nagy
molekulak, a nagyobb hidrodinamikus térfogatuk miatt nem tudnak ezekbe a
poérusokba behatolni, igy az eluens drammal gyorsabban eludlodik, mint a
kisebb részecskék. A porusméret €s alak jelentds tényez6 a kromatografia soran,
mely igen kutatott teriilet és tobb kiilonb6z6 modellel irhatd le [47]. A mérés
relativ, igy megfelelé kalibracié sziikséges hozza, amelyre sok esetben sziik
molekulatomeg eloszlasu polisztirol standardokat alkalmaznak [48, 49]. A
kalibralo gorbét 4ltaldban harmadfokti polinommal kozelitik, ahol a
molekulatomeget logaritmikusan abrazoljak [50] az elucios térfogat (gyakran az

1d6) fiiggvényében. Ezt mutatja be altaldnosan a 7. egyenlet:
loglM) =a+b*V+c*xV2+dxV3 (7)
ahol, a, b, ¢ és d konstansok, mig V az eludlt térfogat, M pedig a molekulatomeg.

Detektorként alkalmazhaté torésmutatd detektor (RI), viszkozitds mérd
detektor, de kapcsolt technikdk is vannak, ahol direkt mddon
tomegspektrométer miikodhet detektorként [50-52]. A  gélpermeacios
kromatografids mérésbdl RI detektorral meghatarozhatok a My, Mw, Mz, Mp
illetve PDI értékei, ahol Mp a kromatogramban 1évé csiics maximuméhoz

tartozé molekulatomeg.

A GPC hatranya, hogy a kalibracidhoz hasznalt polimer alakja és mindsége
befolyéassal van a hidrodinamikus térfogatra. Ezéltal csak egyméshoz hasonlo
alakt polimerek hasonlithatok 0ssze megfelelé hatékonysaggal [47]. Ezen ok

miatt jelentds ennek a kromatografids modszernek a fejlesztése, hogy a relativ
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egyszerli és rutinszeri mérési technikdval még pontosabb ¢és még tobb

informaciot szerezziink a polimerekr6l [53].
2.1.6. Infravoros spektroszkopia (IR)

Az infravorés  spektroszkopia szintén egy gyakran alkalmazott
szerkezetmeghataroz6 maddszer, mely soran a vizsgalni kivant mintat infravords
tartomanyu elektromagneses hullammal gerjesztik, és a mintdn atjuté vagy
visszaver6dé sugarzast detektaljak. Ebben az esetben az abszorbealt fény
hullamhosszabol lehet kovetkeztetni a molekula szerkezetére, mivel az
vegyérték és deformacios rezgéseket gerjeszt [54]. Polimerkémiai szempontbol
mindségi analizis végzésre van lehetdség, megallapithaté a polimert alkotod
monomer kémiai dsszetétele. Bizonyos esetekben, kalibracio mellett, lehetdség
van kopolimerek analizisére is, melyb6l meghatirozhatd6 a monomerek
részaranya. Valamint szintén megfeleld kalibracioval és jol megvalasztott
modellel meghatarozhat6 a szamatlag molekulatomeg. Sok esetben problémat
jelenthet a rezgések atfedése, esetlegesen oldoszerbdl szarmazo rezgések, illetve

a megfeleld kalibrald hianya [55-57].
2.1.7. Dinamikus fényszorasmeérés (DLS)

Dinamikus fényszoéras mérés esetén 1ézer fénnyel sugarozzak be a mintat, és a
részecskékrdl visszaszorodo fényt detektaljak idében. Az iddbeli detektalas
azért fontos, mivel a részecskék Brown mozgast végeznek, és ezaltal a szort
fény intenzitasa fluktual [58, 59]. A szort fény detektalasnak a szoge fligg a
minta tulajdonsagaitol, atlatszo és gyengén szord mintak esetén 90°-os szog
javasolt. Nagy turbiditdsi mintdk esetén a sz0g valtoztatdsaval és a fény
polarizalasaval nyerhetd ki eredmény [60, 61]. A DLS sematikus miikodését

mutatja be a 3. abra.
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3. abra: DLS sematikus miikodése [62]

A meért adatok kiértékelése két mddon lehetséges. Amennyiben iddben tortént a
detektalas és ez a fiiggvény all rendelkezésre, akkor autokorrelacids fiiggvényt
lehet alkalmazni. Ellenben, ha ennek a fiiggvénynek a Fourier-transzformaltja
keriilt rogzitésre, ugy az adatok egy Lorentz-gérbét alkotnak és a félérték
szélességbdl megallapithato a szemeseméret [63]. Dinamikus fényszoras mérés

esetén a vizsgalhatdé mérettartomany 0.8-6500 nm.

Polimerkémiai szempontbdl a DLS segitségével megallapithatod a polimerekbdl
képz6do micella mérete, az oldatok felhdsddési pontja, amennyiben van ilyen,
illetve megfelelé modszerrel a tomegatlag molekulatomeg is [64]. Ezen feliil
érzékenységébdl kifolydlag kivaldan alkalmas a kritikus micellaképzddési

koncentracié meghatarozasara is [65].
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2.2. Tomegspektrometria (MS)

Napjainkban a tomegspektrometria alkalmazasa a modern analitikaban szinte
megkeriilhetetlen. A modszer kiemelkedd érzékenysége €s szelektivitasa a
torténelem sordn nagyban hozzdjarult a természettudomanyok jelentds

fejlodéséhez.

A tomegspektrométer olyan miszer, amely molekulak tomegének
meghatarozasara alkalmas, de mérés szempontjabdl a tomeg/toltés aranyt képes
mérni. Altalanosan 6t 6 egységbdl all, mintabeviteli rendszerbél, ionforrasbol,
tomeganalizatorbol, detektorbol és adatfeldolgozd egységbdl. A vizsgalathoz
gazfazisu ionokat kell képezni, majd a tomeg analizator az ionokat tomeg/toltés
szerint szétvalasztja, mely tobbféle modon torténhet. Ezutan az ionokat
detektalja a késziilék és az adatfeldolgozas utani eredmény a tomegspektrum,
melyen a minta m/z értékei szerepelnek ¢és az adott értékekhez tartozo

intenzitasuk [66].

A tomegspektrometriat az elektron tomegének kutatasa kapcsan fedezték fel, és
a modszert eleinte csak a fizikusok hasznaltak [67]. Késébb a tudomany
fejlodésével izotopok megkiilonboztethetdseégére is lehetdség nyilt, melyet a
Manhattan projekt kapcsan is alkalmaztak U és 28U esetén [68]. Egészen
1988-ig, a lagy ionizacios technikak megjelenéséig [69], a tomegspektrometria
elterjedése korlatolt volt, nagyobb molekuldk vizsgalatdra nem volt alkalmas.
Ezek gazfazisba juttatdsa nem, vagy csak korlatozottan volt lehetséges, valamint
a molekulak a vizsgalat alatt fragmentalodtak [67]. Az 1) lagyionizacids
technikak felfedezése lehetdvé tette héérzékeny és nagy molekulatomegi
anyagok MS vizsgalatat, mint példaul a fehérjék és polimerek. Az analizatorok

fejlodése pedig a még pontosabb tomeg mérésére €s ezaltal az elemi dsszetétel

15



meghatarozasara nyuajtott megoldast [67, 70]. Az irodalmi attekintés tovabbi
részében bemutatom a polimerek analiziséhez gyakran alkalmazott

ionforrasokat és detektorokat.
2.2.1. Matrix segitette lézer deszorpcidlionizdcio (MALDI).

A matrix segitette 1ézer deszorpcid/ionizacio technika esetén, az ionizaciot egy
1ézeres besugarzas idézi eld, ami nem kozvetleniil a mintat ionizalja, hanem a
mintahoz kevert matrixanyag veszi at a lézer fotonok energidjat. A
besugarzaskor a matrix és minta deszorbealodik a feliiletrdl és az elnyelt energia
hatasara megtorténik az ionizacio. Ezaltal a mintat kozvetve ionizaljuk és nem,
vagy csak kis mértékben torténik fragmentacio. A legtobb esetben egyszeres
toltésii addukt ionok keletkeznek [71]. A MALDI nagy el6nye, hogy kivaldan
alkalmas nagy molekulatomegii vegyiiletek vizsgalatara akar 1000000 Da-ig
[72]. Matrixként sokféle vegyiilet hasznalhatdé, fontos, hogy jol
kristalyosodjanak, legyenek inertek a vizsgalt vegyiiletekkel szemben és nyeljék
el a lézer fotonokat [71]. Polimerek vizsgalata esetén gyakran alkalmazott
matrix példaul a 2,5-dihidroxibenzoesav (DHB) és a transz-2-[3-(4-tert-
butilfenil)-2-metil-2-propenilidén]malononitril (DCTB) [73, 74]. UV lézerként
régebben N> lézert hasznaltak, jelenleg a Nd:YAG lézerek az elterjedtebbek.

Kopolimerek ¢és polimerek mérésére kivaloan alkalmas, mivel nagy mérési
tartomannyal rendelkezik, valamint az egyszeres toltésli ionok keletkezése miatt

egyszeriibb tomegspektrumot eredményez.
2.2.2. Elektroporlasztasos ionizacio (ESI)

Az elektroporlasztasos ionizacios technika esetén az ionizalni kivant minta egy

kapillarison keresztiil jut be az ionforrasba, ahol a tdmegspektrométer bevezetd
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kapillarisa és a porlasztdo kapillarisa kozé fesziiltséget kapcsolunk. Ennek
hataséra t6ltés halmozodik fel az olddszer cseppek feliiletén. Az igy kialakuld
toltott cseppekbdl az ionforrasban alkalmazott hdmérséklet hatasara az olddszer
elparolog, ¢és egyre nagyobb feliileti toltésstiriség alakul ki. Ezekbdl a
cseppekbdl az ionok képzddése kétféle modell szerint lehetséges. Az egyik az
ionparolgasi modell, miszerint a parolgas miatt a feliileti toltésstlirliség nd, és a
Rayleigh hatart elérve a taszitd er0k hatasara a cseppbdl ionok Iépnek ki. A
masik modell a toltésvisszamaradasi modell, ahol a pérolgds miatt a toltések
visszamaradnak a molekuldn, a t6ltéssiiriség novekedésének hatasara kialakul

a Taylor kap, melynek a végérdl ionok szakadnak ki [75, 76].

Polimerkémiai szempontbdl hatranyos lehet, hogy az ionizacid soran tobbszoros
toltésii ionok is keletkeznek, ami komplexé teszi a tomegspektrumot, mivel egy

komponens tobbszor is megjelenik illetve, tovabbi atfedéseket okozhat.
2.2.3. Repiilési id6 analizator (TOF)

A repiilési 1d6 analizator, ahogy a nevébdl adddik, az ionforras altal 1étrehozott
ionok tomeg/toltését repiilési idejiik szerint azonositja. A TOF voltaképpen egy
csO, amiben vakuum van, melybe elektromos térrel juttatjadk be az ionokat, és
azok tomeg/toltés aranyaik alapjan a kiilonb6zo repiilési sebességlik miatt
iddben szétvalnak. A cs6é végén helyezkedik el egy iondetektor, ami érzékeli a
becsapddd ionokat. A bejuttatdshoz hasznalt elektromos tér lehet pulzalo és
konstans, de a kitiintetett szempont, hogy az ionokkal kozolt energia kozel
azonos legyen, igy az azonos tomegli részecskék repiilési ideje kozel azonos
lesz. A repiilési id6 a cs6 hosszaval egyenesen (az egyszeriibb TOF esetén), mig
a tomeggel gyokosen aranyos [77]. Tehat minél hosszabb a cs6, annal hosszabb

a repiilési 1d6, az ionok egymashoz képesti tavolsaga megnd, ami iddbeli
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szeparaciot okoz, ezaltal nagyobb felbontds érhetd el. Ennek okan a legtobb
késziilékbe ugynevezett reflektron rendszert épitenek, amely megnoveli az
uthosszt gy, hogy elektromagneses térrel az ionokat visszatiikrozi egy masodik
detektor iranyba. A reflektron tovabba sziikiti az azonos tomeg/toltéssel
rendelkezd részecskék sebesség eloszlasat, ami tovabb ndveli a

felbontoképességet [78]. A TOF analizator miikodését az 4. abra szemlélteti:

elsodleges ionok
gyorsitd repiilési csé
= |
,%..-(55%-."-(2;9%...-&8"'-108,_..)

D R

masodlagos
ionok

reflektron

detektor

feldolgozo egyseg

4, abra: Repiilési id6 analizator sematikus miikodési modellje reflektron

médban [79]

TOF esetén alkalmazhaté Hadamard transzformalt repiilési id6 analizis is,
amely lényegesen noveli a jel zajhoz viszonyitott ardnyat, igy a nd a detektalasi
limit [80]. A TOF analizator tovabba csatolhatdé masik TOF analizatorral,
amivel tandem tomegspektrometrids mérés valdsithaté meg, illetve kvadrupol

technikaval is kapcsolhat6 az utobbi cél elérése érdekében [81-83].
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A TOF analizatorral ellatott tomegspektrométerek gyakran alkalmazott
megoldasok a polimerek mérésére a fentebb emlitett j6 felbontoképesség és

alacsony detektalasi limit miatt.
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2.3. Neuralis halé (NH)

A neurdlis halozatok olyan matematikai objektumok, melyek tobbnyire sok
miveleti elembdl (neuronbodl) felépiild rendezett topologidju Osszekapcsolt
rendszerek. Rendelkeznie kell tanuldsi algoritmussal, valamint el6hivasi

algoritmussal [84-86].

1958-ban mutatta be Frank Rosenblatt az elsd tobbrétegli perceptront, mely még
nem rendelkezett tanuldsi algoritmussal [85], majd 1970-ben kidolgoztak a
hiba-visszaterjesztéses (backpropagation) modszert, amivel a tanitas
megvalosithatova valt [87]. Napjainkban a neuralis hal6zatok alkalmazasa igen
elterjedt, mint példaul a népszerti ChatGPT vagy modern szakértdi rendszerek

[88, 89].
2.3.1. A neuron a neurdlis halozatban

A neuron vagy mas néven processzalo elem tobb bemenetli ¢s egy kimenetii
elem, mely a bemenet és a kimenet kozt altalaban egy nem linearis leképzést
valosit meg. A leképzést megvalositd fliggvényt atviteli, aktivacios vagy
aktivalo fliggvénynek nevezik. A neuron rendelkezhet rovid vagy hosszatava
lokalis memoriaval. A leggyakrabban alkalmazott neuron egyenrangl
bemenetekkel rendelkezik és nincs memoridja. Matematikailag az alabbi

képlettel irhato le:

y = fEowix;) (8)

ahol y a kimenet értéke, X; a bemeneti adatok, wi pedig a bemenetekhez tartozo

sulyok. Ezt az altalanos elemet perceptronnak vagy adaline-nak nevezik [85,
86].
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2.3.2. Az aktivacios fiiggvények

A neurdlis halokban leggyakrabban alkalmazott aktivacids fliggvények a
kovetkezOk, melyek rétegrol rétegre kiilonbozéek lehetnek [90].

Legyen s paraméter a kovetkezo:

s = Litowix; 9)
fgy a fiiggvények:
1épcsds fliggvény:
_(+1has>0
- {—1 has <0 (10)

lineéris fliggvény (purelin):

y=s (11)

telitéses linearis fliggvény:

+1 has>1
y=49Ss ha—-1<s<+1 (12)
-1 s<—1

egyeniranyitott linearis (ReLu) [91]:

_ (s has>0
y_{OlwsSO (13)

szivargd egyeniranyitott linedris (Leaky RelLu):

_ s has >0
y_{amn*s has <0 (14)
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tangens hiperbolikus fliggvény (tansig):

2

Y= reCo9) 1 (15)
logisztikus fliggvény (logsig):
1
y= 14+e~S (16)

Léteznek ettdl eltérd atviteli fiiggvények, illetve 0sszegzés nélkiili neuronok is,

amikben az atviteli fliggvény tipikusan a radialis bazis fiiggvény (radbas)[92]:

2

y=ZXiLiwe™ (17)
ahol

n, = |lx — x| (18)
2.3.3. A neuralis halozatok topologidja

A neuronokbdl halozat épithetd fel, mely sordn a processzald elemeket
valamilyen médon dsszekapcsoljak. A kapcsolasi sorrend fogja meghatarozni a
esetben nem kothetOk 0Ossze, reprezentilasra altaldban graf hasznalhato.
Topoldgiai szempontbdl meg szoktdk kiilonbdztetni a bemeneti €s kimeneti
réteget, valamint az ezek kozt elhelyezkedd rejtett rétegeket [93].
Visszacsatolasra is van lehetdség, mely lehet elemi, azaz a neuron 6nmagara
csatol vissza. Ugyan azon rétegben, de nem 6nmagara és rétegek kozti csatolast
lateralis csatolasnak nevezziik [94]. Visszacsatolt esetben lehet6ség nyilik
1dofliggd azaz dinamikus modellek készitésére [95]. A visszacsatolas tovabba

lokélis memoriaként funkciondl, ezaltal a neuron révid vagy hosszatava
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memoriaval rendelkezik [96]. Egy neuralis halo altalanos alakjat mutatjabe a 5.

abra.

bemenetiréteg 1. rejtett réteg 2. rejtett réteg  z. rejtett réteg

kimeneti réteg

O
O

bemeneti stlyok rejtett réteg salyai

WU- Wik

atviteli figgvények:
N N
Fj = Zwijxi Gk = ZijFi
i=1 j=1

5. abra: Egy altalanos, graffal reprezentalt neuralis halé nyolc bemenet és
kimenet esetén z szamu rejtett réteggel, rétegenként kiilonb6zo szamu

neuronnal
2.3.4. A neuralis halozatok tanitasi algoritmusa

A haldzat tanitdsdhoz sziikséges a tanulasi algoritmus, mely altaldnosan két f6
csoportba sorolhato, ellendrzott és nem ellendrzott [97]. Az ellendrzott esetben
a bemeneti adatokhoz hozza tartoznak a kimeneti adatok, mig nem ellen6rzott
esetben ezek nem 4llnak rendelkezésre. Mindkét modszernek van jelentOsége,

utobbi az adatokban 1év6 kapcsolatrendszer felderitésére alkalmas, hasznalhato
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Klaszterezésre, autoencoderként, mintafelismerésre, illetve csoportositasra az
ellendrzott tanitdshoz. Az ellendrzott tanulds klasszifikalasra, predikciora,

dinamikus modellek készitésére, illetve regresszids elemzésre is alkalmazhat6

[98-101].

A haldzatok adatpontokra torténd tanitdsara tobbféle algoritmus alkalmazhato,
melyek harom nagy kategoridba sorolhatdk: gradiens alapt, véletlen kereséses
alapu és genetikus [102-104]. Néhany példa a gradiens alapt tanitasi modszerre:
gradiens csokkenés, gradiens csokkenés momentummal, kvézi Newton,

Levenberg-Marquardt vagy a Bayes regularizacio [104, 105].

A tanitds hatdsfokanak mérésére tobbféle fiiggvényt alkalmaznak, mint példaul
az atlagos négyzetes eltérést, illetve a rendelkezésre 4llo6 adathalmaz egy
részhalmazit nem hasznaljadk fel tanitdsra, hanem validalasi adatsorként
megtartjak. A tanitas soran a validalo adathalmaz hibajat mérik, illetve a tanitd
pontokét. Igy a két fiiggvény minimuméban lesz optimalis a feltanitott halo.
Ellenkezd esetben az adatpontokra tiltanitas torténhet, mely a validalasi adatsor
hibdjanak emelkedéséhez vezet, vagy alultanitas és a hiba til nagy. A tultanités
elkeriilése érdekében egyéb technikaként a tanitasi algoritmus korai leallitasa is
alkalmazhatd, kisebb tanité adathalmaz esetén [105]. A korai megallitashoz
szlikséges paraméter az epoch, ami a tanitasi adatpontok feldolgozasat jelenti.
Egy epoch a teljes adathalmaz egyszeri feltanitasi ciklusanak felel meg.
Léteznek nem atlagos négyzetes eltérést alkalmazo hibamér6 eljarasok is, ezek

alkalmazasai az adott feladat tipusanak fiiggvényében dontendok el [106].

A tanités soran az illesztési algoritmuson kiviil célszerli megallapitani a tanulasi
aranyt (learning rate), amivel a feltanitds sebessége novelhetd, illetve

csokkenthetd. Tul magas tanuldsi arany esetén a feltanitott halé nem biztos,
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hogy az optimumban van, til alacsony érték esetén pedig a tanitas hossza n6

meg, illetve lokalis minimumba keriilhet az illesztés [107].

A neuralis halozatok felépitése, visszacsatoldsai, rétegek szama, rétegenkénti
neuronok szama, atviteli fliggvényei, illetve a tanitasi algoritmus és paraméterei,
amiket a hal6 konstruktora tud beallitani, hiperparamétereknek szokas nevezni.
A tanitds sordn ezen paraméterek meghatdrozdsa a kulcsa egy jol miikodo

neuralis halozatnak [108].
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3. Felhasznalt anyagok és modszerek

3.1. Felhasznalt anyagok

A kutatas soran felhasznalt ko- és homopolimereket a BASF-t61 (Ludwigshafen,

Németorszag), a Merck-t6l (Darmstadt, Németorszag) és a Fluka-t6l (Buchs,

Svajc) szereztiik be. A polimerek listaja az 1. tdblazatban talalhatd, a gyartoi

megjeldléssel egyiitt.

1. tablazat: Felhasznalt homo és kopolimerek

Sorszam Név Gyarto | Szekvencia || Sorszam Név Gyarto | Szekvencia
1 PE6400 | BASF PEICD’I'EPOPO' 13 PE(6Al)OO BASF PESI'EFgO'
2 P(EL%‘LO)O Merck | PEOFFON 14 | pE6100 | BASF | PEDPO"
3 R(Z%ZSO Merck PP%EFEDEO' 15 | PE6200 | BASF PES'EPCE’O'
4 RP(E'S O Base [PPOIEO 16 L35 | Merck | PEOAPO"
5 |rrE1740| BASF PP%;POEO' 17 | PE/PBa | Merck PESI-E%DO-
6 |RPE3110| BASF PP%EFEDEO' 18 L121 | Merck PES'EPCE’O'
7 R(F;ES’R%O Merck PP%E,F:EO' 19 PE(%ZO BASF PES'EFgO'
8 PE(SAl)OO BASF PESI'EPOPO' 20 P123 | Merck PESI'EFEDPO'
o | pesiwo [ BasF [PEOFFO] 21 Fes | Merck | oo PO
10 |RreE2520| BASF | PPOFEOT | 2 F127 | merck [ PEOFRO-
M RP(EA1)720 sase | PPOPEO- | PE(is)oo sase | PEC:PPO-
12 |RrPE1720| BASF PP(;I;POEO' 24 PE(f;OO BASF PESI'EFEDPO'
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1. tablazat: Felhasznalt homo és kopolimerek (folytatas)

Sorszam Név Gyarté | Szekvencia | Sorszam Név Gyarté | Szekvencia
- [ o ] = o e
26 | PE6s00 | BAsF |PEOFFOTL g3 f 8¢ | [PEDFRO-
o o o | < 2] e
o e | o 2o o 2] o
o oo | o 2| @ |25 o
30 | PE10400| BASF PES;;)PO' 47 frjl?ci,;ja i PP(g'PF;JEO'
31 | PEL0s00 | BASF PES;;)PO' 48 frjfcilc,;ja : PES'EPOPO'
32 PE10100 | BASF PE(IBI'EPOPO' 49 frjlfciz(,;ja - PESI'EFgO'
33 PE9400 | BASF PESI'EPOPO' 50 PEG1500| Merck PEO
34 &fv:ieise : PE?,;)PO' 51 |PEG1540| Merck | PEO
35 | 265 | - |TPOFO | s2 [PEG3ooo| merck | PEO
I IR PP%;POEO' 53 |PEG3400| Fluka PEO
37 kelviiézke - PESI'EPOPO' 54 PEG4000| BASF PEO
3 | S&T |- |PPOFEO | 55 [PEGeooo| merck | PEO
9 | Mtz |PPOFEO 56 [pEGeooo| Fuuka | PEO
40 kjvijéske : PP(;I;POEO' 57 |PEGsooo| BASF | PEO
41 E:Vgige : PESI'EPOPO' 58 | Prcooo | BASF | PO
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1. tablazat: Felhasznalt homo és kopolimerek (folytatas)

Sorszam Név Gyarto | Szekvencia | Sorszam Név Gyarté | Szekvencia
59 PPG1000| Merck PPO 61 PPG2000| Merck PPO
60 PPG2000| BASF PPO 62

Az (A) jelzéssel ellatott polimerek beszerzési éve 2006, mig a tobbi¢ 2021. A
mintaszam novelésének érdekében frakcionalast alkalmaztunk (34-49 mintak),

melynek a leirasa a 3.2 fejezetben talalhato.

A metanolt (MeOH), acetonitrilt (ACN), dimetilformamidot (DMF),
tetrahidrofurant (THF) és a dimetil-szulfoxidot (DMSO) a VWR International-
t6] (Leuven, Belgium) szereztiik be. A mérésekhez felhasznalt vizet Direct-Q

water system (Millipore, Molsheim, Franciaorszag) rendszerrel tisztitottam.
3.2. Flash kromatografias frakcionalas

A frakciondlas soran, ahogy az 1. tablazatban is latszik, a 10. és 15. sorszamu
kopolimert frakcionaltam, ugyanazon modszerrel. Az elvalasztast Biichi Pure
C-810 Flash kromatograffal végeztem, a kolonna Biichi Flash Pure C18 40 um
40g-os toltet volt. Az elucidhoz vizet €s metanolt hasznaltam, gradiens
modszerrel, 85% metanolrol kezdve, 100% metanolt elérve, 16 perc alatt. Az
aramlasi sebesség 45 mL/perc, a gylijtott frakciok térfogata 15 mL volt. Az
elémérések alapjan a kozel azonos Osszetételli frakciokat egyesitettem (10.
minta esetén 26-32 (45. minta), 33-40 (46. minta), 41-48 (47. minta) frakciok,
10. minta esetén 32-38 (48. minta) és 39-46 (48. minta) frakciok,), majd ezeket

rotacios vakuumbepdarlon beparoltam.
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3.3. MALDI-TOF-MS

A méréseket Autoflex Speed MALDI-TOF-MS késziilékkel végeztem el
(Bruker Daltonik, Bréma, Németorszag). Linedris és reflektron modszert is
alkalmaztam. Reflektron mérések esetén az ionforras elso fesziiltsége 19 kV, a
masodik fesziiltsége 16.65 kV, a reflektor elso fesziiltsége 21 kV mig a masodik
9.55 kV volt. Linearis modban az ionforrason az elso fesziiltség 19.5 kV, mig a
masodik 18.3 kV volt. A tomegspektrométer szilard fazist lézerrel volt
felszerelve (355 nm). A mérésekhez belsd kalibraciot alkalmaztam, ami PEG
illetve PPG homopolimer volt. Matrixként a kutatds elsé szakaszaban
2,5-dihidroxibenzoesavat (DHB), a kés6bbiekben transz-2-[3-(4-tert-
butilfenil)-2-metil-2-propenilidén]malononitrilt (DCTB) alkalmaztam, az
ionizal6 agens mindig natrium-trifluoracetat (NaTFA) volt, metanolban oldva.
A koncentracidk a matrix, a minta és az ionizalé agens esetén rendre a
kovetkezdk voltak, 20 mg/ml, 10 mg/ml, 5 mg/ml. A keverési aranyok 25:2:1.
0.5 pL keveréket vittem fel a MALDI lemezre és levegdn szaritottam be. A
MALDI-TOF MS mérések kivitelezésében Dr. Mahir Hashimow és Benedek

Maté is kdzremiik6dott.
3.4. Gélpermeacios kromatografia

A gélpermeacids kromatografias mérésekhez Waters Alliance €2695 tipusu
késziiléket hasznaltam. A detektalashoz Waters 2414 toérésmutatd index
detektort alkalmaztam (Waters Corp., Milford, MA, USA). A méréseket harom
kiilonboz6 olddszer vagy oldoszer elegyben végeztem, mindegyik esetén mas
modszert alkalmaztam. Az els6 esetben DMF volt az eluens, a kolonnak Shodex
KF-603 ¢és Shodex KF-602.5 (150x6 mm, Showa Denko GmbH, Miinchen,

Németorszag), a térfogataram 0.3 mL/perc, hdmérséklet 42 °C, futasi id6 28
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perc volt. A masodik esetben az eluens THF:DMSO:piperidin (94:5:1 V/V%)
keveréke volt, a kolonndk Styragel HR 0.5, 1, 2 és 4 (300x4.6 mm, Waters
Milford, MA, USA) a térfogataram 0.5 mL/perc, hémérséklet 40 °C, futasi id6
35 perc volt. A harmadik esetben az eluens ACN:H-0 (60:40 V/V%) keveréke
volt, a kolonnak PolySep-GFC-P 3000 voltak (300x7.8 mm, Agilent,
Kalifornia, USA), a térfogataram 0.48 mL/perc, hémérséklet 40 °C, futasi ido
48 perc volt.

Minden méréshez PEG standardet alkalmaztam. A molekulatomegeket
MALDI-TOF-MS-el hataroztam meg. A mintdkat az eluensekben oldottam és

sztrtem 0.45 um méretli sztirdvel, a mintakoncentracié 10 mg/mL volt.

3.5. 'H-NMR spektroszképia

Az 'H-NMR méréseket Bruker Avance Il 500 MHz spektrométerrel (Bruker
Daltonik, Bréma, Németorszag) végeztem. A kvantitativ 1D *H-NMR mérési
koriilményei a kovetkezék, 300 K, 90°-0s 'H excitacidos impulzus, 15 s
relaxacios 1d6, spektrum szélesség 14.97 ppm, adatpontok szama 32768, scan-
ek szama 1. Az értékeléshez Bruker TopSpin 2.1 és 4.1 szoftvert alkalmaztam.
A mintakbol 30 mg volt feloldva 600 uL. CDCls-ban, amihez tizszeres molaris
feleslegben trifluorecetsavanhidridet adtam. A mintdkat szobahdmérsékleten
termosztaltam 20 6ran keresztiil a mérések eldtt. A méréseket Dr Timari Istvan

végezte el.
3.6. Dinamikus fényszorasmérés (DLS)

A hidrodinamikus atmérdt €s az aggregatumok eloszlasat dinamikus fényszoras
méréssel allapitottam meg. A mintdkat 0.45 um pdorusméretii fecskendd sziirén

szlirtem, a por €s egyéb szennyezddések eltavolitasa miatt, 5°C-on taroltam 24
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oran keresztiil, majd mérés elétt 37°C-on termosztaltam 24 6rat. A mérémiiszer
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, Egyesiilt Kiralysag) volt,
mely He-Ne 1ézerrel (633 nm) volt felszerelve. A méréseket 37 °C-on végeztem,
a detektor szoge 173° volt. A Z atlag részecskeméretet €s a polidiszperzitas
indexet kumulans analizissel, mig a részecskeméretek intenzitds szerinti

eloszlasat tobbszords exponencialis illesztéssel hatdroztuk meg.

3.7. Neuralis halé (NH)

A neuralis halozatokat feliigyelt tanitassal készitettem el MATLAB 2020b (The
MathWorks, Inc., Natick, MA, USA) szoftver segitségével. A halozatok

paramétereinek €s tanitdsanak részletes ismertetése a 4.3.2. fejezetben talalhato.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. Kopolimerek tomegspektrumanak részletes elemzése

4.1.1. Kopolimerek tomegspektrumai

Kutatdsom sorén elsdként a poloxamerek tomegspektrumanak elemzése és a
spektrumban 1évé informacionak a kinyerése volt a cél, melynek része a két
monomerbdl 4ll6  kopolimer tdmegspektrumot analizdlo, 4altalanosan
hasznalhato, konnyen kezelhetd szoftver fejlesztése. A poloxamerek altalanos

szerkezeti képlete az 6. abran lathato.

0 0
HO 07 H
X Y
o) 0
HO 0 H
X Y 7z

6. abra: Poloxamerek altalanos szerkezeti képlete normal (PEO-PPO-

PEO) és reverz (PPO-PEO-PPO) blokk kopolimerek

A kitlizott cél elérésének érdekében a tomegspektrumon minden egyes csucs €s
ez altal a kopolimert alkotd 6sszes komponens azonositasara sziikség van, igy a

polimer jellemzd paraméterei szamithatéva valnak. A 7. abran két analog
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poloxamer (PE6400 BASF (1. minta) ¢s PE6400 Merck (2. minta))
tomegspektruma lathatd. A késdbbiekben ezen két polimer példdjan keresztiil
fogom bemutatni az algoritmust és az abbdl kdvetkezd eredményeket. Tovabbi

minték témeg és 'H-NMR spektrumai a fiiggelékben talalhatok.

+1 PE6400 BASF
x10 1
8
o
g 2960.0 m/z
=
+ ] PE6400 Merck
x10
@ 0.8-
£0®
,.0_2 |
axt
= 0.4 \ | 2952.5 2960.0 m/z
| “\
0.08 AR e ettt
2500 3500 4500 m/z

7. abra: MALDI-TOF tomegspektruma a normal (PEO-PPO-PEO)
szekvenciaju 40 m/m% EO tartalmu PE6400 BASF (1. minta) és PE6400
Merck (2. minta) polimereknek

Mint ahogyan az a 7. abran is lathato, a tomegspektrum igen Osszetett és

elemzése nem trivialis. Altalanosan kopolimerek esetén a f6 problémak a

kovetkezd 6t csoportba sorolhatok:
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1. A tdmegspektrumban nagyon sok cstics taladlhatd (a 7. &bran a PE6400
BASF spektruman 1543 db), manuélis kezelése nagyon sok id6t venne

igénybe.

2. Izobar komponensek lehetnek és vannak jelen, azaz azonos m/z értékhez

tobb kiilonbozo elemi Osszetételit komponens tartozik.

3. Az izotop csucsok is megjelennek szamottevd intenzitassal, ami miatt
tévesen azonosithatok olyan komponensek, amik gyakorlatilag

nincsenek a kopolimerben .

4. Atfedések alakulnak ki a komponensek kozott, mivel a komponens
izotép csucsa izobarja lehet masik komponens monoizotdpos vagy

1zotop csucsanak.

5. Nagy m/z értékeknél a csokkend felbontas azt eredményezi, hogy nem
kiilonithetdk el megfelelden a csucsok, ezaltal hibas azonositas

kovetkezhet be az 6sszecsuszo m/z értékek miatt.
4.1.2. Kopolimer tomegspektrum-elemzo algoritmus

A fentebb felsorolt nehézségek megoldéasara a kovetkezokben egy altalam
fejlesztett megoldasi metodust ismertetek, melynek implementalasa Excel-
VBA-ban tortént. A program 6t f6 1épésre bonthatd, mely a kdvetkezd mdodon

épiil fel:
1. A kalibralt tdmegspektrum importaldsa és normalizélésa.

2. A lehetséges komponensek kiszamitasa.
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3. A lehetséges komponensek izotopjainak ¢és azok eloszldsdnak

kalkul4cioja.

4. A komponensekhez kiszamolt izotopok meglétének ellendrzése a
tomegspektrumban, ezaltal a komponens, mint valos elem lehetdségnek

vizsgalata.
5. Az 6sszes komponens intenzitastortjének meghatarozasa illesztéssel.

A kovetkezdkben a 1épések matematikdjat mutatom be a megértést segitendden,

melynek minden Iépése mar a programon beliil torténik.

Az els6 1épés az importalas és normalizalds, ami egy egyszert Excel tablazatba
vald adatbeillesztést jelent, majd az intenzitdsokbdl a maximum kivalasztasat és
az Osszes intenzitas osztasat a maximum értékkel (normalizalas). A beolvasas

rugalmas terjedelmii, igy nem sziikséges definialni a bemeneti adatszdmot.

A masodik 1épés a lehetséges komponensek meghatdrozasa. Ehhez
definialnunk kell a kopolimert alkot6 monomereket. A szimulaciohoz tovabba
sziikséges a végcsoport és az ionizald 4agens ismerete. Ezek jellemzden
rendelkezésiinkre allnak. Ennek fliggvényében az alabbi képlet segitségével
kalkulalhatoé ki az m/z érték egyszeres toltés esetén (MALDI ionforrasban

jellemzden csak ilyenek képzddnek):
% = Mion + Mvégcsoport +x*My+y* Mg (19)

ahol x és y a monomerek darabszamat jelentik az adott komponensben, mig M

a molekulatdmeget jelent az indexeknek megfelelden.
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A rendszert vizsgalva a kovetkez0 matematikai probléma all fent. A 19.
egyenletnek tobb lehetséges megoldasa is van, Ugynevezett diofantikus
egyenlet. Formalisan ez azt jelenti, hogy ha ki kell fizetnem 2951 ,.forintot” és
csak 44 illetve 58 ,.forintos” all rendelkezésemre, mely kombinaciokkal tehetem
meg ezt (a 44 és 58 ,forintos” a monomerek egészre kerekitett tomegének
felelnek meg). Az emlitett egyenletre két ismeretlen esetén létezik tobb
algoritmikus megoldasi modszer [109]. Ezek koziil a kibovitett Euklideszi
algoritmust alkalmaztam [110], ami a Rivest-Shamir-Adleman (RSA) titkositasi
protokoll részét is képezi [111]. Mivel ebben az esetben x és y értékei csak
pozitiv egész szamok lehetnek, igy véges szamu megoldasa van a 19.
egyenletnek, minden egyes m/z értékre. Természetesen a modszer egész
szdmokra igaz, ezért kerekitést kell alkalmazni a spektrum adatain.
Ellendrzésként az algoritmus, ezen részét, a nyers erd modszerével validaltam.

Az algoritmust egy rovid példan mutatom be.

Els6 1épésben a kibdvitett Euklideszi algoritmussal meg kell keresni a kitiintetett
kozos osztot a monomerek egészre kerekitett tomegében. Az 2. tablazatban a

modszer 1€pésrdl-lépésre torténd szamitasa lathato.

2. tablazat: A kibovitett Euklideszi algoritmus megoldasa PO és EO

monomerek esetén

lépés (i) | r(-2) I (i-1) ri Ki Ui Vi
1 58 44 14 1 1 -1
2 44 14 2 3 -3 4
3 14 2 0 - - -
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A szamitas menete az alabbi:
Ty = T(i—2) mod 1;_q)
ki =1i-2\ -1

ahol \ az egészosztast jelenti lefelé kerekitve.

u1 = 1
U; = —k;
v = —ky

v2:1+k1*k2

(20)

(21)

(22)
(23)
(24)

(25)

Ui és Vi tovabb is szamolhato, de ezen monomer rendszer esetén erre nincs

sziikség. A teljesség igénye miatt azonban a szamitas a kdvetkezo:

U = U-z) — kiUg-1)

Vi = V(i-2) — kiV(i-1)

(26)

(27)

Az eljarasbol a kitlintetett k6zos osztd =2, mely eldallithato a kovetkezo linearis

kombinacioval:
(=3)*58+(4)*x44=2=f
tovabba igaz az alabbi egyenlet:

((=3)* 58 +4x44) « =L = M,

ahol
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M; =x*My+yx*Mg (30)

Ebbdl a zarojelet felbontva nyerhetd egy megoldas, amit egy példaszamitason
mutatok be. Legyen Mi=2824 (EO47PO13 monoizotopos cslicsa egészre
kerekitve). Ekkor:

(( 3) * 2824) 58 + ((4) * g) * 44 = 2824 (31)
X y

Ebben az esetben x és y egy megoldasa az egyenletnek, habar x értéke negativ,
de a kibdvitett Euklideszi modszer esetén, egy megoldasbol kiszamolhatd a

tobbi, igy az aldbbi egyenletek adddnak:

PO =x = (( 3) 2824) +44 %k (32)

EO=y=((4)«22)+58k (33)

ahol k egy tetszdleges ottizedre kerekitett szam. Ahhoz hogy X és y is pozitiv

egész szam legyen, az alabbi egyenldtlenségeknek kell teljesiilnie:

(( 3) * 2824)+44*k (34)

0<((4)+=2)+58+k (35)

Ebbdl algoritmikusan az X és y értéke a k egész szam értékének 0.5-el vald
valtoztatasaval megkaphato, k kezdeti értéke barmelyik egyenlGtlenséget

egyenlOséggé alakitva kiszamolhat6. Példaul:

(( 3) « 28“)+44*k (36)
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k=96.27 majd o6ttizedre kerekitve k=96
ha, k=96 akkor x= -9 és y= 76 (negativ darabszamu PO monomer)
ha, k=96.5 akkor x=13 és y =47
ha, k=97 akkor x=35 és y=18
ha, k=97.5 akkor x=57 és y=-11 (negativ darabszami EO monomer)

A k érték 0.5-el valo valtoztatasa a kitiintetett kozos oszté miatt sziikséges
(egész lépés/f). Amennyiben f=1, ugy k valtoztatasa egészenként torténik

(példaul mas monomerek esetén).

Az el6z6 algoritmus és a legkisebb kozds tOobbszords szamitasa alapjan
kijelenthetd, hogy EO-PO kopolimer rendszer esetén a -22PO és +29EO
monomer csere (35-13=22, 18-47=-29) és forditott csere (+22PO és -29EO)
esetén, szinte ugyanaz az m/z érték lesz jelen a spektrumban, ahol az eltérés
0.161. Tovabba, ez a szamolas is mutatja, hogy bizonyos m/z értékek esetén
tobb megoldas lehetséges, ami az izobar komponensek megjelenésének a

kovetkezménye.

Az igy megjelend, nem valds komponensek kikiiszobolésére bevezettem egy
eldsziirési algoritmust, ahol a mar eddig ismertetett elsé és masodik 1épés fut le
ugyanugy, majd torténik egy manualis ellendrzés a lehetséges komponenseken.
Az ellenérzés soran a komponensek PO darabszdmat abrazoltam az EO
darabszadm fiiggvényében, ami vizudlisan egy vagy tobb ,.felhd”-ként jelenik
meg, amelyet a 8. abra szemléltet. Ebbdl a lehetséges komponensek
csoportjanak meghatarozasa a tort felhdk elvetése, valamint a gyartdi adatok,

illetve tovabbi NMR mérési eredmények fiiggvényében lehetséges.
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Amennyiben a tomegpontossag ¢s a felbontas megfelelden nagy, ugy az utobbi

szlrési modszerre nincs sziikség.

70
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0 20 40 60 80
EO darabszam

8. abra PE6400 Merck (2. minta) elésziirési ,,felh6” diagramja, a pirossal

bekeretezett rész a lehetséges EO-PO rendszer intervalluma

Fontosnak tartom megjegyezni, hogy a sziirési modszer a legtobb esetben egy
eredményt ad vissza, de nagyobb m/z tartomany esetén, mint ahogy a 8. abran
is latszik, matematikailag tobb megoldas is lehetséges, ezaltal tobb megoldasa

van a spektrumnak.

A harmadik lépés a mar potencidlisan lehetséges komponensek izotdpjainak
kiszamitasa, melyet az algoritmus kiilon-kiilon elvégez minden elemre, a
komponensben taldlhatd darabszam alapjan, polinomidlis eloszlast hasznalva,
majd ezeket a valdszintiségeket konvulalja. A szamitott eredményeket Bruker

Isotope Pattern szoftverrel ellendriztem.
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A negyedik 1épés egy ellendrzési 1épés, amire azért van sziikség, mivel
megjelennek az egymadssal atfedé komponensek. Formalisan ez azt jelenti, hogy
az egyik komponens izotdp csucsa atfed egy masik komponens monoizotopos
csucsaval, vagy izotdp csucsaik fednek at, illetve jelen lennének az izobar
komponensek, melyeket mar a korabbiakban kiszlirt az algoritmus. A
megtalalasi kritérium, hogy az adott komponensnek legalabb 4 izotop cstcsa is
megtalalhato legyen (beleértve a monoizotdposat is) a tomegspektrumban. Ez
biztositja, hogy ne jelenjen meg olyan komponens, ami matematikailag az
izotop csucsokbdl szamolva a masodik 1épés alapjan jelen lehet, de a valosagban
nem tartalmazza a polimer. Ahogyan a 9. abran is latszik, a kiemelt spektrum
részlet esetén a legutols6 komponens az EO3zsPO23H.ONa* négy izotdpja
megjelenik, igy ezt komponensként azonositja az algoritmus, de az
EO410PO20H20Na" komponens mar nem jelenik meg, mivel csak két izotopja
van jelen, habar a monoizotopos csucsa miatt lehetséges komponensként

azonosithatjuk.

Az 6todik 1épés az illesztési szamitas. A program ekkor a tomegspektrumbol
rendre kikeres bizonyos csticscsomagokat, ahol a csoportositas kritériuma, hogy
a spektrum kovetkezé m/z értéke ne legyen az el6zénél 1.2 m/z értékkel tobb.
Tovéabba a csucscsomag elemeihez a lehetséges komponenseket hozzarendeli az
eljaras, az izotdp eloszlasnak megfeleld intenzitdsokkal, és egy ardnyossagi
faktorral egyiitt. A csoportositas az illesztés gyorsitasa miatt, illetve a csomagon
beliili atfedések kezelése miatt sziikséges. Amennyiben ez nem megvalosithato,
példaul nagyobb m/z tartomany esetén, ugy egyszerre kellene illeszteni az
Osszes csucsra az 0sszes komponenst az atfedések miatt, ami hatalmas szamitasi
kapacitast igényelne. Ezt kdvetden a program az Excel beépitett illesztési

eljarasaval (Solver, nem linearis ARG), illetve az eltérés kovetésére a legkisebb
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négyzetdsszeg modszerével illeszti a komponensek intenzitds tortjeit. Ezt az

alabbi, 9. abra szemlélteti.

Intenzitas

Intenzitas -~

"GHIJKLM

[EO;PO,5H,0+NaJ*
1

a) °1 [EO4cPOseH,0+Na]* 1
% 0.1268 0.3230
(D¢
B 5
ABCDEFG g =
] e EOzPOHO+Nal 1
ABCDEFGHI JKLMN ”
| 06090 5201
: o (e
b) 2 5
@
7777777 £
EFGHI JK i =
[EC)azP()stzC)"‘Na]+
K
<~ 3
n L w L
ABCDEFGHI JKLMNDO I JKLMN m/z =
m/iz m/z m/z m/z m/z m/z
A 12951.02| D [2954.02 | G |2956.99 | J |2959.96 | M [ 2962.96 | P |2965.92
B [2952.03 | E [2955.00 |H |2957.98 | K |2960.96 [ N [2963.94 | Q | 2966.92
C |2953.02|F |2955.99( | |2958.97|L |2961.95| O [2964.94

[E(}QDP(IEH2()"‘N3]Jr

CDEFGHI| mz

[EO,PO,qH,O+NaJ*

m/z

KLMNOPQ -

9. abra: Egy csucs csomagot felépité komponensek azonositasa és az

intenzitasok illesztése

Az illesztés formailag azt jelenti, hogy minden komponens rendelkezik egy, a

mar el6bb emlitett aranyossagi faktorral, ami a részaranyat reprezentalja a

csucscsomagban. Ennek a faktornak, illetve atfedések miatt faktoroknak, az

illesztésével szamolhatd ki a komponensek hanyada a polimerben. A

matematikaja a kovetkezo, tetszéleges m/z értékre:

intenzitasm

Zi

= faktory * izotop intenzitésAg + faktorg *

izotop intenzitasg, + -
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Egy példan keresztiil bemutatva:

0.3230 % 0.1093
= faktorEO,,PO35 * +
intenzitasy EO,(PO35
0.6090 * 0.5406 0.5201 = 1.000

+ faktorEO,,PO;, * + faktorEO,5P0,q * (38)
intenzitasy EO,,P05, intenzitdsy EO,5P0,4

0.8847
H cstcs intenzitas

Az illesztési matematika kivitelezését az univerzalitas és az egyszer(iség miatt
Solverrel oldottam meg, emellett gradienscsokkenés-algoritmussal is
megvalositottam. Az utdbbi esetben tobb manudlis beavatkozast igényelt az
illesztés, igy ezt nem fejlesztettem tovabb. Ha sziikséges, a késdbbiekben ez a

megoldas is alkalmazhato.
4.1.3. Az algoritmus eredménye

Az algoritmus eredménye, hogy a tomegspektrumban az Osszes, adott m/z
érteékhez rendelhetd komponens és ezen komponens részaranya megjelenik
eredményként. Tehat példaul a H csucs esetén megadhatd, hogy milyen

komponensek, milyen hanyadban épitik fel.

A polimer jellemzdk kiszamolasara, a nagy adathalmaz miatt, szintén egy
algoritmust készitettem, mely az el6z6ekben taglalt értékekbdl kiszamolja a
szamatlag (Mn) €és tomegatlag molekulatomeget (Mw), a polidiszperzitas indexet
valamint a monomerek darabszdam szamatlagat (nB) és darabszammal

A,B)

stulyozott szamatlagat (nw illetve ezekbdl a monomerekre jellemzo

darabszam polidiszperzitas indexet (PDI*B). A szamolasok a kovetkezdk:

»® intenzitasfaktorfsn?
nrfll — &i=1 i i (39)

0 .z A
i1 intenzitasfaktor]
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B _ YR, intenzitasfaktorfn?

. “, B
Y2, intenzitasfaktor;

2
A _ X, intenzitas faktorfixnf

ny, = - —
w Y2, intenzitasfaktorf«nf

2
nA — Y2, intenzitas faktor?«n?
w Y2, intenzitasfaktorP«n8
A _Tw
PDI A
n
B
B _ w
PDI —5
Nn

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)

A jellemzék szamszerli bemutatdsidt, a mar fentebb emlitett kiilonbozd

gyartoktol

kopolimerek esetén mutatom be a 3. tablazatban.

beszerzett, gyartasi

paraméterek

alapjan analoég, PE6400

3. tablazat: PE6400 analogok paraméterei a tomegspektrum Kiértékelése

utan
paraméterek | PE6400 BASF (1. minta) PE6400 Merck (2. minta)
Mhn 2710 2920
Mw 2780 2980
PDI 1.03 1.02
wEC 0.38 0.38
NnE° 233 24.9
nw° 27.0 27.7
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3. tablazat: PE6400 anal6gok paraméterei a tomegspektrum kiértékelése

utan (folytatas)

paraméterck | PE6400 BASF (1. minta) PE6400 Merck (2. minta)
PDIEO 1.16 1.12
Nn"© 28.6 31.2
nw© 29.0 31.5
PDIPO 1.02 1.01

Az adatokbol jol lathatd, hogy a gyartdi adatlap alapjan azonos kopolimerek
kiilonbdzok, mind My és My valamint n,5°, nyF°, npC, n,O atlagban eltérnek.
Az eltérés vizualis megjelenitésére az tgynevezett [112] sszetétel sodrodas
diagramot hasznaltam, ahol az atlagos moltortet dbrazoltam a polimerizacié fok

figgvényében, mely az 10. abran lathato.

0,6 - .
0000 “‘
o PE6400 Merck 0099 00e0®”
0,5 o®® .o‘““
! * PE6400 BASF R ot
04 - 0o
g 0’3 i .o.:O‘.
:
02 - .
'Y
0,1 - o%®
] ..
0 e T T T T T 1
20 30 40 50 60 70 80

Polimerizacio fok

10. abra: PE6400 Merck (2. minta) és PE6400 BASF (1. minta) osszetétel

sodrodas diagramja
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A 10. abrén a vizszintes eltolodas az EO moltortjétdl fiigg, a szélessége a
polimerizacié fok eloszldsdnak szélességérél ad informdacidt, az EO
moltortjének szélessége pedig az eloszlasrol hordoz adatot. Tovabba a
polimerizaci6 fok novekedésével né az EO moltortje, valamint a gorbe alakja a
kopolimerre jellemz6. Az alak értelmezésére tobb polimer Osszetétel sodrodas

diagramjat, valamint szimulalt spektrumokat is 6sszevetettem.

A szimulacidhoz eldallitottam a PE6400 kopolimerek tomegspektrumat, ahol a
monomerek eloszlasat Gauss eloszlassal kozelitettem, amely poloxamer
rendszerekre megfelelonek mutatkozott. A szimulaci6 soran a teljes spektrumot
is el6 tudtam allitani, de az Osszetétel sodrodas diagramokhoz erre nem volt
sziikség. A szamitas helyességét a mért és a szimulalt adatok azonosséaga is

alatdmasztja, melyet a 11. 4bran mutatok be.

® PE6400 Merck szimulalt

EO moltort
o
w

0,1 ." ® PE6400 Merck mért

20 30 40 50 60 70 80

Polimerizacio fok

11. abra: PE6400 Merck (2. minta) szimulalt és mért osszetétel sodrodas

diagramja
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A kutatast folytatva tovabbi szimuldciok és mérések Osszetétel sodrodas

diagramjait allitottam eld, és ezeket Ossze is vetettem egymassal, ezek a 12.

abran lathatok.
0,6 7 ......03:.“
05 - 00922 00
, o 0ot (a)
°® 'C‘.
= 0,4 T ... .‘.
:0 0®  g0®
= o*%ee*’
g 0,3 1 oot o PE6400 Merck PDR=1.102
O ..‘.
M 0,2 1 ooo’ * PE6400 BASF PDR=1.137
o
0.1 - K i RPE1740 Merck PDR=1.002
[
0 e T T T T T 1
20 30 40 50 60 70 80
Polimerizacio fok
1 m Szimulalt, PDR=0.911 (b)
0,9 - ¢ Szimulalt, PDR=1
0,8 4 Szimulalt, PDR=1.035
- 0,7 4 ® Szimulalt, PDR=1.098
g 0,6 - .I.Illlll.............
\g 05 - $90000000000000000000002 20222 3 $3000000004420444444444444
AA u
@) g'g T assasss asaatstt® ...IIII.....
H T I.
0,2 | ...III
0'1 i IIIII.....
0 T T T T T T 1
20 30 40 50 60 70 80 90

Polimerizacio fok

12. abra: PE6400 BASF (1. minta), PE6400 Merck (2. minta) és RPE1740
Merck (3. minta (17R4)) kopolimerek ésszetétel sodrédas diagramja (a)

valamint szimulalt driftek (b)
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Amint a 12. abran is latszik, a driftek alakja egy paramétertdl fiigg, ami a
polidiszperzitas arany (PolyDispersity Ratio — PDR). Szdmolasa éltalanosan a

kovetkezo képlettel lehetséges:

né /
D14 ni

P
PDR = 5= -7 / (45)
nf
Poloxamerek esetén a PDR a kovetkez0:
pPDIEO
PDR = —5 (46)

Mint ahogyan a 12. abra is mutatja, a PDR értékének valtozasa a drift
meredekségérdl és alakjardl ad informéciot. Amennyiben a PDR értéke 1, ugy
egy vizszintes egyenest kapunk, ha a PDR>1, akkor az A monomer
polidiszperzitds indexe nagyobb, mint B polidiszperzitds indexe, ekkor a

meredekség pozitiv, illetve ha PDR<I, akkor az ellenkezd eset all fent.
Altalanosan kijelenthetd, hogy a (PDR~-1) meghatarozza a drift meredekségének

iranyat. A PEO-PPO-PEO 0sszetételii triblokk kopolimerek esetén a PDR értéke
mindig 1 feletti értéknek adddott, tehat az EO polidiszperzitas indexe nagyobb,
mint a PO polidiszperzitas indexe. Ebbdl az kdvetkezik, hogy az EO eloszlasa
sz¢lesebb. Ennek okan azt kivantam ellendrizni, hogy a széles eloszlas
fakadhat-e abbol, hogy a polimerizacido soran a PPO lancnak csak az egyik
oldalén épiilt ki PEO blokk, azaz lehetséges-e a diblokk szennyezd jelenléte,
ami a fizikai tulajdonsdgok megvaltozasat is okozhatja. Ezért, illetve az analizis

validalasahoz tovabbi 'H-NMR méréseket végeztiink.

Az 'H-NMR mérések eredményei alapjan, mint ahogy az a 4. tablazatbol is

latszik, a szamatlag molekulatomeg jo egyezést mutat. llletve a primer
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hidroxilcsoportok szazaléka nem 100%, ami azt jelenti, hogy szekunder
hidroxilvégcsoport van jelen a polimerben. Ez csak abban az esetben lehetséges,
ha a PPO blokknak csak az egyik oldalan van, vagy egyiken sincs PEO lanc,
tehat az 6. abran az els6 szerkezeti képletben az X, Z vagy mindkettd értéke

nulla.

4, tablazat: MS és 'H-NMR adatok a PE6400 BASF (1. minta) és PE6400

Merck (2. minta) kopolimerek esetén

PE6400 BASF PE6400 Merck
paraméterek ] )
(1. minta) (2. minta)
Mn 2710 2920
MS
wEO 0.38 0.38
Mn 2680 2830
wEO 0.41 0.39
'H NMR
primer OH
85.4 84.9
végcsoport %

Mindezek alapjan kijelenthetd, hogy az Osszetétel sodrodas diagram, mint
vizudlis megjelenitési moddszer, sok informaciét hordoz, kdénnyen
megkiilonboztethetdk vele polimerek. Tovabbad kimutathaté ,,diblokk
szennyezOk” jelenléte, illetve a monomerek eloszlasarol kapunk informaciot.
Ha mindezt szamokka egyszeriisitem, akkor az altalam bevezetett PDR, mint

plusz kopolimer jellemz0, bevezetése sziikséges a rendszer jellemzéséhez.
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4.1.4. Az elemzésbdl kapott eredmeények értelmezése

Mivel az el6z6 pontban a PE6400 kopolimer analdgjaiban kiilonbséget
fedeztem fel, ezért a polimerre jellemzdé egyik f6 alkalmazasi teriileten

vizsgaltam meg, hogy van-e szamottevo kiilonbség a kettd kozott.

A poloxamerek egyik legfontosabb  felhasznalasi  lehetésége a
gyogyszerhatdbanyag-hordozas, ami okan, a kopolimer aggregacios
tulajdonsagat vizsgaltam meg [113]. Ehhez dinamikus fényszoras mérést
alkalmaztam (DLS), mellyel megvizsgaltam a két polimer (PE6400 BASF (1.
minta) ¢s PE6400 Merck (2. minta)) 1 m/m%-os vizes oldataban a képz6do

micellak méretét, melyet a 13. dbra szemléltet.

1 ——PE6400 BASF
08 1 ——PE6400 Merck
3
0,6 -
5
=
Z 04 -
<
S
=
02 -
£
[
0 T T T
1 10 100 1000 10000

hidrodinamikus 4tméré (nm)

13. abra: A PE6400 BASF (1. minta) és PE6400 Merck (2. minta)
kopolimerek intenzitas sulyozott méreteloszlasa 1 m/m%b-0s vizes

oldatban
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Az abran jol latszik a méretbeli kiillonbség, koztik szignifikdns eltérés
tapasztalhato (p<10°). A méréseket a két polimeren nyolcszor-nyolcszor
végeztem el, igy a z-atlag hidrodinamikai atméré a PE6400 BASF (1. minta)
esetén 65.3 nm, ahol a relativ standard deviaci6 3.7%, mig a PE6400 Merck (2.
minta) esetén a z-atlag hidrodinamikai atméré 18.2 nm és a relativ standard
deviacio 6.2%. A DLS polidiszperzitas index (PDIpLs) a PE6400 BASF (1.
minta) esetén 0.114 és a PE6400 Merck (2. minta) esetén 0.206, koztik

szintén szignifikans eltérés tapasztalhato (p=4*107).

Tovéabba a kritikus micellaképzddési koncentraciot is meghataroztam a DLS
segitségével, ahol az iddatlagolt szorasintenzitds valtozasat elemeztem
kiilonb6zé koncentracioji  oldatok esetén. Ez az intenzitdsmérés a
koncentraciotdl nem, vagy csak kis mértékben fligg [114]. Jelen esetben a
vizsgalt koncentracidtartomanyban, a koncentracidovaltozds hatidsa az
intenzitisnovekedésre elhanyagolhaté. Igy az intenzitas hirtelen ndvekedéséhez

a micelldk megjelenése vezet. Ezt dbrdzolja a 14. dbra, melyrdl a kritikus

micellaképzddési koncentracio leolvashato.
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szortfény intenzitas

14. abra: Idéatlagolt szoras intenzitas a koncentracio fiiggvényében a

PE6400 BASF (1. minta) és PE6400 Merck (2. minta) esetén

A 14. abrén jol lathatoak a két polimerhez tartoz6 kritikus micellaképzddéshez

tartozo koncentraciok. A PE6400 Merck (2. minta) esetén ez 1.2 mmol/mL

30000

25000

20000

15000

10000

5000

0 PE6400 BASF /

® PE6400 Merck /

koncentércié (mmol/mL)

mig a PE6400 BASF (1. minta) esetén 2.2 mmol/mL.

Ezen feliil tobb kopolimer tomegspektrumat is kielemeztem, valamint az

analogokat egymashoz hasonlitottam. Az analizis eredményei az 5. tdblazatban

talalhatoak:
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. tablazat: A lemért és analizalt polimerek adatai

minta
sorszama

Mn 2800 | 2410 | 2410 | 3390 | 3480 | 2760 | 2750

Mw 2820 | 2440 | 2440 | 3430 | 3520 | 2810 | 2790

PDI 1.01 1.01 1.01 1.01 1.01 1.02 1.01

wEC 042 | 044 | 044 | 016 | 0.18 | 010 | 0.11

N0 26.4 | 236 | 238 | 121 | 138 6.4 7.0

MS
nw0 270 | 241 | 242 | 128 | 143 9.2 9.7
PDIE© 1.02 | 1.02 | 1.02 | 1.06 | 1.04 | 143 | 1.37
Nn"° 278 | 23.3 | 232 | 49.0 | 492 | 424 | 41.7
nw’© 284 | 238 | 236 | 495 | 49.7 | 43.0 | 422
PDIPO 1.02 | 1.02 | 1.02 | 1.01 | 1.01 | 1.01 | 1.01
Mh 2750 | 2400 | 2330 | 3230 | 3390 | 2790 | 2760
wEC 042 | 043 | 043 | 014 | 0.17 | 014 | 0.14
1
H
NMR | primer
OHveg- | 0 0 0 0 | 474 | 535
csoport
%-ban

Az 5. tablazatbol jol lathato, hogy a 4-5. BASF termékek és a 3. Merck termék
egymas analogjai, de a Merck altal forgalmazott kopolimer molekulatomegben

eltér az 4-5-t6l, ami befolyasolhatja a felhasznalhatdsagat. A 3-4-5 esetén a
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gyartdo EO m/m% nem tér el 1ényegesen. Ellenben a 6-7 mintak, esetében 10
m/m% EO tartalom helyett 16 és 18 m/m% adddott az elemzés soran, mely
szintén hatassal lehet a polimerek fizikai tulajdonséagara, igy azok alkalmazasara

IS.
4.1.5. Az eredmények validalasa

Az eredmények validalasara H-NMR-bél szdrmazo6 adatokkal vetettem dssze a
modszer nyujtotta eredményeket, mely a 15. és 16. abran lathatoak, az adatokat

a Fliggelék 1. tablazata tartalmazza:

3600
y = 0,9796x

3400 RZ=09736 .o
S 7 31R1
S 3200 P
2 PE8100 (A) RPE3110
= 3000 oEs100
= 2800 \l e PE6400
I .)( pE64oo  (Merck)
< 2600
= 17R4 . RPE1740

2400 d.

$— RPE1740 (A)
2200
2200 2700 3200

M, MALDI-TOF-MS (g/mol)

15. abra: Szamatlag molekulatomegek *H-NMR mérések alapjan a
MALDI-TOF-MS-bél szairmazoé szamatlag molekulatomegek

fiiggvényében
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45 RPE1740 (A)
y =1,0132x &

40 R2 = 0.9847 PE6400 — . "\ 17R4
2 35 RPE1740
< 30 L64
pd
T 20 pEg100 SIRL .-
= o
8 15 00 .0

10 RPE3110

5 PES8100 (A)

0

0 10 20 30 40 50

EO% MALDI-TOF-MS-bdl

16. abra: 'H-NMR mérések alapjin ez EO tartalom szazalékosan a

MALDI-TOF-MS-bél szarmazé EO tartalom szizalékosan fiiggvényében

Mint ahogy a 15. 4bran lathato, az 'H-NMR-bdl szidrmazd szamatlag
molekulatomegek (My) és az algoritmus segitségével meghatarozott szamatlag
molekulatomegek (Mn) jo egyezést mutatnak. Valamint ugyanolyan jo
korrelacié olvashaté le a 16. abrardl is az EO tartalmat illetden. Tehat
kijelenthetd, hogy az algoritmust és ezaltal az eredményeit fliggetlen modszer

mérési eredményei validaljak (*H-NMR).

55



4.2. Kopolimerek tomegspektrumanak adatredukcios elemzése

4.2.1. A tomegmaradék-analizis

Mint ahogy a 4.1.1. fejezetben is bemutattam, a kopolimerek tomegspektruma
igen sok adatot tartalmaz, mely bizonyos esetekben redundans. Ezért, illetve az
egyszeriibb adatkezelésért, valamint az analizis gyorsitasa szempontjabol, egy

1j modszert alkalmaztam a spektrum ,,tomoritésére” és elemzésére.

Az 1) modszerben felhasznaltam a kutatocsoportunk 4altal bevezetett
tomegmaradék analizist (MARA - MAss-Remainder Analysis), mely a

kovetkezd egyszerii miiveletet takarja [115-119].

A spektrum minden egyes elemén el kell végezni egy maradékos osztast a
megfeleléen megvalasztott osztoval (R, kopolimerek esetében az egyik

monomer egység), aminek a maradékat (MR) kell vizsgalni.
MR = %mod R (47)

Ezaltal a modszer Iényege, hogy egy kitiintetett R paraméter mentén egyfajta
rendezést hajt végre a szamolas, mivel 1d6kozonként Gjra €s Ujra megjelennek
ugyanazon MR értékek, tigynevezett maradékosztalyt alkotnak. Formalisan a
miivelet felcsavarja a szamegyenest (az m/z tengelyt) egy kor mentén és a kor
azonos pontjaihoz, azonos maradék értékek tartoznak. Hasonloan, mint az
analog orak esetében, a nap 24 orajat a 12-vel végzett maradékos osztas 12
maradékosztalyba sorolja, melyek informdciét hordoznak az idérél. A
maradékosztalyoknak polimerkémiai szempontbo6l az a jelentdségiik, hogy ezek
informaciot hordoznak a monomerek darabszamat illetden. Ennek a

reprezentalasara, a maradékokat az m/z értékek fiiggvényében abrazolva, a 17.
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abrat allitottam el6, ami egy poloxamer (RPE2520 BASF (10. minta))

tomegmaradék diagramja.

60 -
. ' HIHEY
50 - ce33388 §33338°
o o838888882 ssss3
9 $§338238333338:33¢ ee RS
o 4o | $333333333333¢ $ .
S > : MRpo:
1 .s3iil §§ 3292
% [ cecesecsissscssssss: IR EEEEEEE == EO: 13
§30 :ooo
g D D
D0 - .y i
g .3:§:f§§§§ 8883888383883 °°
10 A P
. $888d:
el §83ed’
0] se 3888828888888 §3383 |
1400 1900 2400 2900 3400

m/z

17. 4bra: RPE2520 (10.minta) poloxamer MRpo diagramja, ahol

R=58.042 (A propilén-oxid monomer molekulatomege)

Egy példaszamolason keresztiil a miivelet, amely az EO13PO10 (Mm/z= 1193.76)
komponensre vonatkozik:

1193.76 mod 58.042 = 32.92 (48)

Tehat a MRRr=sg.042 =32.92 értéke a 13 darab EO szamnak felel meg. A modszer
bemutatasanak érdekében a 6. tablazatot készitettem el, amely tartalmazza a 17.
abran bemutatott kopolimer (RPE2520 (10.minta)) zo6lddel jelolt
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komponenseinek monoizotopos m/z értékeit (melyek magukba foglaljak a
végcsoport és ion tomegét is), valamint a szamolt MR értékeket, illetve a

csucsokat alkotd monomerek darabszamait is.

6. tablazat: MARA maradékosztaly bemutatasa R=58.042 esetén

EO PO

(db) (db) m/z MRR=58.04187
13 14 1425.93 32.92
13 15 1483.97 32.92
13 16 1542.00 32.92

13 20 1774.18 32.92

13 21 1832.22 32.92

13 22 1890.26 32.92
13 26 2122.43 32.92

Ahogyan az a 6. tablazatbol is latszik, azonos EO darabszam esetén az MR

értékek ugyanazok lesznek.

A fentebb bemutatott eredmények alapjan az azonositashoz, egy visszafejtd
kodtablat készitettem és alkalmaztam, ami kiilonb6z0 MRR=sgo42 értékekhez
tarsitja az EO darabszamot kizarolag monoizotopok esetében. A kodtablat a 7.

tablazat reprezentalja.
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7. tablaztat: MRRr=58.042 EO kodtabla

EO EO EO

(db) MRR=58.04187 (db) MRR=58.04187 (db) MRR=58.04187
1 26.98 16 48.92 31 12.81
2 12.97 17 34.90 32 56.83
3 56.99 18 20.89 33 42.82
4 42.98 19 6.87 34 28.80
5 28.96 20 50.90 35 14.79
6 14.95 21 36.88 36 0.77
7 0.932 22 22.86 37 44.80
8 44.96 23 8.849 38 30.78
9 30.94 24 52.88 39 16.77
10 16.93 25 38.86 40 2.75
11 291 26 24.84 41 46.78
12 46.94 27 10.83 42 32.76
13 32.92 28 54.85 43 18.75
14 18.91 29 40.84 44 4.73
15 4.89 30 26.82 45 48.76
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A koédtabla alapjan barmely m/z értékhez (ha monoizotdpos) hozzarendelhetd
az EO darabszam. Ez lehetdséget teremt egy egyszerli, minimalis szamitasi
kapacitast igényld sztirésre. A PO darabszama ezaltal szintén szamolhatova

valik, amit a kovetkez6 szamolassal mutatok be.

= =2030.26 (49)

2030.26 mod 58.042 = 56.83 (50)

Tehat az EO darabszam a 7. tdblazat alapjan 32 db. A mérésbdl fakadhat eltérés
az MR értékben, melyet + 0.05 értékes elfogadassal korrigaltam. Ebbdl a

kovetkezd képlettel meghatarozhato a PO darabszama is:
?:MPO*dbPO+MEO*dbEO+MH20+MNa+ (51)

2030.26 = 58.042  dbp, + 44.026 32 + 18.011 +
+22.989 (52)

ebbdl dbpo egészre kerekités utan:

Amennyiben a csucshoz nem rendelhetd monoizotopos tomeg, ugy a MARA

modszer, mint sziird, kiszliri azt, igy meg se kell jelenjen azonositas soran.

A fenti példaszamolas alapjan a MARA modszer alkalmas a tdmegspektrum

szlirésére, valamint a komponensek azonositasara a kodtabla segitségével.

Fontosnak tarom megjegyezni, hogy a modszer, a kodtabla alkalmazaséval,
programozastechnikai szempontbol egy 6sszehasonlité miiveletet végez, mely

hasonlit a nyers er6 modszerére, de ennek a modszernek a nagy elénye, hogy
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lényegesen kevesebb Osszehasonlitast sziikséges elvégezni, mintha minden
egyes lehetséges komponenssel 0ssze kellene hasonlitani a kivalasztott értéket.
Tovabba a MARA masik eldnye, hogy egyszeriien alkalmazhato tablazatkezeld

szoftverekkel (pl. Excel) programozasi tudas nélkiil is.

4.2.2. Az adatredukcios algoritmus

Az adatredukcios algoritmus a kdvetkezo 6 1épésekbdl all:
1. A legintenzivebb csucs kivalasztisa

2. MARA modszer alkalmazasa a sorozatok azonositasara és a csucsok

kivalasztasa
3. Intenzitaskorrekcid
4. Polimer paraméterek szdmitasa
A 1épések részletesen:

Az elsO 1épés a legegyszeriibb 1épés, ki kell valasztani a legnagyobb intenzitasu

csucsot.

A masodik 1épés a MARA alkalmazasa ezen csucs alapjan. Mint ahogy azt a
4.2.1. fejezetben bemutattam, ebbdl kiszamolhat6 a legintenzivebb cstics EO és
PO darabszama, amennyiben ez monoizotopos. Az elfogadasi hatarérték +0.05
MARA érték. Ha a csucs nem monoizotopos, akkor a csucstol kisebb m/z értéket

kell keresni, ami monoizotdpos.

Tovabba a MARA modszerrel egy tovabbi sziirést hajtottam végre tigy, hogy

rogzitettem a kivalasztott csucshoz tartozo EO darabszdmot és kisziirtem az
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ugyanennyi EO monomert tartalmazo csticsokat, majd rogzitettem a kivalasztott
csucs alapjan a PO darabszamot és kikerestem az azonos PO monomert

tartalmazo cstucsokat.

Formalisan ez annyit jelent, hogy a MARA modszert alkalmaztam a teljes
spektrumra, el6szor R=58,042 esetén, majd R=44,026 osztokkal. A
legintenzivebb csticshoz tartoz6 maradékosztdlyokba tartozd csucsokat
kiemeltem, a tobbire nem volt sziikség. Igy a masodik 1épésben leegyszeriisitett
spektrum mar csak 43 darab csucsot tartalmazott. Az eredeti tomegspektrum
(RPE2520 BASF esetén) 1036 darab csuccsal rendelkezik. A kiemelést

vizualisan a 18. dbra mutatja be.
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18. abra: Az RPE2520 BASF tomegmaradék diagramja és a csiicsok

kijelolése, zold esetén fix EO szam, mig a piros esetén fix PO szam

A harmadik 1épés azért sziikséges, mivel a legintenzivebb csucshoz tartozo m/z
értek, attél hogy monoizotdopos, még nem biztos, hogy nem fed at masik
komponensbdl szarmazo cstccsal, mint ahogy a 4.1.2 fejezet 9. abrajan is
latszik, valamint a kitiintetett k6z0s osztd szamitasakor is megjelent a 4 darab
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EO ¢és 3 darab PO csere. Ez atfedést okoz ugy, hogy az egyik komponens

monoizotdpos csucsa atfed a masik komponens harmadik izotopjaval.
A korrekcios 1€pés igy a kovetkezé modon miikodik:

Az adott m/z esetén megvizsgaltam a csucs el6tt 1évé m/z értékeket, szintén
MARA modszerrel, azonositottam, majd az elemi Osszetételbél és a
cstics/csucsok intenzitasabol kiszamoltam egy polinomidlis Osszefliggéssel,
hogy az eredeti vizsgalt csics hanyad része tartozik az el6zd
komponens/komponensekhez, majd ezt az intenzitasbol kivontam. Az igy
visszamarado érték mar valoban a vizsgalt csiicshoz tartozik €s az 6 hanyadat

reprezentalja.

A jobb érthetdség miatt az algoritmus elsé harom 1épését egy példaszamoldson

keresztil mutatom be.

Az elsé 1épésbdl a legintenzivebb cstcsot a 8. tablazat tartalmazza (D jell

cstcs), valamint a példaszamolashoz sziikséges tobbi cstcsot is.

A legintenzivebb cstics nem monoizotdépos (MARA modszerrel megéllapithato,
a 7. tablazatban nem talalhat6 ennek megfelelé6 maradék érték, 2703.83 mod
58.042 = 33.898), igy az eldtte 1évé m/z értéket vizsgaltam (C jeld csucs a 8.
tablazatban).

A listdzott csucsok tartalmaznak tovabbi monoizotdpos csucsot, de azok a
szamitast a késdbbiekben nem befolyasoljak, ezért a tablazatban nem rendeltem

hozzéajuk osszetétel értekeket.
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8. tablazat: RPE2520 (10. minta) tomegspektrum részletének elemzése

miz | intenzitis | MRressos2 | EO (db) | PO (db) | C(db) | O (db)
A | 2700.84 | 5463 30.908 9 39 135 48
B | 2701.84 | 9619 31.912 ; i i i
C|2702.83| 28269 | 32.894 13 36 134 49
D |2703.83| 33563 | 33.896 ; ] i i
E | 270482 | 28423 | 34.892 ; i i i
F|2705.82| 17036 | 35.888 ; ] i i
G| 2706.82 | 7308 36.887 ; i i i
H| 2707.82| 2535 37.888 ; ; i i
| | 2708.80 | 938 38.87 ; i i i

Az intenzitaskorrekcid ezek utan a kovetkez6 modon mikodik.

Az A cstics monoizotopos ¢és az elemi dsszetétele az alabbi (MARA modszerrel

¢s a monomerek elemi Osszetételének ismeretében):

A cstcs elemi dsszetétele=Na*H,0 (*H270'?C135'°0us)

A hozza tartoz6 izotdp eloszlas kalkulacidja negyedfoku polinomokkal torténik,

aminek az altalanos alakja a kovetkezd:
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intenzitds = x* xa, + x> x by, + x* xc, + x* xd, + e,  (54)

ahol y a kovetkez6 relevans izotop darabszamat jeloli, x pedig az elem
darabszamat, a, b, ¢ és d konstansok. A polinomialis kozelités a szamitasi
teljesitmény igény csokkentésének szempontjabol sziikséges €s a természetes

izotop eloszlast kozeliti.

Tovabba kijelenthetd, hogy ilyen tomegtartomany és Osszetétel esetén a
hidrogén izotopjainak megjelenése nem okoz szamottevo atfedést, ezért ezzel

nem sziikséges szamolni, csak az oxigén és szén izotdpjaival.

A polinomok altal szamolt részaranyok reprezentalasara a 19. és 20. abrat
készitettem el, ahol a szén, illetve oxigén darabszam fiiggvényében lathato,
hogy a megfeleld izotop csticsok mekkora részaranyt képviselnek az adott

Osszetétel esetén.

11 L m 0db 13C
09 | m e1db13C
. A2db13C
;g 0,7 u . e 3db13C
5 n +4db13C
£ 05 . e5db13C
= -
< 0,3 ° n °
2 . Ladmasitreagiagy
01 | ® A A eo0°?® .005:=!lll
e e e

A )
-0,1 (‘g 50 100 150 200 250

C darabszam

19. abra: A szén izotopok részaranyai a darabszam fiiggvényében
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20. abra: Az oxigén izotopok részaranyai a darabszam fiiggvényében

A kiilonb6z6 elemek intenzitasanak meghatarozasa a polinomokkal az A cstics

esetén:

intenizas'2C,55 = 135% % 8.170 10711 + 1353 % (—=9.561) *
1078+1352 % 4.424 x 1075+135" » (—1.004) x 1072 + 9.893 =
1071 = 0.2320 (55)

intenzitas®0,g == 48* % 6.631 * 10713 + 483 x (—1.425) *
10794482 % 2.097 * 1076448 x (—2.048) * 1073 + 1.000 *
10° = 0.9063 (56)

igy az A csucs intenzitasa:
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intenzitasA = intenzitas'2C,3s * intenzitas'®0,g =

0.2103 (57)

ebbdl a komponens (EOgPOzg) faktorja, ami hozzaskalazza az intenzitast a

tomegspektrumhoz:

intenzitasAspektrum __ 5463
intenzitisA " 0.2103

faktor = = 25977 (58)

A C cstcshoz tartozo m/z érték kétféle kombinacioval oldhaté meg ebben

az esetben a mérés felbontasa mellett:

C cstics elemi sszetétele =Na H20 (*H270"2C1333C21%04s) (59)
és

C cstics elemi dsszetétele =Na H20 (*H270'2C1351%0471801) (60)
ebbdl pedig az intenzitasok:

intenzitas?C;3313C, == 135% * 6.021 * 10711 + 1353 %
(—3.436) * 1078+1352 x (—1.678) * 107°+135% % 2.789 *
1073 —3.935 % 1072 = 0.2421 (61)

intenzitas'®0,g == 48* % 6.631 * 10713 + 483 x (—1.425) *
10794482 % 2.097 * 107°+48" x (—2.048) * 103 + 1.000 *
10° = 0.9063 (62)

igy

intenzitasC, = intenzitas'?Cy3313C, * intenzitas 10,5 =

0.2194 (63)
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és

igy

valamint

ebbdl

intenzitas?C;35 == 135% % 8.170 = 10711 + 1353 «
(—9.561) * 1078+1352 % 4.424 » 1075+135" x (—1.004) *
1072 +9.893 * 101 = 0.2320 (64)

intenzitas1%0,,80, == 48* % (—2.589) * 10712 + 483
4.268 * 1079+482 * (—4.197) * 1076+48"  2.050 x 1073 +
1.608 x 10~7 = 0.08919 (65)

intenzitasC, = intenzitas'?C, 3 * intenzitas10,,80, =

0.02069 (66)

intenzitdsC = intenzitasC, + intenzitasC, = 0.2401 (67)

intenizitasCspegirym = faktor x intenizatsC = 25977

0.2401 = 6237 (68)

A mért intenzitas 28269, ahogy az 8. tablazatbdl is latszik, ami az atfedd

komponensekre vonatkozik. Ebbdl az elébbi szamitasok alapjan 6237 tartozik

az EOgPO39 komponenshez, igy EO13PO3s komponenshez tartozo intenzitas:

inteniztdsEO,3P05, = 28269 — 6237 = 19740 (69)
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Az intenzitas korrekciot a teljes, mar sztirt, spektrumra alkalmazva a 21. abra

szemlélteti:
i a) l b)
.E_ 'E_
‘N ‘N
g g
3_ B“
= g
_ | hhh:.. ..|I|I‘ ,||I|.
1700 2200 2700 3200 1700 2200 2700 3200
m/z m/z

21. abra: Az RPE2520 (10. minta) poloxamer sziirt tomegspektruma

intenzitas korrekcio elott (a) és utan (b)

Az el6z0 szamolast a kiilonb6zd, mar szlirt €s azonositott komponensekre
alkalmazva, a tomegspektrum f6 sorozatainak részaranyai azonosithatok kevés
szamitasi igény mellett. Az igy keletkezett adatokbol a kopolimer jellemz6
paraméterei szamolhatok (Mn, Mw, PDI, nnE, N9, n,P0, nyO és szarmaztatott

mennyiségek), és ezt a kalkulaciot valositja meg a negyedik 1épés.
4.2.3. Az uj algoritmus eredményének dsszevetése a teljes elemzé algoritmussal

Az 1j algoritmus eredményeit 5sszevetettem a teljes elemzd algoritmus, mar *H-
NMR-el validalt mérési eredményeivel, melyeknek az Osszefoglalasa a 9.

tablazatban lathato.
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9. tablazat: Teljes spektrum elemzé és az adatredukciés algoritmus eredményeinek dsszevetése

Minta modszer | Mn | My PDI | m/m%EO | n,f® | nwf° | PDIF® | n,P° | ny™© PDIFO
RPE2520 teljes 2727 | 2758 | 1.011 0.207 12.6 13.2 1.05 36.7 37.2 1.01
(10. minta) | redukcios | 2678 | 2694 | 1.006 0.21 12.7 13.3 1.04 36.6 37.1 1.01
RPE1720 (A) teljes 2102 | 2142 | 1.019 0.241 11.4 12.2 1.06 26.8 27.5 1.03
(11. minta) | redukcios | 2082 | 2102 1.01 0.245 11.7 12.4 1.06 26.7 27.4 1.03
PE6100 (A) teljes 1801 | 1863 | 1.034 0.055 2.2 4.7 2.14 28.6 29.5 1.03
(13. minta) | redukciés | 1623 | 1675 | 1.032 0.056 2.4 4.6 1.93 27.3 28.3 1.04
PE6100 teljes 1930 | 1975 | 1.023 0.071 3 54 1.78 30.2 30.9 1.02
(14. minta) | redukcios | 1763 | 1799 1.02 0.071 3.2 5.4 1.7 29.6 30.6 1.03
RPE1720 teljes 2291 | 2324 | 1.015 0.245 12.5 13.3 1.06 29.2 29.7 1.02
(12. minta) | redukciés | 2259 | 2274 | 1.007 0.248 12.8 13.4 1.05 29.2 29.9 1.02
PE6200 teljes 2528 | 2577 | 1.019 0.307 174 19.8 1.14 29.7 30.2 1.02
(15. minta) | redukcios | 2431 | 2458 | 1.011 0.309 17.2 19.3 1.12 29.6 30 1.02
RPE1740 teljes 2445 | 2468 | 1.009 0.441 24.1 24.5 1.02 23.1 23.6 1.02
(5. minta) redukcids | 2389 | 2401 | 1.005 0.441 24.1 24.6 1.02 22.8 23.3 1.02
RPE3110 teljes 3440 | 3471 | 1.009 0.168 12.9 13.7 1.06 48.7 49.3 1.01
(6. minta) redukcios | 3402 | 3422 | 1.006 0.167 12.8 13.4 1.05 48.5 49 1.01
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A tablazat adatai alapjan az m/m% EO-ra paros t-probat végeztem, mely szerint

az atlagos eltérés nulla (p=0.49).

Mint ahogy azt az el6zd fejezetben mar kifejtettem, a kopolimerek
Osszehasonlitasara kivaldan alkalmas az osszetétel sodroédas diagram, ezért ezt
az Uuj modszer esetén is alkalmaztam. Ahhoz, hogy a diagramot el6 tudjam
allitani, az analizisb6l nyert adatok nem elégségesek, tovabbi szamitasokat

igényel a megfeleld paraméterek meghatarozasa.

A szadmolds soran a két sorozat vektorként foghaté fel, a benne 1évo
komponensek a vektorban elfoglalt poziciét jelentik, mig az intenzitdsok az
értékeket. A két vektor diadikus szorzataként eldallithato a polimerre jellemzo
intenzitds matrix, melyhez konnyen hozza rendelhet6 az Gsszetétel és igy az

Osszetétel sodrodés diagram szamitasa lehetévé valik.

Az igy elkészitett Osszetétel sodrodas diagramot €s az els6é modszer altal szamolt
Osszetétel sodrodas diagramot Osszevetettem az RPE2520 (10.minta)

poloxamer esetén, amely a 22. abran lathato.

0,9 A
® teljes elemzo algoritmus

+ 0,7 A . .
5 ® adatredukcios algoritmus
"© 0,5 1
=
80'3_ ....ooo............oooooooo"

01 - et

0.1 20 30 40 50 60 70

polimerizaci6 fok

22. abra: RPE2520 (10. minta) osszetétel sodrodas diagramja a teljes

elemz6 algoritmus, illetve az adatredukciés modszerrel
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A diagramon jol lathato, hogy a két gorbe fedi egymast, illetve az intenzitasok
nagysdga a pontok méretében megjelenik, ami azt erdsiti, hogy ahol a
legintenzivebbek a tomegspektrum csucsai, szinte nincs kiilonbség a szamitott
¢és mért adatok kozott. Kisebb polimerizacio fok esetén lathatd némi eltérés, ami

.....

nagyobb.

Tovabbd megjegyezném, hogy a 22. abran jol lathato, hogy az EO moltort
mindkét modszer esetén nulla értéket vesz fel kis polimerizacié fokoknal, ami
PPO homopolimer jelenlétére utal, és ez kimutathatd volt mindkét modszer

esetén.

Az 9. tablazat ¢és az 22. dbra adatai alapjan kijelenthetd, hogy az Ujonnan
fejlesztett adatredukcids algoritmus megfeleld pontossdggal hasznélhato

kopolimerek tomegspektrumanak elemzésére.
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4.3. Mesterséges intelligencia tAimogatott gélpermeacios

kromatografias kopolimer analizis
4.3.1. Poloxamerek gélpermeacios mérése

Ahogyan a masodik fejezetben is bemutattam, a homopolimerek ipari
elemzésére gyakran alkalmazott modszer a gélpermeacios kromatografia.
Kopolimerek analizisére korlatozott mértékben alkalmazhatd, pontos
molekulatdmeg meghatarozasra nem alkalmas. Ezért a kutatdsom soran
megvizsgaltam, hogy a poloxamer kopolimerekrdl hogyan nyerhet6 ki tovabbi

informacidé GPC-s mérések felhasznalasaval.

A méréseket harom kiilonb6z6é olddszerben végeztem, mivel az olddszer
befolyasolja a poloxamerek hidrodinamikai &atmérdjét, és ezaltal tobblet
informaciot hordozhat az adatok Osszessége a kopolimerrdl [120]. Az
oldoszerek okozta eltérés, a modszerbdl fakadoan, molekulatomeg eltérésben

jelentkezik, a hidrodinamikai sugar valtozasa miatt, amit a 23. abra szemléltet.

— DMF

____ 60%ACN
40% H20
94% THF

= 5% DMSO

1% piperidin

Normaliztal térésmutato
o
()]
L

850 2850 4850 6850
Molekulatémeggpc (g/mol, PEG standard)

23. abra: RPE3110 poloxamer GPC-s kromatogramja kiilonb6zo

olddészerekben
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A gélpermedcios mérés soran 61 polimert vizsgaltam, melybdl 49 kopolimer és
12 homopolimer volt. Az igy meghatarozott adatokat 6sszevetettem a mar a 4.1.
és 4.2. fejezetben ismertetett modszerek altal szolgaltatott eredményekkel.
Valamint a méréseket kibdvitettem nagyobb tomegli poloxamerekre, ¢és
vizsgaltam a szamatlag molekulatomeget, illetve a szamatlag molekulatomeg

eltérését, melynek az eredménye a 24. abran lathato.
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2
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c A DMF

= 2000 - e A

] A @ 94% THF

= ' @ 5% DMSO

= ® @® 1% Piperidin

w1000 + 60% ACN

2 @ 40% H20

- ‘ *‘ e ) ®

< 0 - B % ® [©] = ]

= .|‘.|' i @ i

o

s pbe i # [ | - ®
-1000 - B "
-2000 T +— T T T T

800 2800 4800 6800 8800 10800 12800

M,, (g/mol) MALDI-TOF-MS maddszerrel

24, abra: MALDI-TOF-MS szamatlag molekulatomeg és GPC szamatlag
molekulatomeg kiilonbség a MALDI-TOF-MS szamatlag molekulatomeg

filggvényében kiilonboz6 oldoszerekben mérve

Mint ahogy a 24. abran is lathato, ha van Osszefiiggés, az mindegyik esetén
Osszetett, ezért az adatokon korrelaciés analizist végeztem, melybdl

megallapitottam, hogy a szamatlag molekulatomegek kozott (GPC Mn és
MALDI-TOF-MS M,) van korrelacid (I'epc pmrvsmMALDI=0.97, Tepc THF94%,

DMS05%, Piperidin1%=0.99, I'epc ACN60%, H2040%=0.97).
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A kutatasnak nem volt célja egy 0j fizikai-kémiai alapokon nyugvd modell
felallitasa, ellenben egy jol hasznalhato empirikus modell készitése igen, ami
konnyen implementalhato. llletve cél volt maga a modellezési folyamat
bemutatasa, hogy hogyan nyerhet6 ki tobblet, de rejtett informaciobol hasznos
¢és értelmezhetd eredmény. Ilyen tipusti modellezésre kivaldéan alkalmasak a

manapsag egyre gyakrabban hasznalt neuralis halozatok.
4.3.2. A neuralis hdlok tanitasa és eredményességiik

A neurdlis halo miikodését tekintve, mint ahogy azt a masodik fejezetben is
bemutattam, matrix és aritmetikai miveletek, valamint atviteli fliiggvények
kombinacioja, amit a halo topoldgiaja hataroz meg. A Kutatds soran arra
torekedtem, hogy az altalam készitett neuralis halok viszonylag egyszeriiek
legyenek, illetve konnyen implementalhatok maradjanak alapszintii

tablazatkezel6 (pl.: Excel) alkalmazasokban is.

A jo miikodéshez megfelelden megvalasztott hiperparaméterti neuralis halokra
volt sziikség mind topoldgiai szempontbol, mind tanitdsi algoritmus
szempontjabol. llletve a tanitasi adatsor megfeleld kivéalasztasa és rendezése is
elengedhetetlen. A tanitashoz, a sajat analizisen alapulo poloxamer adatokat és
jellemzdket hasznéltam fel (MALDI-TOF-MS és *H-NMR), mivel a gyart6 altal
specifikalt paraméterek szinte minden esetben eltérnek a valds eredményektdl.

Mindezt a 25. abra mutatja be, néhany kivalasztott polimer esetén.
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25. abra: EO m/m9% tartalom a szamatlag molekulatomeg fiiggvényében

a gyartoi illetve a mért értékek szerint (16 kivalasztott polimer esetén)

A kutatas soran két neuralis halot tanitottam fel a rendelkezésre alld informaciok

alapjan, aminek a részletei a kovetkezok.

Az elsd neurdlis haldé (NH-1) bemeneti paraméterei a GPC-s mérések
kromatogramjaibol szarmazo Mp értékek voltak, mig kimeneti paraméternek a
MALDI-TOF-MS-el mért M, érték, illetve NMR mérési modszerrel
meghatarozott EO n/n% tartalom volt. Ebben az esetben a tomegspektrometrias
mérésbol szdrmazd adatok meghatarozasa linearis TOF detektalassal valosult
meg, mivel igy nagyobb tomegtartomanyt tudtam lefedni az NH-1 tanitdsahoz.
Tovéabba, mivel ezen a kibdvitett tdmegtartomanyon a részletes elemzés nem

alkalmazhato, az dsszetétel meghatarozasa *H-NMR-rel valosult meg.

fliggvényli neuronokat ¢és rétegenként harom neuront tartalmazd neuralis
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halézat volt, melyet a 26. abra szemléltet. A kimeneti neuronok atviteli

fliggvénye linedris fiiggvény volt.

[ \
GPC
meresek
—

DMEF 100%
—

|

Atviteli Atviteli
fliggveény (+) fiiggvény:
TANSIG PURELIN

ACN 60%,
H.O 40%
—

= —— =

THF 94%,

DMSO 5%.

Piperidin 1%
S

—

26. abra: NH-1 sematikus diagramja

A tanitds sordn a tanitd adatpontok felosztasa 90% tanitds, 10% tesztelés
aranyban tortént véletlenszerii kivalasztas alapjan. A tanitasi algoritmus Bayes-
tipusu regularizacioval valosult meg, 63 epoch alatt. A tanitasi folyamat

"o

mindsitésére az atlagos négyzetes eltérést alkalmaztam.

Az optimalis neurdlis halozat megvaldsitasdhoz a hiperparaméterek a rétegszam
¢s a rétegenkénti neuronszam, illetve az atviteli fliggvények voltak. Az optimum
megtalaldsahoz a szamolt és a valos adatok kiilonbségének a négyzetdsszegét
vettem figyelembe. A tanitasi hiperparaméter, az adatok egy mintatombként
vald kezelése miatt, csak a tanitasi algoritmusra terjedt ki. A tanitasi adatok a
Fiiggelék 2. tablazataban talalhatéak. A feltanitas utan a neuralis halo (NH-1)

predikcios képességét a 27. dbra szemlélteti.
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27. abra: A NH-1 neuralis halé altal szamolt eredmények a valds

eredmények fiiggvényében, (a) Mn szamolt és mért, (b) EO n/n% szamolt

és mért
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A 24. abran jol lathato, hogy a szdmatlag molekulatdmeg szamitott értéke és a
mért érték kozti korrelacid igen magas, illetve a kalkuldlt eredmények egy,
egységnyi meredekségli egyenesre esnek, ami a pontos és preciz
alkalmazhatdsagot tdmasztja ala. Az EO n/n% esetén a korrelacios egyiitthato
némileg kisebb, ¢és a modellel meghatarozott értékek nagyobb szorassal
rendelkeznek, de elfogadhato pontossaggal adja vissza ez etilén-oxid tartalmat.
A mért €s prediktalt eredményeken a paros T proba alapjan nincs szignifikans
eltérés. Szamatlag molekulatomegek probaja esetén a p értéke 0.84, mig az EO

n/n% esetén 0.95.

Kijelenthetd, a fentebb bemutatott NH-1 alapjan, hogy a neurdlis halozatok
alkalmazhatdak kiilonboz6 analitikai modszerek Osszekapcsolasara, sot a
haloval lehetéség nyilik GPC-vel mért spektrumokbol az EO n/n%
kiszamitasara is kielégité pontossaggal, ami az ipar szamara olcsé modon (csak
GPC-s mérések és Excelben implementalhatd neuralis hald) mérhetévé teszi a

késztermék Osszetételét.

A masodik halo (NH-2) esetén a kutatas fokuszaban a 4.1 fejezetben ismertetett
analizis altal biztositott informaci6 kinyerhetdségének vizsgalata volt a cél a
GPC-s adatokbdl. Ehhez szamolasi célnak kivalasztottam az nn"°, nw"C, naEC és
nwE© értékeket, melyek részletesebb informaciot adnak a kopolimer eloszlasarol,
mig a tobbi érték az eldbb felsoroltakbdl szdmolhat6. Megjegyezném, hogy
ebben az esetben a lefedett tomegtartomany kisebb, mivel a részletes
karakterizalas csak kevesebb polimer esetén volt lehetséges, ezaltal kevesebb a
tanitd adatpont. Bementi paraméternek, ahogyan az NH-1 esetén is, a harom
kiilonb6z6 olddszerben felvett GPC-s kromatogramokbol szarmazod Mp
értékeket valasztottam, illetve plusz informacioként a blokk szekvenciat adtam

meg a szamolasi pontossag javitasanak céljabol.
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Az elkésziilt halo topologiajat tekintve egy rejtett réteggel rendelkezd, elére
csatolt, a rétegben 6t neuront tartalmazo, szigmoid atviteli fliggvényii neuront
tartalmazott. A bemeneti adatok szdma négy, a kimeneti szintén négy, a

kimeneti fiiggvény linedris és a NH-2 reprezentacidja a 28. abran lathato.

G

GPC
mérések
(N
)
DMEF 100% | nnPO
‘.. ’ ’
Atviteli Atviteli n. PO
3 fiiggvény:J{- (+) fiiggvény: s
ACN 60%, v‘ . TANSIG Jfilrorec | | . EQO
H.0 40% / ‘ =
‘ n EO
,‘ \ )
THF 94%. | ||szekvencia
DMSO 5%,
Piperidin 1%
S

N 4

28. abra: NH-2 sematikus abraja

A halézat topoldgiai hiperparaméterei ebben az esetben szintén a rejtett rétegek
szama ¢és a benniik 1évé neuronok szdma, valamint az atviteli fliggvények
voltak. A tanitasi hiperparaméter most is csak a tanitasi algoritmusra terjedt ki,
azaz optimum elérésének mérésére itt is az eltérések négyzetOsszegét

hasznaltam és ezt minimalizaltam.

A feltanitas soran az adatpontok 90%-at tanitasra hasznaltam, 10%-ot pedig a
tesztelésre, a felosztast veéletlenszerli kivéalasztassal valdsitottam meg. Az
adathalmaz 50 polimert tartalmazott, melybdl 41 kopolimer és 9 homopolimer

volt. A tanitasi algoritmus ebben az esetben is Bayes-tipust regularizacio volt,
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mely 86 epoch alatt futott le. A tanitasi folyamat mindsitésére, ahogyan az el6z6
tanitas soran is atlagos négyzetes eltérést alkalmaztam. A tanitdsi adatok a

Fiiggelék 3. tablazataban talalhatoak.

A feltanitott halo (NH-2) szamitasi eredményességét a 29. és 30. abrak

szemléltetik, melyeken a mért €s josolt kimeneti paraméterek lathatoak.
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29. abra: Az NH-2 altal szamolt nn"°(a) és nw"°(b) értékei a mért nn"C és

nw"C fiiggvényében
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Az NH-2 altal szamolt nn=° (a) és nw=° (b) értékei a mért nn=C és

nwEC fiiggvényében
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Ahogy az 29. és 30. abrakon lathatoak, a szamolt eredmények és a mért értékek
a kozel egységnyi meredekségli egyenesre esnek ¢€s jo illeszkedést mutatnak.
Tovéabba a josolt és a mért eredményekre korrelacids analizist alkalmaztam,

amit a 10. tablazat mutat be.

10. tablazat: A josolt és a mért eredmények korrelaciés elemzése

M EO0% nn=° nwE° na"° nw™

r 0.988 0.990 0.996 0.995 0.983 0.983
pontossag 4.9% 2.3 1.6 1.6 2.2 2.2
p 0.95 0.51 0.09 0.08 0.34 0.35

A korrelacids analizisbdl jol lathatd, hogy a NH-2 kivaldan alkalmas GPC-s

PO nwfC, nnEC és nwfC értékek megallapitasara. Valamint

adatokbol az np
bizonyitja, hogy az ilyen moddon készitett empirikus modell alkalmazhato
poloxamer rendszerek esetén a kiilonb6z6 modszerekkel meghatarozhato, de
egymassal kapcsolatban 1évé paraméterek meghatirozasara, csak egyféle

analitikai modszer segitségével.

Fontos megjegyezni mindkét neuralis hald esetén, hogy az epoch szamok
alacsony értéken valo tartasaval a taltanitast a kis adathalmaz miatt sikeresen
elkeriiltem, ahogy az a tesztadatokbdl is kovetkezik (nincsenek jelentdsen

kiugré értékek a 27., valamint 29. és 30. abrakon).

Ezen feliil az igy szamolt adatokbo6l, mint ahogy mar emlitettem €és a masodik
halo célja is ez volt, a polidiszperzitas arany (PDR) szamolhato, ami a polimer

eloszlasarol nytjt bévebb informaciot.

Tovabba kiemelném, hogy az adatok feldolgozas soran korrelaciot talaltam

(csak a nem-reverz blokk szekvencia esetén) a primer hidroxilcsoportok
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szazalékos ardnya (ami a diblokk szennyezdk jelenlétét bizonyitja) és a NH-2
halobol is szamolhatd PDR értékek kozott. Ezen korrelaciot a 31. abra mutatja
be.

2,4 -

r=-0,95
2,2

1,8 A

PDR

1,2 -

1 T T T T
0 20 40 60 80

primer OH végcsoport%

31. abra: Polidiszperzitas arany a primer hidroxilcsoportok fiiggvényében

Fontosnak tartom kiemelni, hogy a fentebb bemutatott modszer esetén az
Osszetétel sodrodas diagram nem szamolhato, de a diagram leird paraméterei
kinyerhetdk, igy az informacié a rendelkezésre all, pusztdn GPC-s mérési

modszerrel is.
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A fentebb bemutatott kapcsolat ravilagit arra, hogy a gélpermeécios
kromatografidss modszer lényegesen nagyobb potencidllal rendelkezik a
kopolimer analitika terén, a megfeleld6 matematikai eljarasokkal és
modszertannal kombinalva, mint ahogy azt az eddigi kutatasi eredmények

alapjan gondolhatnank.
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5. Osszefoglalas

Munkém soran eljaradsokat dolgoztam ki kopolimerek, azon beliil, mint példa
vegyliletcsalad a poloxamerek, tomegspektrumanak elemzésére, melyekkel

ezen polimerek részletes elemzése is megvalosithato.

Ehhez fejlesztettem egy 1j, eddig nem alkalmazott robosztus algoritmust, mely
a spektrum minden egyes csucsat képes azonositani, hozzarendeli a lehetséges
komponenseket, valamint ezek részaranyait azonositja, akar 4000 g/mol-0s
szdmatlag molekulatomeg esetén is. A teljesen feldolgozott spektrumbdl a
polimerre jellemz6 paramétereket kiszamolja (Mn, Muw, NnEC, NwEC, Nn"°, Nu7° és
szarmaztatott mennyiségek). Az algoritmus megvalositdsdnak nagy elénye,
hogy kis szamitasi teljesitmény mellett, egyszerii tdblazatkezeld szoftverbe
implementéalhato és univerzéalisan hasznalhato. Az algoritmus eredményeinek

validalasiara 'H-NMR méréseket végeztem, melyek igazoltdk a modszer

helyességét.

A spektrumbol kinyert eredmények vizualizaciojahoz és a kopolimerek
Osszehasonlithatosagahoz Gsszetétel sodrodas diagramot alkalmaztam, ahol a
diagram paramétereit értelmeztem, tovabba egy 1j, az irodalomban eddig nem
targyalt paramétert vezettem be az abra alakjdnak megértéséhez. Az 1j
paraméter a polidiszperzitds arany, aminek a meghatirozasdhoz és
értelmezéséhez kopolimer spektrum, és ezaltal Osszetétel sodrodas diagram
szimuldciokat készitettem. Ezeket Osszevetettem a mért eredményekkel,
amikkel kivalo egyezést mutattak. Ezen feliil 0sszevetettem a gyartok adatai
alapjan analog kopolimereket, amelyekrdl bebizonyitottam, hogy Osszetételiik
nem azonos, ¢és ezt Osszetétel sodrodas diagramon szemléltettem. Tovabba

bemutattam, hogy ez az eltérés a fizikai tulajdonsdgukban is megjelenik. Ezen
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kopolimerek esetében a kritikus micellaképz6dési koncentraciok, tovabba a
micellak méretei is eltérnek. A kutatdsom soran megallapitottam, hogy az
Osszetétel sodrodas gorbe alakja és a diblokk szennyezOk jelenléte kozt
Osszefiiggés all fenn, és ezt a polidiszperzitas arany, valamint a primer
hidroxilvégcsoport szazaléka kozti korrelacio is alatdmasztja nem reverz
szerkezetli poloxamerek esetén. Osszességében a spektrumot analizalo
algoritmus és az adatok vizualizaciojanak megvaldsitasa sikeres volt, melyek

kapcsan egy uj kopolimereket leird paramétert is bevezettem.

Az elébbiekben emlitett algoritmust a kutatasom folytatasaként atalakitottam és
tovabbfejlesztettem, amelyben a kutatocsoportunk altal  kidolgozott
tomegmaradék analizisrdl bizonyitottam be, hogy kivaloan alkalmas poloxamer
tomegspektrumok  kiértékeléséhez. Ezen feliil, egy 1) megkozelitést
alkalmaztam, ahol a spektrumban, csak a legintenzivebb csiucs és a MARA
segitségével meghatarozott csicssorozatokbol, valamint egy megfeleld
intenzitaskorrekcios eljarassal szamoltam ki a polimer jellemzdket. Kovetkezd
lépésben ezekbdl eldallitottam az Osszetétel sodrodas diagramot, és
Osszevetettem az els0 modszer altal nyuajtott eredményekkel. A két modszer
eredményei kozott kivald egyezést kaptam. Az utobb fejlesztett eljaras nagy
elénye, hogy nem sziikséges hozza programozdi tudés, és még egyszeriibben
alkalmazhat6 tablazatkezelo szoftverekben, mint az elséként bemutatott
algoritmus, valamint a redukalt adathalmazon t6rténd analizis miatt 1ényegesen

gyorsabb is.

A kutatasom késobbi részeként az eddig kinyert és feldolgozott eredményeket
kapcsoltam 6ssze gélpermeacios kromatografias mérésekkel. Ehhez kiilonb6z6
oldoészerekben mért GPC kromatogramokbol kinyert Mp értékekbdl neuralis
halé alkalmazasaval szamitottam ki a MALDI-TOF-MS és H-NMR 4ltal
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szolgaltatott eredményeket. Az elemzéshez két neuralis halot alakitottam ki és
tanitottam fel a kopolimerek adatival. Az els6 halé esetén a kimeneti
paraméterek a szdmatlag molekulatdmeg valamint az EO n/n% volt, mig a
masodik halé esetében a nnEC, NwEC, Nn"C, Nw™C értékek. A neuralis haldkat Excel
tablazatokban is implementaltam a konnyebb kezelhet6ség és a poloxamerekre

nézve univerzalis hasznalhat6sag miatt.

A mért és a halok altal szamolt eredmények jo egyezést mutattak, kellden preciz
¢s pontos adatokat szolgaltattak a poloxamerekrél. A kutatas ezen részének
egyik legfobb eredménye, hogy a kopolimerekre jellemzd, nehezen kinyerheto
¢s a meghatarozashoz nagy szaktudast igényld, valamint 0sszetett matematikai
modszerrel kiszamithatd paraméterek egyszerli gélpermeéacidos mérésekbol
meghatarozhatova vélnak. Az dsszekapcsolhatosag lényegesen kitolja a GPC
modszer alkalmazhatosaganak korlatait, és a kopolimerekre is rutinszertien
alkalmazhatévd teszi azt, valamint ezaltal a kapcsolat 4altal a
kopolimerjellemzék meghatarozasa olcso és rutinszeri méréssé tehetd, aminek

ipari szinten is jelentésége van.

Ezen feliil az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy egyszeriibb polimerkémia-
rendszerek esetén, megfeleld adathalmaz mellett, a neurdlis halok

alkalmazhatoak empirikus modellként a polimerek jellemzék meghatarozasara.
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6. Summary

In the course of my work, | dealt with the analysis of the mass spectra of
copolymers, including the poloxamers as an example, and the information that

can be extracted from the spectra.

For this purpose, | have developed a new and novel robust algorithm, which can
identify each peak of the spectrum, assign the possible components, and
determine their proportions, even in the case of a number average molecular

weight of 4000 g/mol. The algorithm consists of the following steps:
1. Import and normalization of the calibrated mass spectrum
2. Calculation of the possible components
3. Calculate the isotopes of all determined components
4. Checking the presence of component peaks in the mass spectrum

5. Determine the intensity fractions of all compartments using the method

of least squares

If multiple possible solutions are considered, step 2. can be used to perform a
manual filtration, to clarifies the solution. A visualization method was

introduced allowing the selection of the proper solution..

From the fully processed spectrum, the algorithm calculates the charachteristic
polymer parameters, which are the following: Mn, Mw, Nneo, Nweo, NnPo, NwPO
and derived properties such as PDI. The great advantage of the method is that it

can be implemented in simple spreadsheet software and can be used universally
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with little computing power. To validate the results of the algorithm, |
performed H-NMR measurements, which proved the efficiency of the method.

For the visualization of the results obtained from the spectrum and the
comparability of the copolymers, | used a composition drift diagram. |
interpreted the parameters of the diagram, and also introduced a new parameter,
to understand the shape of the diagram. The new parameter is the polydispersity
ratio (PDR). To define and interpret that, | carried out simulations of the
copolymer spectrum and thus the composition drift diagram and compared them
with the measured results, with which they showed excellent agreement. The
quantity introduced is the ratio of the polydispersity indices of the monomers,
which provides information on the shape and slope of the composition drift

diagram.

In addition, | compared analogue copolymers based on the manufacturers' data,
which | proved to be non-equivavalent. Illustrated that findings on the
composition drift diagrams, as well as showed that such difference is also
reflected in their physical properties. In my case, the critical micelle formation
concentration was 1.2 mM and 2.2 mM for the PE6400 Merck (sample 2) and
PE6400 BASF (sample 1), respectively. Additionally, I also found distinction
in the size of the micelles. In the case of PE6400 BASF (sample 1) the z-
average hydrodynamic diameter was 65.3 nm, while for PE6400 Merck
(sample 2) was 18.2 nm. DLS measurement technique was applied to determine
the size of micelles and CMC values. Furthermore, | discovered correlation
between the shape of the composition drift diagram and the presence of diblock
impurities. This is supported by the correlation between the polydispersity ratio
and the percentage of the primary hydroxyl end group, in the case of poloxamers

with a non-reverse structure. Overall, the implementation of the algorithm and
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data visualization was successful, in connection with which | also discovered a

novel parameter that can help to describe copolymers.

As a continuation of my research, | developed a new algorithm, in which I
proved that the the mass remainder analysis (MARA- introduced by our
research group) is excellently suitable for the evaluation of copolymer mass
spectra (as an example on poloxamers). The MARA method is simply the
calculation of the remainder after division, where the components of the
copolymers are classified into residual classes. Such a step allows the simple
identification of polymerization degree of each monomers. In order to further
simplify the copolymer analysis, | tested the application of a reduced dataset for
the evaluation of mass spectra. As the first step, | selected the most intense peak
and the peak series corresponding to the same remainder classes. The series
were filtered by the MARA method. As the next step, the intensities were
corrected based on polynomial correction to handle the overlaps. The obtained
series and their intensities were applied to calculate the polymer properties.
Additionally, | calculated the composition drift diagram from that dataset and
compared them to the results provided by the algorithm analysing the complete
spectra. Excellent agreement was found between the results of the two methods.
The great advantage of the lastly developed method is that it does not require
programming knowledge and can be used in a simple spreadsheet software.
Even more simply than the algorithm presented first, and due to the analysis on

a reduced data set, it is also significantly faster.

As a later part of my research, | analysed the capabilities of gel permeation
chromatography for the detailed analysis of copolymers. To do this, I run three
independent GPC measurements with different solvents. (100% DMF; 60%
ACN, and 40% H20; 94% THF, 5% DMSO, 1% Piperidine) applying PEG as
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standard for calibration. Applying the results of the detailed analysis with the
combination of M, peaks from GPC neural networks were developed. The GPC
data (Mp peaks) were applied as input while the predicted parameters were the
data provided by MALDI-TOF-MS and 'H-NMR. I created and trained two
neural networks with the copolymer dataset. In the first case, the output
parameters were the number average molecular weight and the EO n/n%, which
were determined using linear MALDI-TOF-MS and 'H-NMR, respectively.
The linear mode and the *H-NMR was necessary, because the mass region of
the used copolymers were too high to achieve acceptable resolution by MS
analysis. In the second case, the nneo, Nweo, NnPo, Nwpo Values were the predicted
parameters, for which | used the results of the developed algorithm and added
the structure property (revers structure or not) to the input for more precise
prediction. In the case of the first network, the number of teaching data points
was 61, while in the second case, 50 data points were available. | also
implemented the neural networks in Excel spreadsheets, due to easier handling

and universal usability for poloxamers.

The measured and calculated results were in good agreement and provided
precise and accurate data of the poloxamers, the correlation coefficients are the
following for the predicted and measured data: rmn=0.988, reonin=0.987 in the
first neural network, and rnneo=0.996, rmweo=0.995, rmnpo=0.983, rwro=0.983 in
the second neural network. One of the main results of this part of the research
is that GPC results can be converted to valuable copolymer quantities in a simple
way, while the detailed characterization of copolymers requires extensive
resources. The introduced connectivity pushes the limits of the GPC method and
makes it routinely applicable to analyze copolymers. Such a method allows the
determination of copolymer parameters that can be made by a cheap and routine

measurement, which is also important at the industrial level.
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In addition, based on the results, it can be stated that in the case of simpler
polymer chemistry systems, with a suitable data set, neural networks can be used

as an empirical model to predict the characteristic parameters of polymers.
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1. minta: PE6400 BASF mérései
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1. 4bra: 1. minta PE6400 BASF 'H-NMR spektruma
2. minta: PE6400Merck mérései
[ N B B
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2. 4bra: 2. minta PE6400 Merck ‘H-NMR spektruma
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4. abra: 3. minta RPE1740 (17R4) 'H-NMR spektruma
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6. abra: 4. minta RPE1740 (A) 'H-NMR spektruma
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107
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x10*
1.51

1.0

0.51

0.0

13. abra: 8. minta PE8100 (A) tomegspektruma

2000 2400 2800 3200 3600 m/z

15 [rel]

1 417 313

y_ JL 1

14. abra: 8. minta PE8100 (A) *H-NMR spektruma

110



9. minta: PE8100 mérései

8000+
|
6000 (it
4000+
20001 A i
ilA
0- T T l - ‘ T T - ; IHH . T T Y
2000 2400 2800 3200 3600 m/z
15. abra: 9. minta PE8100 tomegspektruma
- fo) e ’\\_,,/"/'\\-\ e ‘\\\
S | it l
L
e
S P e I H,0
b / = L = S e )
5.2 ppm, . / . 1.0-1.2 ppm |
oD M.z-i&% ppm = ppn‘ﬁr X
g 8 i __sd |

16. abra: 9. minta PE8100 'H-NMR spektruma asszignaciokkal
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Validalashoz kapcsolodé adatok:
1. tablazat: A 'H-NMR és MALDI-TOF-MS mérésekbol szarmazo

eredmények:
MALDI-TOF-MS 1H-NMR
Mln:ca Minta M., EO% M, EO%
SOorszama neve
1 PE6400 2710 38.2 2680 40.3
PE6400 37.7 38.8
2 (L64) 2920 2830
RPE1740 41.8 42
3 (1774) 2800 2750
4 | RPE1740 2410 43.4 2400 43.4
(A)
5 RPE1740 2410 43.7 2330 42.9
6 RPE3110 3390 15.7 3230 14
RPE3110 17.5 17.3
7 GIRY) 3480 3390
8 PE8100 2760 10.3 2790 13.5
(A)
9 PE8100 2750 113 2760 13.6
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Az els6 neuralis halo tanitasahoz hasznalt adathalmaz:

2. tablazat: Az elsé neuralis halo tanitasahoz hasznalt adathalmaz

0,
DMF ACN 60% J&Zgiﬁ; MS NMR
o, o (3] . s .
100% H20 40% Piperidin 1% linearis
Minta .
sor- | Minta M, M, M, M, EO%
) neve
SZama
1 PE6400 2090 3630 2720 2780 40.3
PE6400
2 (L64) 2190 3890 3080 2930 38.8
RPE1740
3 (17R4) 1910 3980 2860 2890 42.0
4 RPIE;}\)74O 1640 3370 2390 2520 43.4
5 RPE1740 1670 3360 2390 2560 42.9
6 RPE3110 1870 5200 2460 3380 14.0
RPE3110
7 (31R1) 1950 5460 3640 3520 17.3
8 PES100 (A) 1480 4140 2740 2900 13.5
9 PE8100 1460 4080 2760 2790 13.6
10 RPE2520 1540 4150 2690 2770 23.4
11 RPI;;;ZO 1200 3190 2060 2140 29.9
12 RPE1720 1320 3450 2200 2270 28.2
13 PE6100 (A) 900 3090 1860 1890 12.4
14 PE6100 930 3140 1870 2040 12.0
15 PE6200 1690 3430 2480 2680 33.4
16 L35 1590 2480 1980 1960 50.4
17 PE/P84 3790 6150 5300 5160 46.3
18 L121 2720 6890 5170 4410 15.8
19 PE6120 (A) 900 3090 1850 1900 12.3
20 P123 4710 8370 7270 7000 35.6
21 F68 8670 10040 9840 9250 80.7
22 F127 12040 13520 13800 12560 72.7
23 PE3500 (A) 1440 2300 1830 1750 54.1
24 PE4300 (A) 1160 2380 1690 1740 36.8
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2. tablazat: Az els6 neuralis halo tanitasahoz hasznalt adathalmaz

(folyatasa)
0,
DMF | ACN 60% J&Z;‘;ﬁ; MS MR
o, o (o] . s .
100% H20 40% Piperidin 1% linearis
Minta .
sor- | Minta M, M, M, M, EO%
) neve
SZama

27 |PE3100(A)| 460 1790 1080 1220 | 14.99

28 | PE3100 470 1790 1060 1110 14.7

29 | PE4300 | 1170 2400 1650 1710 34.2

30 | PE10400 | 5150 8410 7430 7160 43.8

31 | PE10500 | 5870 8740 8020 7510 52.1

32 | PE10100 | 2120 5420 4020 3960 14.1

33 | PE9400 | 3820 6100 5080 5150 48.0

34 | 10€823 1 o 2310 1860 1820 50.6
keveréke

35 3¢€s5 1800 3450 2620 2650 45.7
keveréke

36 3esd 1770 3390 2580 2600 45.7
keveréke

37 les2 2110 3470 2830 2930 39.2
keveréke

38 6es7 1890 4600 3480 3550 16.9
keveréke

39 | Hesl2fio0 2960 2150 2200 29.7
keveréke

40 4es> 1640 3030 2350 2450 46.5
keveréke

a1 | 2482 1 414 2170 1680 1670 34.0
keveréke

a2 | B3 409 2710 1900 1880 10.9
keveréke

43 8¢es9 1450 3680 2720 2720 14.8
keveréke

ag | 27828 1 4 1570 1120 1100 143
keveréke

101,

45 o 1390 3260 2450 2300 27.2

frakcidja
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2. tablazat: Az els6 neuralis halo tanitasahoz hasznalt adathalmaz

(folyatasa)
0,
DMF ACN 60% 5323453 MS NMR
o, o 0o . s .
100% H20 40% Piperidin 1% linearis
Minta .
sor- | Minta M, M, M, M, EO%
) neve
szama
10 2.
46 . 1490 3590 2700 2630 24.4
frakcidja
10 3.
47 . 1610 3960 2930 2910 21.1
frakcidja
151.
48 . 1670 3450 2540 2510 27.2
frakcidja
15 2.
49 . 1670 3230 2700 2670 23.8
frakcidja
50 PEG1500 1450 1450 1450 1420 100.0
51 PEG1540 1490 1450 1480 1520 100.0
52 PEG3000 2970 3020 3020 3090 100.0
53 PEG3400 3260 3300 3240 3430 100.0
54 PEG4000 3860 3920 3930 4020 100.0
55 PEG6000 6040 5740 5890 6050 100.0
56 PEG6000 6450 6280 6290 6310 100.0
57 PEG8000 9010 8670 8810 8690 100.0
58 PPG900 400 1600 840 900 0.0
59 PPG1000 400 1820 1040 1030 0.0
60 PPG2000 900 3350 1830 2080 0.0
61 PPG2000 890 3360 2010 2090 0.0
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A masodik neuralis halo tanitasahoz hasznalt adathalmaz:

3. tablazat: A masodik neuralis halo tanitasahoz hasznalt adathalmaz

THF 94%
DMF ACN 60% 0 rever-
100% | H2040% | DMSOS% 1 MS reflektron
Piperidin 1%
Minta Minta reverz
sor- Mo M, Mp _ Nhpo | Nwpo | Nneo | Nweo
, neve =1
szama
1 PE6400 2090 3630 2720 0 28.6 | 29 | 23.3 | 27.0
2 P(ELE:L(;O 2190 3890 3080 0 31.3 |31.7| 25.5 | 284
RPE1740
3 (17R4) 1910 3980 2860 1 27.8 [28.4| 26.4 | 27.0
4 RPI:)MO 1640 3370 2390 1 23.3 |23.8| 236 | 241
5 RPE1740 1670 3360 2390 23.2 | 23.6| 23.8 24.2
6 RPE3110 | 1870 5200 2460 490 |495| 121 | 12.8
RPE3110

7 (31R1) 1950 5460 3640 1 49.2 |49.7| 13.8 | 143
8 PE(8A1)00 1480 4140 2740 0 42.4 |43.0| 6.4 9.1
9 PE8100 1460 4080 2760 0 41.7 (422 7.0 9.7
10 RPE2520 | 1540 4150 2690 1 37.0 |375| 12.2 | 12.8
11 RPIa)720 1200 3190 2060 1 27.0 | 27.7| 11.3 12.0
12 RPE1720 1320 3450 2200 1 29.3 | 30.0| 12.3 13.1
13 PE(6A1)00 900 3090 1860 0 28.8 [29.7| 2.1 4.6
14 PE6100 930 3140 1870 0 304 |311| 2.8 5.3
15 PE6200 1690 3430 2480 0 29.7 |30.1| 17.5 | 19.9
16 L35 1590 2480 1980 0 16.0 |16.4| 20.4 | 24.6
17 PE/P84 3790 6150 5300 0 59.4 |61.3| 36.3 | 38.3
18 L121 2720 6890 5170 0 73.7 |74.0| 125 | 154
19 PE(6A1)20 900 3090 1850 0 28.6 [29.7| 2.1 4.6
23 PE(3A5)OO 1440 2300 1830 0 13.5 |149| 149 | 20.7
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3. tablazat: A masodik neuralis halé tanitasahoz hasznalt adathalmaz

(folytatas)
THF 94%
DMF | ACN 60% 2 | rever-
100% | H2040% | DMSOS% | s MS reflektron
Piperidin 1%
Minta Minta reverz
sor- Mo M, Mp _ Nhpo | Nwpo | Nneo | Nweo
, neve =1
SZama
24 PE(‘ZOO 1160 2380 1690 o | 169 |180| 96 | 138
25 Rpii)SZS 1200 3130 2030 1 | 259 |265]| 115 | 12.1
27 PE(?’Al)OO 460 1790 1080 o | 155 |161]| 1.6 | 3.8
28 | PE3100 | 470 1790 1060 0 | 161 |165]| 2.0 | 43
29 | PE4300 | 1170 2400 1650 0 | 185 |190| 94 | 134
34 [ 1665231 1o/ 2310 1860 0 | 156 |159] 22.7 | 26.7
keveréke
3és5
35 , 1800 3450 2620 1 | 276 |282] 262 | 26.8
keveréke
3és4
36 , 1770 3390 2580 1 | 27.4 |281] 26.1 | 26.7
keveréke
1és2
37 | 2110 3470 2830 o | 301|305/ 281 | 306
keveréke
6és7
38 , 1890 4600 3480 1 | 51.0 |515]| 13.4 | 13.8
keveréke
39 | 11e€s121 150 2960 2150 1 | 286 |29.2] 120 | 126
keveréke
4 és5
40 , 1640 3030 2350 1 | 235 |24.0| 240 | 245
keveréke
a1 [ 2485291 1140 2170 1680 o | 188 |193] 10.7 | 156
keveréke
a2 | B 959 2710 1900 0o | 318 (323| 25 | a8
keveréke
8és9
43 , 1450 3680 2720 0 | 434 |439]| 67 | 98
keveréke
ag | 275281 45 1570 1120 0 | 160 |164] 11 | 31
keveréke
101,
45 = | 1390 3260 2450 1 | 320 |321] 128 | 13.2
frakcidja
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3. tablazat: A masodik neuralis halé tanitasahoz hasznalt adathalmaz

(folytatas)
THF 94%
DMF ACN 60% rever-
100% H20 40% DMSO 5% Jits MS reflektron
Piperidin 1%
Minta Minta reverz
sor- neve M, M, M, -1 Nnhpo | Nwro | Nneo Nweo
széama

10 2.
46 frakcidja 1490 3590 2700 1 36.6 [36.7| 12.6 | 13.0

10 3.
47 frakcioja 1610 3960 2930 1 419 |42.0]| 123 | 12.7

151.
48 frakcioja 1670 3450 2540 0 319 |32.0| 16.0 | 19.1

15 2.
49 frakcioja 1670 3230 2700 0 36.0 |36.1| 14.8 | 17.5
50 | PEG1500| 1450 1450 1450 0 0.0 0.0 | 30.1 | 311
51 | PEG1540| 1490 1450 1480 0 0.0 0.0 | 31.5 | 32.2
52 | PEG3000 | 2970 3020 3020 0 0.0 0.0 | 70.3 | 70.8
53 | PEG3400| 3260 3300 3240 0 0.0 0.0 78 78.8
54 | PEG4000 | 3860 3920 3930 0 0.0 0.0 | 90.8 | 91.5
58 PPG900 400 1600 840 1 15.6 |16.1| 0.0 0.0
59 | PPG1000 | 400 1820 1040 1 17.8 |18.5| 0.0 0.0
60 | PPG2000 900 3350 1830 1 35.8 |36.6| 0.0 0.0
61 | PPG2000 890 3360 2010 1 36.1 [36.7| 0.0 0.0
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