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ABSTRAKT

Cielom tejto prace bolo vyuZitie metdéd termickej angly@iferertna kompenzéna
kalorimetria a termogravimetria) pri Studiu kingtikdparovania vody z hyaluronanu. Tento
pristup pomohol k stanoveniu zmien desoglth energii v priebehu odparovania a pomohol
tak k lepSiemu pochopeniu hydratacie hyaluronanwyuZitim oboch termoanalytickych
technik a s pomocou bezmodelovej kinetiky navrhimut@rof. Ozawom boli stanovené
kinetické parametre Studovanych procesov. Vyslegkywrdili predchadzajuce poznatky
tykajuce sa mnoZstva vody naviazanej v primarngjrétgnej obalke hyaluronanu, t.j.
mnozstvo tejto vody sa pohybuje v oblasti koncemiitr@,4-0,8 g vody na 1 g hyaluronanu..
Dalej bolo zistené, Ze v priebehu odparovania vodghddza pri tychto koncentraciach
k tvorbe hyaluronového gélu stabilizovaného praedepne vodikovymi mostikmi.

ABSTRACT

The aim of this thesis was to apply methods of ntaranalysis (differential scanning
calorimetry and termogravimetry) to study kinetafswater evaporation from hyaluronan.
This approach allowed to determine the changesesbmbtion energies in the course of
evaporation and consequently helped to improve uhderstanding of the hyaluronan
hydration. Thermoanalytical methods in combinatisith model-free kinetics previously
suggested by Ozawa were used to determine kinatanpeters of studied processes. Results
confirmed previous knowledge about the content afewlocated in primary hydration shell
of hyaluronan, i.e. concentration range from 0.84.8 g of water per 1 g of hyaluronan.
Further, it was found out that during the evaporatin this concentration range, the
hyaluronan gel, stabilized probably by hydrogendsoms formed.

KEUCOVE SLOVA
Hydratacia, biomolekula, termicka analyza
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1 UvoD

Posledné kroky modernej vedy smerujulriadaniu latok telu vlastnym na transporting ¢i
Specifickych zldenin na potrebné miesto v teleladnko odbudratnym po splneni ich
primarnej funkcie bez zanechania Vadieho efektu. NapstejSie sa javia za vyhodné rdozne
polysacharidy ako hyaluronan, ktoré su telu vlastp#odukovane nizSimi organizmami ako
su baktérieti kvasinky.

Hyaluronan je polysacharid telu vlastny, nachadea 5znychtastiach hlavne v sklovci oka,
pokoZke¢i ako vyph maziva Kbov. Je silne hydrofilny a schopny vidzktky, ¢im sa
povazuje za dobry prenaSa ma Siroké pouzitie v medicine a vo farmécw kozmetike na
liecenie tazko ligitel'nych ran v spojeni s jédom, na hydrataciu pokoZlpodobe sodnej
alebo draselnegj soli.

Hyaluronan predstavuje jednu z najdélezitejSich editine vyuzivanych latok majucich
vysoku retetint kapacitu vody. | k& bola tato vlastnasmnoho krat skimand, stéle esSte
existuje niekdko nejasnosti tykajucich sa tejto problematiky.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kyselina hyaluronova

2.1.1 Histoéria

Nazov kyseliny hyaluronovej pochadza zo slova hyalgrécky pre sklovec). Uronova
kyselina bola prvy kréat izolovana zo sklovca hovébda dobytka Karlom Meyerom v roku
1934, kde sklovec obsahoval ajké mnoZzstvo urénovej kyseliny [1].

2.1.2 Vyskyt, pouzitie a produkcia

Kyselina hyalurénova je prirodzene sa vyskytujuolypacharid u cicavcov a niektorych
mikroorganizmov. In vivo sa nevyskytuje v kyslepfmnizovanej forme, ale vo forme svojej
sodnej soli tzv. hyaluronan (HYA). Tento biopolym#astava doélezité biologické funkcie
v organizme, ktoré zavisia na molekulovej hmotndsaiie pre molekulovi hmotno®d 0,4
po 900 kDa, ktora zabezpge biologicku aktivitu, kdezto od 900 do 1800 k&mpodiéa na
organizacii tkaniv a lubrigaych aktivitach [2] ako zobrazuje obr.1. HYA saicewcov
nachadza v celom organizme, va@$gj miere sa vyskytuje v makkych spojivovych tkaiiv
taktiez v pokozke, sklovci oka alebo pdpej Snure [3]. Napriklad pri poraneni koZze
dramaticky vzrastie mnozstvo HYA v oblasti poraertio indikuje zapal,dalej niektoré
molekulové hmotnosti HYA mdézu poukazdvaa vyskyt tumoru a zaroiesuvisi¢® so
zhubnosou daného tumoru. Telo 70 kgoveka obsahuje cca. 15 g HYA, kde 5 g denne
podlieha metabolickej premene. HYA je tiez produkoy niektorymi baktériami ako
extracelularna ochranna kapsula [4].

Molekulova hmotnost hyaluronanu
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Obrézoke.1 zavislos funkcie HYA na molekulovej hmotnosti[4].



Pouzitie HYA m4 Siroky rozsah. PouZiva sa v medigiapriklad ako lubrigaé ¢inidlo pre
intraartikularnu aplikaciu. Kéze je HYA dobry humektant pouziva sa v kombinécii
s dezinfeknymi ¢inidlami ku hojeniu rdn kde sa degraduje na oligbsaidy s reguknou
funkciou. MozZne vyuzitie HYA je aj pri cielenej digoucii lieciv. HYA je tiez moZne vyuZi
pre tkanivové inZinierstvo ako scafold.

Komerkne bol HYA z pgiatku extrahovany zo ziwdSnych tkaniv napriklad z kohutich
hrebienkov alebo zo sklovca oka hovadzieho dobytseobecne z tkaniv bohatych na
hyaluronan, ale od tejto metddy sa dnes odstupetickych dévodov a moznosti zanesenia
virovej infekcie, preto su v dneSnej dobe tieto ddgt nahradzované fermetteou
produkciou kmemi baktérii Streptococcus equi, Streptococcus zdeemicus a Bacillus
subtillis, ktoré mézu byt geneticky modifikovanéMG) atd’. (obr. 3) [5].

Hyaluronan | Hyaluronan Hyaluronan

z kohutich | z Bacillus z Streptococcus

hrebienkov . subtilis equi

Zivocisny zdroj 0 biotechnologicky biotechnologicky
zdroj zdroj

non-GMO GMO non-GMO

vysoky obsah necistot O nizky obsah necistot nizky obsah necistot

molekulova hmotnost' molekulova hmotnost’ o molekulova hmotnost’
=4 MDa <1 MDa az 3 MDa
Siroka Skala

molekulovych hmotnosti

Obrazoke.2 spésoby extrakcie HYA a jej vyhody a nevyholdy [5

2.1.3 Struktara

Hyaluronan je linearny, nerozvetveny, vysoko moleiw, polarny polysacharid patriaci do
triedy glykosaminoglykanov. Je zloZeny z dvoch pexthotiek a to N-acetyl-D-glukosaminu
a D-glukurénovej kyseliny viazanycl 1-4 glykozidickou vazbou atieto dosacharidké
jednotky su viazan@ 1-3 glykozidickou véazbou (obr. 3) [6]. Obe sacharidgkdnotky su
priestorovo pribuzné gluk6zéo v 3 konfiguraciipovd’uje ve’kym skupinam (hydroxylova,
polokarboxylova a anomernemu uhliku ndialSom cukre) drza sféricky vyhodnu
ekvatorialnu konformaciu pokym vSetky malé atomydika obsadzuju menej stéricky
vyhodnu axialnu konformaciu, ktord mézeme vitna obrazk. 4-5
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obrazoke.3 Strukturny vzorec disacharidickej jednotky HYBA [
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obrazoke.4-5 sférické usporiadanie skupin a vodikov nanedghzci [7].

V sekundarnej Struktire sa jednotlivé disacharidgeenotky t@&ia okolo osi do 180°
zavitnice atvoria mazec. Dve zavitnice (360°) prindSaju sgEvodnu orientaciu z tohto
dévodu je Struktdra v podobe dvojitého alfaheliXy [

2.2 Voda

2.2.1 Vlastnosti

Voda je najjednoduchS$ia zénina dvoch najviac sa vyskytujucich prvkov v pdigoa to
kysliku a dvoch vodikov spojenych polarnou vazhey,uloha je nezastupitea pre Zivot.
Samotnd ma v organizme mnoZzstvo Uloh ako raamis, zabezpeije stadlos vnutorného
prostredia, sepatae c¢inidlo, distribator Zivin a transport metabolitoveagujuca zlozka
v mnohych reakciach, regulator teploty, mazadl@gngportné médium nevyhnutnych
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Strukturalnych pochodov v molekulach bielkovin aetukleovych kyseling’alej ako timé
narazov napriklad v mozgu [8].

2.2.2 Hydratécia

2.2.2.1Struktdra vody

Hydratacia molekul vyplyva zo Struktiry vody a ¢ejovanim sa v roztoku. V molekule vody

jadra kyslika s 6smymi kladne nabityrsasticami prfahuju elektrony lepSie ako atémy

vodika s jeho jednou kladne nabitdasticou. Z toho dévodu ma kyslik parcialny zaporny
ndboj avodik parcialny kladny, a preto su tu pnit@, mimo kovalentych vazieb, slabé
interakcie medzi kyslikom a vodikom inej molekulydy tzv. vodikové mostiky [9] (obrazok

¢.6).

5=
ot &=

Obrazoke.6 Znazornenie vodikového mostika medzi dvomi olalekvody [9].

Vodikova vazba vo vode je kmi slaba, ako som uz spomenul, jej sila je len gedvadsatina
kovalentnej sily medzi O...H, kde pa¢livog’ vazbovych elektronov tohto paru O...H
smerom k atomu kysliku zanechéva deficit na vzdiglstrane vodikového atomu Vzidom
na dalSi atom kyslika. Vysledkom je, Ze najsilnejSiazbh& medzi vodikom z kovalentnej
vazby O...H a susednym kyslikom nastava vtedy, && vSetky usporiadané linearrig€e
0...H-0 a vzdialendsatbmov kyslika je do 0,28 nm. Kazda molekula votze tvori Styri
vodikové vazby ato dve vlastné umocnené ich vodikd atbmami a dve vyuzivajlce
vodikové atdmy pripojené na susedné molekuly vétlyié sa prirodzene usporiadavaju do
formécie tetraedra demonsStrovany na obrazkiy10].

Obrazoke.7 Formécia tetraedra piatich molekdl vody a jehi@egtorové usporiadanie [10].
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2.2.2.2Hydratécia biomolekul

Jedna z mozZnosti delenia vody pri hydratacii bi@kal na zéklade fyzikalnych vlastnosti je
na zaklade ich rozdielnych entalpii a tepl6t topehj. existuju tri zakladne typy a to viazana
mrzndca, viazana nemrznlca d&wva mrznuca, ktora byva zabudovana v Struktire a#gbo
mimo nej. Tieto formy vody su zakladnym predpokladpre spravne pochopenie hydratacie
ako takej. Termin viazanej vody je Iwai tazké porozumié a eSte obtiaznejsie presne
definova’. Neviazana voda mrzne ako normalna voda pri Ot@cateplota je zavisla na
rychlosti chladenia a entalpia topenia je 334 38 J/mol. Voda viazand mrznlca
kryStalizuje a topi sa pri nizSich teplotach nedavmeviazana a je tu redukcia aj v hodnote
entalpie topenia. Viazand nemrznlca voda sama e semrzne. K stanoveniu vySSie
spomenutych typov vody mdézme vytizmetddu difereénej kompenzénej kalorimetrie
(DSC).[11, 12, 13]

Vodikova vazba je oslabovana ak jeden z darcovkeagth vazieb vody ma silnejsi zaklad
ako voda samotna. Napriklad karboxylaty z&ptju oslabovanie vodikovych vazieb
v d’alSej hydraténej obalke atym vznika naruSovanie siete vodikbvyazieb. V blizkosti
elektrolytu je osmotick& aktivita vysoka a chemigatencial a aktivita vody nizka. Potencial
vody je ciastane zvySovany naruSovanim siete vodikovych vazidb.jeApovrch vysoko
nabity, zona vody s vysokou hustotou (HDW - highngiyy water) méze dosiahtivaz
niekd’ko nanometrov,co zapréini, Ze hustota hydrataej vrstvy méze b§ vysSia nez
1.1 g.cn. Z6na obsahuje slabé vodikové vazby, je reaktiknanuluje malé katiény,
obsahuje viacmocné aniény alebo hydrofébne prisady.udrzanie stadleho potencialu vody,
kde voda obklopujuca zonu HDW s nizkym potencial@mznizovany k tomu, aby bola
vyrovnavana produkcia zén s nizkou hustotou vodL— low density water), ktora je dds
rozsiahla poki& sa jedna o zniZzovanie celkovej hustoty v stredetoTdve zony HDW
aLDW mézu by rozliSené neostro alebo perfektne sformované kateny chemicky
potencial bude rovnaky [14]

Tuhog’ polysacharidového tazca je zavisly na vzdialenosti @pstch idnov (v pripade, Ze je
kratka to vedie k zvySovaniu medzimolekulovejtp#livosti, kdeZto pri vikej vzdialenosti
nastava pripad LDW). Pravidla pre tvorbu iénovydrgy mézu by sledované na slabo
hydratovanych karboxylovych skupinéch, kde silndragované iény (L, C&*, Mg®") budu
absorbované do idnovych povrchov menej ako slaloatgvané iony (G K*, Na') [15, 16,
17].

Niektoré polyelektrolytické polysacharidy (napr. kjay obsahujuce viac ako 57%
nemethylovanych karboxylatov) mézu forméwapojovacie zony cez dvojmocné kationy ako
napriklad C& pokid spolupracuje minimum zo zbytkového mnoZstva. Negai dve
karboxylové skupiny napomahaji k odpudzovaniu viagavody pré od C&" iénov za
formovania spojovacich z6n ich soli. Nizky potehe@dy s pridruzenymi ibnovymi parmi je
ovplyviiovany blizkou okolitou vodou, ktora vyrovnava icbtgncialy. Toto nuti okolit
vodu, ktora ma nizSiu hustotu, kdgemu rozSirovaniu [18].
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2.2.2.3Efekty pre vodu viazanu na Struktiru polysacharidujej Struktaru

Silne viazana voda a hydrofébny povrch su spojetverbou spojovacich zén

Tvorba spojovacich zén zagitiuje tvorbu Usekov, kde tvorba vodnych Kklastrov
redukuje odtekanie vody; klastre 20-30 molekul najiblémy prejé cez pory.

zmeny medzi jednoduchymi a dvojitymi vodikovymi Bami vo vode moézu
zaprtinit’ casove premenné zmeny Struktury,

hydrofobne povrchy stiastane separované ak su v blizkosti nabitych skupim\H
(high density water — viazan& voda s vysokou hasjogeneruje LDW (low density
water bound —viazand voda s nizkou hustotou). LDyénerovana blizko
hydrofébneho povrchu nie je silna sama od sebehaiila spojovaci zény, musi byt
podporena ,externi* LDW za pouzitia HDW dvojvrstaiebo silnymi H-mostikmi,
vel’ké mnoZstvo vody je zadrzované v blizkosti spojstaczon (tzv. mrznulca
viazana) a toto mnoZzstvo vzrasta s rozsahom spaigdvaon [19],

voda ciasta@ne viazana Struktdrou polysacharidu (napriklad e @yré&ného
polomeru) ma obmedzenou difaziu, pretoze sa mobhghmya’ iba v jednom smere.
ak je v Struktdre pritomna LDW vo &om mnoZstve znizi sa vlastna difuzivita Zatia
¢o viskozita sa bude zvySaia

hydratované polyméry su skoro nepriepustfedSim polymérom &aka Strukture
hydratacie; ak su ich hydr&t vlastnosti podobné mézu sa tvardzne spojovaci
zény kombinéciou hydrataych vrstiev. Poki ku kombinacii ned6jde, mdze dbjs
k fazoveé separacii,

nepolarne molekuly zvySujua Strukturdlnu organizacuody cez hydrofébnu
hydrataciu.

2.2.2.4Triedenie typu vody v hydrataej vrstve

husta silne viazana voda spojené s neorientovasiinymi H-viazanymi skupinami
a nabitymi skupinami vratane ich @p& nabitych i6nov,

slabo viazana voda o nizkej hustote spojena s hwsidou,

slabo viazana voda o nizkej hustote spojena stosanymi H-viazanymi skupinami,
slabo viazana voda o nizkej hustote spojena s Roingmi skupinami,

zmieSana neviazana rozstruktirovana voda (doslegidtatanych efektov) [18].

2.3 Termalna analyza

2.3.1 Uvod

Termicka analyza (TA) je definovana ako skupinehigk, v ktorych vlastnosti vzorku su
sledovane v zavislosti n@se alebo teplote, kde tato teplota je na progvammu teplotou
vzorku v Specifikovanej atmosfére. Preto teploprggram mbze zahova’ ohrev alebo
chladenie pri konStantnej teploté za zmeny teploty. Je ale mozné ich aj kombiiova
v jednom viac krokovom deji. Z&dkladom je poznatbd,vzorka je merana za nerovnovaznych
podmienok, tym padom pozorovana teplota prechodu j@i v skuténosti rovnovaznou
teplotou prechodu. TA je Siroko uplatriitél v priemyselnych a vedeckych odvetviach [20]
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Schopnos tychto technik kvalitativne a kvantitativnhe chdesizova’ v obrovskom rozsahu
r6znorodos materiadlu bol rozhodujuci v prijati tejto metodykoa analyticki. Opekma
jednoduchot a rychlog ziskavania vysledkov znamena, Ze ju ved&laavyuzivd vo
zvySenom mnozstve aplikacii [21].

2.3.2 Charakteristika

Suhrn vyhod TA ako analytickej metddy.

» vzorka mdze by Studovana ¥irokom rozsahu teplét pomocou réznych teplot
programov,

« Takmer kazda formavzorky méze (pevna, kvapaln&la ¢y prispdsober
k pouzivanym vzorovym matriciat priloham,

* Pouziva sa malé mnozstvo vzorky (cca 0.1-50 mg),

» Atmosféra v okoli vzorku mdéze byt Standardizovana,

« Cas pozadovany na dokimnie experimentu sa pohybujerozmedzi niektkych
minut az hodin (zélezi na zvolenej rychlosti expemtu).

» Cena TA zariadeni je relativne prijité v zavislosti na rozsahu vyuZzitia [21].

Namerané vysledky z TA sU nepriame a byvaju prekmu porovnané s inou metdédou napr.
NMR, ktoré mozZu ozrejnii molekulové procesy aich chovanie. Ziskané vysiedk
ovplyvnené experimentalnymi parametrami akolkest’ vzorky, rychlog ohrievania
a ochladzovania, povaha a zloZenie okolitej atmmgsféepelnou a mechanickou histériou
vzorky [21].

2.3.3 Princip TA a jej fungovanie

‘-EDED/L IE‘EEIEﬂdE.

te EI-].D-tﬂ:E:‘ Senzor

tePlotrq" a zoszilovadd program

wistupné zariadnis

Obrazoke. 8 schematické znazornenie fungovania TA zariadei.
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Obrazok¢. 8 schématicky znazitwje TA zariadenie a jehéasti. Aparat je zostaveny z cely
so vzorkou a porovnavacou referenciou, teplotnémzau a ochrannej atmosféry v cele.
Dalej je to teplotny program a zasilvacie zariadenie vy@igjice do vystupného zariadenia.
Moderné pristroje su vzdy ploSne pripojené Eif@du (pracovnej stanici), ktory kontroluje

operacie v zariadeni ako rozsah teplét, ryahtwwievania a chladnutia, tok inertného plynu,
vytvaranie atmosféry, zhromd@avanie dat a ich uchovavanie [21].

Preffad niektorych metod:

Merana veltina Nazov metody Skratka metody
Hmotnos Termogravimetria TG
Rozdiel teploty Diferetna termicka analyza DTA
Striedanie teploty Striedava pradova kalorimetria CQAA
Entalpia Difereina kompenzé&éna kalorimetria DSC
Dizka, objem Dilatometria
Deformacia Termomechanicka analyza TMA
Dynamicko-mechanicka analyza DMA
Elektricky prad Termostabilna pradova analyza TSC

2.3.4 Termogravimetria (TG)

Termogravimetria (TG) je odbor TA, ktory skima hmagtny Ubytok vzorky v zavislosti na
teplote alebo ako funkcitasu pri izotermickych dejoch, nemézeme k nejtradetky tepelne
deje spbdsobujuce zmenu hmotnosti ako napriklaceifiay kryStalizaciu, skleny prechod...)
musia v nich by zahrnuté deje vyznamné pre termalnu analyzu akoikiad (sublimacia,
desorbcia, redukcia, oxidacia, vyparovanie, vstrabi...). Metdda je vyuZivana na
charakterizaciu tepelnej stability r6znych matewaka rozlénych podmienok a skimanie
kinetiky fyzikalno-chemickych procesov nastavajliciweo vzorke. Hmotnostné ubytky
ur¢itého materialu su silne zavislé na experimentdinyodmienkach. Faktory ako hmotrios
vzorky, objem, fyzikalna forma, tlak atmosféry vaovkovej komore a rychlgssnimania
maju silny vplyv na charakteristickom znazorneni K@vky. Krivky zaznamu z TG su
znazotiované ako graf zmeny hmotnosti (m) (osa X) v zasisina teplote (osa Y) (°C) alebo
case (t) pri izotermickom deji (obr. 9) [21].

NajcastejSie vyuzitie TG je pri tovani tepelnej stability latky, vyparnosti a priadi

kinetiky procesov dejucich sa pri jej zmene. Kondlgia metdd napriklad TG a DTA mbze
poskytn@ omnoho komplexnejSi pdad na Studované procesy a javy [22].
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termicky stabilna latka

N\ susenie
1 dve stabilné formy

— tri stabilné formy

-\\"“‘—'—-«

~____ termickynestabilna latka

reakcia s atmosférou

stabilna latka po reakcdii s
atmosférou

T

Obrazok ¢. 9 znézornenie zékladnych charakteristickych &kiviTG, vykreslenie je len
schématicke, v realne moézumagqiny tvar [21].

2.3.5 Diferenénd kompenza&na kalorimetria (DSC)

2.3.5.1Uvod do DSC

Prvy komeény DSC pristroj bol predstaveny v roku 1964 pannait$dnom a Perkinom, ktori
ako prvi pouzili meno odliSujuce skenovaciu kalairiu [23]. Ich pristroj vykonovo
kompenzuje a udrzuje nulovy rozdiel medzi vzorkaefarenciou nahradzujacou elektricku
energiu (z tohto dbévodu vykonovd kompenzaciajl’ bdo vzorky alebo do referencie
v zavislosti na tonti vzorka bola ohrievana alebo chladena v linearmpmmere. MnoZzstvo
tepla potrebného na udrzanie izotermickej teplatyrky a referencie je potom znéaitovana
ako funkcia teploty [20].

2.3.5.2Princip DSC

Diferencnd skenovacia kalorimetria (DSC) patri do skupimymioanalytickych metdd,
v ktorych su vlastnosti vzorky sledované v zavisloa ¢ase alebo teplote v naprogramovanej
alebo zvolenej Specifickej atmosfére. Program m&zhhova® zohrievanie alebo
ochladzovanie v pevnej alebo premennej zmeny tepladrzanie stalej teploty (izotermicky
dej) alebo spojenim oboch metdd. Zakladnou mystanRSC je rovnovaha a nerovnovaha
kinetiky a termodynamiky [20]. Merania poskytuju dtitativne a kvantitativne informacie
o fyzikalnych a chemickych zmenach, ktoré zaiii endotermické procesy ako teplo
vtekajuce do vzorky alebo exotermické procesy pmiadéepla von zo vzorky¢i meranie
tepelnej kapacity pri vzniku skleného prechodu [24]

Podstata merania tepelného rozdielu medzi vzorkmfesenciou je funkciodasu, ale od
doby ako sa teplota gima menf linearne je to funkcia teploty. Tepelny tok jekut¢nosti
odvodeny z kombinacie vahov AT (t) a dAT(t)/dt [25]. Oba z nich su transparentné k
uzivat€ovi od tej doby,co elektronika je schopna priamo vynégednotu tepelného toku
z tychto podmienok [24].
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2.3.5.3DSC s tepelnym tokom

Pri DSC s tepelnym tokom sa meria teplotny rozdieldzi vzorkou a jej referenciou ako
funkcia teplotyci ¢asu za regulovanych teplotnych podmienok. Teplaotzgliel je amerny
zmene Vv tepelnom toku (prikonu za jednotksu).

Princip merania je vtom, Ze tertténky su pripojené k spodku drziaku vzorky a jeho
referencie. Druhd& séria tergiédnkov meria teplotu pece a termosenzitivnej dkgtiBehom
danej fazovej premeny je teplo absorbované alebiboeamé vzorkou vyjadrené zmenou
tepelného toku cez termosenzitivnu didti Zmena tepelného toku spdsobi narast teplotného
rozdielu meraného medzi pecou atermosenzitivnogtictou. Tepelnd kapacita tejto
dostiky je merana ako funkcia teploty adiabatickou kiatetriou behom procesu vyroby,
poskytujiuca odhad entalpie prechodu, danou nadastajteplotnymi vykyvmi [26].

2.3.5.4DSC s kompenzéaciou vykonu

Pri DSC s kompenzaciou vykonu sa udrZuje nulovyloteg rozdiel medzi vzorkou
a referenciou dodavanim elektrického pradu (ddti@zov kompenzacia vykonu) dwzorku
alebo referencii. Zavisi na toii,vzorka bola ohrievana alebo chladené linearnahlog’ou.
Okrem toho, Ze pri tomto DSC s kompenzaciou vykgamwendotermicky prechod, ktory
odpoveda narastu entalpie, indikovany ako pik sjaergsmerom nahor ( preto lebo je vykon
vzorku dodavany), zafiaco exotermicky prechod, pokles entalpie, je ukazakg pik
smerujuci nadol.

Tepelna energia potrebna k udrzaniu izotermickyotinmenok medzi vzorkou a referenciou
je zaznamenavana ako funk¢@su ( za pouzitia izotermického teplotného proghaatebo
teploty v pripade linearneh¢i nelinearneho ohrevu alebo chladenia ale aj ichned
kombinaciou [24].

Pri tomto type DCS su drziaky vzorky a referencemestatne pripojené k odporovym
senzorom, ktoré meraju teplotu drziaku na spodmane a odporovym ohrietram, ktory je
mensi ako u DSC s tepelnym tokom a tym padom jetiegp odozva rychlejSia a nasledne je
mozné vyuziva vysSiu rychlog snimania [21]. Ak je zaznamendvany teplotny rdzciedzi
vzorkou a referenciou, ktory je sposobeny fazovam@nou vo vzorke, je energia dodavana
do vzorku vasia aZ do tej doby, kym je teplotny rozdiel mereg hodnota prahovej teploty
¢asu alebo zjednoduSene to mézme vyjadie prikon je umerny tepelnej kapacite vzorky
[24].

2.3.5.5Teplotne modulovana diferama kompenzéna kalorimetria (TMDSC)

Teplotne modulovana komperira kalorimetria (TMDSC) zahuje skladanie nelinearnych
sinusovych modulacii proti trastiej rychlosti ohrevu u DSC, kde teplotaéasom narasta.
KonsStantny profil ohrevu poskytuje informaciu olkaalom tepelnom toku, zati@&o sinusovy
profil dava informaciu o tepelnej kapacite odpoyeade] rychlosti teplotnej zmene. Tepelna
kapacita je zloZka celkového tepelného toku a polbécne udavana ako vratny (reverzny)
tepelny tok a kineticka zlozka, funkcia teplotyd@se, ako nevratny (nereverzny) tepelny tok.
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Delenie celkového toku na vratny (reverzny) a newra(nereverzny) je ovplyvnené
experimentalnymi podmienkami, hlavne vtedy dkenastava ¢asovo zavisla nevratna
fenoména. VSeobecne nereverzny signadl mozé wyuzity na odhalenie pritomnosti
ireverzibilnych procesov, ako suU chemické reakciexidacia, vyparovanie) alebo
nerovnovazne fazové prechody (chladna kryStalizaf2d]. TMDSC je technika, ktora
ponuka mnozstvo vyhod oproti Standardnému DSC a&priklad redukciu entalpickej
relaxacie nebo zvySenie citlivosti. M& vySSiu it preto sa v praxi vyuziva napriklad na
skumanie sklenych prechodov, meranie tepelnej kgpaatepelného toku vjednom
experimente [27].

2.3.6 Termicka analyza pri Stadiu biopolymérov a jej vyudtie v praxi

Publikacii a knih [28-37] k tejto tematike je obs&a¢ mnoZstvo preto nasledujlci zoznam
zahrnuje iba tie najdélezitejSie pre ndzornu dermaoi vyuZzitia TG a DSC v praxi.

2.3.6.1Diferenéna kompenzéna kalorimetria

* Jouon, akol. skimali sodnuTlskyseliny hyaluronovej (HYA) a to jej reorganizaciu
pri hydratacii a jej relativnu vihkés ktora sa pouziva v kozmetickom priemysle.
HYA vysuSovali na teflonovych podloZzk&e¢im vytvarali film. Zistili, Ze pri vihkosti
50-65% sa na filme absorbovala len voda nemrzralegyri vihkosti 88% sa uz javila
aj voda mrznuca

o S. Takigami a M. Takidgami vyuZivali DSC pre Stadiderivatov HYA siéovitého
charakteru (cross-linked) vytvoreného za pomocam#éddehydu. Predmetom bolo
dokaz& 3 typy vody a to vinu neviazand mrzndcu, viazand mrznlcu a viazanu
nemrznucug¢o sa aj potvrdilo

e Karolina BeneSovad akol. vyuzivali DSC na skumanemalnych atermo
oxidativnych chovaniach sodnej soli kyseliny hyahovej a jej n-hexyl, n-decyl, n-
tetradecyl a hexadecyl éterov. Ukazalo sa, ze ySathlkyl derivaty zapginili
zniZzenie podiatocnej teploty primarneho kroku termodegradacie oproti
nesubstituovanej kyseline hyaluronovej, ale na erustrane zapkinili zniZzenie
hmotnostného Ubytku behom oboch dejov (termélnycterraooxidativnych)
prostrednictvom zmeny usporiadania systému vodikowvyazieb.

« Berthold, J. a kol. skimali sorpciu vihkosti nam@zh typoch derivatoch celulézy ako
funkciu relativnej vihkosti vzdusnej vihkosti nalyyp poctu iontov a rézne nabitych
skupin na absotimom mechanizme. Z experimentu bolo vydedukovanéySbtky
typy testovanych derivatov celulézy mali vrstvu memicej vody interagujucej
v blizkosti vazbovych miest, kde nasledovne na tiZenvoda mrznlca obklopava
tato vrstvu za podmienky pritomnosti nabitych skupiypy iénov a elektrénovych
parov ovplywiuju obsah a vlastnosti absorbovanej vody.

» J. Berthold akol. Studovali fyzikalne vlastnostirlsovania vzdusnej vlhkosti na
lignino-celul6zovych materialov. Stanovovali chowanabsorpcie a denie typ
molekul vody (viazand mrznulca alebo viazana neduanabsorbovanej polarnymi
molekulami (OH, COO, SQ) s pridruZzenymi i6novymi parmi (H Na, C&™).
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Zistili, Ze absorpcia na lignino-celul6zovych méikch je zalozena na chemickom
zloZeni a kryStalovom usporiadani systéemu. Experimetvrdil predpoklad zakladnu
ideu, Ze voda méZe byt absorbovana na Specifickyigstach a to na hydroxyloch,
nabitychc¢asticiach ako karboxylouwé sulfénova kyselina

2.3.6.2Termogravimetria

J. Kwerik akol. vyuzili TG na Stadium vplyvu réznych dedovych zldenin
(aromatické latky, organické kyseliny, alkany, ketpna termooxidativne vlastnosti

vt

ovplyvnila ich samotnu stabilitu pri deji uz v rélae nizkych koncentraciach

M.E. Sanchez akol. vyuzivali TG na analyzu pridétda porovnavania spalin
splaskového kalu, zvieracich vgkov a pevnych castic komunéalneho odpadu.
Pomocou tejto metddy zistili, Ze tieto bio odpadywyuzitd'né aj ako material na
vykurovanie. Poukazali, ze TG jelwsi rychla a d@inna metdéda prd’alSie skimanie

rychlo sa rozvijajucich materialov biopaliv.

S.M. Pourmortazavi a kolpouzili TG pre skimanie tepelnej stability energletch
materialov ako je nitrocelul6za a to na termodegcad pre poznatky o uchovavani
tychto latok. Zistili, Ze tepelna stabilita nitrdgkzy je okolo teploty 192°C. Bolo to
podloZzené teoriou akti¢aej energie pdé Ozawu a vyuZili neizotermickych
termogravimetrickych experimentov a stanovenieadgisbv.

2.3.7 Reakéné kinetika

Pri Stadiu kinetiky reakcii a procesov sul'me ¢asto vyuzivané termoanalytické metddy.
Mechanizmy tychto procesov stasto vémi zlozité alebo sa nedaju vbdbec popisa
jednoduchym kinetickym modelom. Vyskytuju sa v #géh viachasobnych krokoch
o réznych podmienkach. Pre deje zaloZené na tainoj@okovej aproximacii jetasto
pouzivany bd’ bezmodelovy alebo modelovy pristup.

2.3.8 Jednokrokova aproximacia

Tento dej je vSeobecne zobrazovany ako rychjm®cesu v kondenzovanej pare, kde je
zobrazovany ako funkcia teploty a stagpremeny:

da _
g AT,a) (1)

Kinetika procesov v pevnej faze popisana rovnicbuamoze bty vyjadrena ako produkt
dvoch separovataych funkcii na sebe nezavislych prkgl) vyhradne zavislej na teplote
a druhej zas len zavislej na stupni premgny:

¢T,a)=k(M)f(a) (2
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Kombin&ciou rovnic (1) a (2) mbéze tbypomer viacstufového komplexného procesu
zapisany ako:

L -kmt@ ©
Rovnos (3) je va&Sinou nazyvand hlavnou rychlostnou rovnicou. To madoba
jednokrokovej rychlostnej rovnice, i#e je to zobrazovanie rychlosti komplexne
kondenzovanej fazy procesu. Jednokrokovy dej aprésie tak nadobuda v nahrade v skutku
komplexny subor kinetickych rovnosti zhrnuty doifegl jednokrokovej kinetickej rovnice.
Toto je prva vlastnas jednokrokovej aproximacie. Teplotna funkcia v & v&Sinou
povazuje za staly pomer a funkcia stagremeny sa povazuje zas e’ zodpovednej za
mechanizmus rovnice [38]. Viac menej tento cely lagk mb6Zze by povazovany za
nespravny, pokym matematicka formulacia jednokrekoaproximaciek(T) a f(a) len
jednoducho predstavuje teplotu a premeny pohybovyldZziek hyperplochy, ktora je
zobrazovana ako zavistbgpremeny, ktora je funkciodasu a teploty [39]. Len pre malo
vynimiek je funkcia teploty vyjadrena arrheniovawvmicou:

- _E
k(T)—Aexr{ RT} 4)

Kde A aE suU povaZované za pred exponencialny faktor aakté energial za absolutnu
teplotu aR za plynova konsStantu. To bolo ospravedinené dgytgubkym k(T) nebolo
konStantné & bola moZno mechanisticky interpretéwatermine véinej energetickej bariéry.
Tu uZ nie je Ziadny doévod byt obmedzovanym arrhemio vztahom a budu pouzite dva
nearrheniové wahy ako funkcie teploty, ktoré uz boli navrhované.

k(T)=AT"™ (5)
k(T) = Ae®™ (6)
Kde m aD su nastavittnymi parametrami. ii&kou vyhodou pouZitia rovnic (5) a (6) je, na

rozdiel od (4) to, Ze teplotny integral méze’ vyjadreny v uzavretom tvare a nie ako funkcia
teploty. Prakticky kazda funkcia je spojend s pt@asu o reaknom mechanizme [40].

Termoanalytické metédy (DSC, TG) poskytuju suhrignal vSetkych reakych krokov
vyskytujucich sa vo vzorke. Pre rovnaky procasasovo-teplotny rezim mézu bymeny
reakinych rychlosti ziskanych rozhymi metédami rozdielne. Z tohto dévodu v kinetigko
popise DSC experimentalnych dat je urobena anglgnaeru a mnozstva uirmeného alebo
absorbovaného tepla. Analogicky v kinetickom pofi§eje analyzovany pomer a mnozstvo
hromadného Ubytku [38]

2.3.9 Izokonverzné metédy

Izokonverzné metédy mozu HynajlepSie spozndieé poda ich predstavit®v. Metody
pod’a panov Friedmana, Ozawy a Flynn a Walimona. Zaujimavé je, Ze v3etky tri metody
boli vypracovan&ud’'mi zaoberajucimi sa tepelnou degradaciou polymérod tejto doby su
pouzivané pri kinetickej Stadii polymérov. Izokoremé metddy vyzaduju prevadzanie sérii
experimentov v réznych teplotnych programoch a gghdodnoty aktivanej energie ako
funkcie stupta premeny. Aktivéna energia ma&asto kolisavy priebeh a rozsah konverzii.
Potencial izokonverznych metdd bol prijaty ako mmjra analyza energetickych zavislosti
a demonstrovala, Ze tieto metédy mozZut bgouzivané pre skimanie mechanizmov
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kinetickych procesov. Tieto dva rysy dali zaklaskanverznej kinetickej analyzy alebo
lepSie povedané bezmodelovej kinetiky.

Hlavna myslienka izokonverznej analyzy jd’'me jednoduchd. Su potrebné len dva zakladné
predpoklady:

1. Intenzita procesu v kondenzovanom stave je vSe@bdégnkciou teploty a stufa
premeny, ako znaziwja rovnice (1)-(3). Hlavny désledok rovnice (3) je je to
funkcia stupia premenyf(«) pevne drziaca hodnotu premeaypre rézne teplotyi
teplotné programy, to znamena, Ze mechanizmusheadfé funkciou premeny a nie
teploty.

2. Aktivacné parametre su ziskané zo suboru kinetickych mimhaavislych naase a
teplote (pre izotermické meraniajas a spotreba tepla (pre integralne a prirastkové
(inkrementalne) metddy s linearnym teplotnym ptkas)) alebo z reakych
rychlosti a teploty (pre odliSenie friedmanovej aagl. Vyhodnotenie je prevadzane
pri pevnej premene [40].

2.3.9.1I1zotermické izokonverzné metody

Pre izotermické-izokonverzné metody je teplotny pokonsStantny. Po separacii premennych
z rovnice (3) mdze byt tento tah prepisany do tvaru:

< da

jm = ktjzdt 7)

0
Kde't je ¢as potrebny na dosiahnutie premenyAk primitivnu funkciou integralu néavej
strane rovnice (7) oztane ako F dostaneme:

F(0)-F(0)=kt, =t = F@~F0O)

8
" (8)
Teplotna zavislaspomeru konstantl je v&sinou vyjadrena pomocou Arrheniovej rovnice
(4). Kombinaciou (4) a (8) dava vyraz [@ias:

a _Ba
s

Pre aktivaéné parametred, a B, plati:

_ A
A @)-ro) M
_E
B, = R (11)

Dolny indexa at pri AaB uréuju hodnoty suvisiace s pevnou hodnotou premenphd
dovodu parametrd,a B, mo6zu byt ziskane zo suboru izotermickych meraokodca

priamym pouzitim rovnice (9) alebo z logaritmickejnsformacie wahu Int, = f(lj
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2.3.9.21zokonverzné metddy pri linearnom zahrievani

1. Integralne metody
Pre neizotermické podmienky kde kombinaciou roy8ja (4) dostavame:

da E
— =kfla)=Aexp ——|fla 12
o =i(a)= Aexg — |1(a) (12)
Po separacii premennych a samotnej integraciemiska’ah:
a t, r T
jd—a = Ajexp _E dt (13)
» fl@) "3 L RT

Ked” zoberieme v Gvahu rovnice (10-13) mdézZzme ziskaledny vzah:
t Ba
1=A, { ex;{— ?}dt (14)
Rovnica (14) plati pre kazdy teplotny rezim a poowaeho mbézeme vypiat cas t,
potrebny pre dosiahnutie premeny (konverziu) &f&. linearny ohrev, teplota pece mozé by
vyjadrend ako:
T, =Ty + 4 (15)
Kde T, je teplota peceT,je Startovacia teplota merani#, stoji za spotrebou tepla. ¥&inou
sa predpoklada, ze teplota vzorky T je rovna tepfmece T, =T, tak z rovnic (13) a (14)
ziskame :

A ol B,
,[)’—A,,J;exp{ T}dT (16)

Kde T je teplota v danej dosiahnutej fixnej konvergiinajnizsi integrény limit rovnice (16)
je obvykle stanovenYo= 0 K odvtedy kym nie je Ziadny proces vyskytujuci saveorke pri
Startovacej teplote experimentu. Teplotny integuw@lpravej strane rovnice (16) nemozé& by
vyjadreny v uzavretom tvare. Flynn-Wall-Ozawova (BYVa Kissinger-Akahira-Sunosova
(KAS) metdody mbézu by odvodené z aproximacie pre teplotny integral (l6hetické
parametre su ziskané zo suboru izokonverznych npegbzne spotreby tepla. Z linearizacie

rovnice (16) dostdvame:
In( : ]: f(—lj a7
T, T,

Kde a = 0 pre FWO metédu a = 2 pre KAS metédu. Z rovnice (16) mbézutbgdvodené
nelinearne izokonverzné metody.
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2. Diferencialne metody
Z linearneho teplotného programu rovnice (12) ndzka’:

da E B
— | = B—=| =|Af exp—-——|=A exp——% 18
(%), (o), tarioded -2 ] o | an
Po logaritmickom pretvoreni rovnice (18) s&S$iaou vyuZiva tvar:
da B,
In =lnA, -—— (19
(ﬂ dea AT (19)

Z rovnice (19) nasledné vyplyva zévisiom(ﬁj—ij = f(%ja mala by by linearna. Tato

metdda je pomenovana po jej autorovi ako ,Friedmah@41].

3. Prirastkové (inkrementalne) metédy

Friedmanové metddy pouzivaju okamzity prirastokrnudg ale metdéda je Veni citliva na
Sum a ma sklony sa zan&3aumerickou chybou nim vzniknutou. PouzZivanim gtkavych
metdd moZze k¥ toto nebezpg#e odstranené. Nedavno bola navrhnuta integralna
izokonverzna metéda ato pre program linedrnehewhrovnice (13), kde je integrovany
zvysoka, —a, . Vznikne nésledny vah:

.
¢ B
= ex < dT = exp ——=|dT (20
b Pl o oS e
V tomto pripade def|n|C|a parametr,elaje zrejma z rovnice (20), kvoli integréacii je vplyv

experimentalneho hluku eliminovany vo vysokej miétee nekongne malé prirastky rovnicu
(20) degenerujeme do rovnice (18) a ak sustaya=0 a T, =0 potom rovnicu (20)

degenerujeme do rovnice (16). Z rovnice (20) mdgeddvodena prirastkova izokonverzna
metdda k tomu aby zodpovedala za zmenu aktiejeenergie [41].
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3 CIEL PRACE

Tato praca nadvazuje na predchadzajuce experim@y kde boli za pomoci metod
termickej analyzy charakterizované a kvantifikovantozstva atypy vody pritomnej
v roztokoch HYA. V predchadzajucej praci boli vywipredovSetkym rozdiely medzi
entalpiami tepl6t topenia, veduce k zaverom o mivezeemrznucej vody okolo 0,8 g vody
na g HYA; neskorSie experimenty s odparovanim potwmngovali, Ze v koncentkae]
oblasti okolo 0,4 g/l dochadza k Uwmvaniu energie pravdepodobne spojenej s tvorbou
novych (silnejSich) interakcii medzi molekulami AYV predkladanej praci predpokladame,
Ze charakter vody v jednotlivych hydr&atgch vrstvach by sa mal méns narastajucou
vzdialenogsou od biopolymerov, ina povedané, predpokladame koncetrta zavislog
Struktary vody v okoli HYA. V sulade s literarnynadrojmi potom predpokladame, ze
s postupnym odstii@vanim vody sa bude méernjej odparovacia aktivana energia E(alebo
lepSie povedané energia desorbcie vody). Tato enbygsa teda mala menw zavislosti na
type vody desorbovanej z hydratej obalky a tym teda slizk identifikacii jej jednotlivych
Struktarnych typov. Vychadzame z jednoduchého pkidolu HO ()-H,O (g), teda
podmienok jednokrokového deja. Tento predpoklad gpodstatneny vidtmdom k
experimentalnym podmienkam (minimalnalkes’ navazky znizujaci vplyv difuzie na
stanovované parametre, konstantny tlak, a prietpupv TG a DSC), ktory nam doloje
tymto padom vyuZzitie izokonverznych metdd pre stamie vySSie zmienenych kinetickych
parametrov.Dal$im predpokladom je, Ze pri odparovani vody nbddza ku zmenam
Struktary vody spésobenym odparenim susednych tegarach vrstiev.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

Pre experiment boli pouZzite frakcie kyseliny hyalhwvej v praSkovej podobe o molekulovej
hmotnosti 650 kDa, ktora bola dodana firmou Cowtipolni Dobrou.

4.1 Priprava vzoriek HYA/voda

VSetky DSC experimenty boli prevadzané v hermetiakaatvaratenych aluminiovych
panvikach (Terg. Bola navazena HYA o hmotnosti od 3 do 5 mg dgny nadbytok milliQ
vody. Takto pripravena vzorka HYA bola pri laborat@ teplote (23°C) odparena na
poZzadovanu kor@la koncentraciu vody. Koncentracia bola definovamasledujucim
vztahom:

w=100* (—mﬂ’daj{g}
mHYA g

Pricom w je koncentracia vody vo vzorke,dqy je celkova hmotnasvody vo vzorke, ktora
zahrnuje aj prirodzenu vzdusnu vihKatanovenu za pomoci TGA (viz. kapitola 1.3.4)

V nasom pripade boli pouzivané hmotnostné perceotfy 30, 300, 600 a 1000% inym
slovom povedané 0,03; 0,3; 0,6 alg vody na graiA.HPo dosiahnuti poZadovanej
koncentricie boli panyky hermeticky uzavreté , ponechané 24 hodir ptalaboratornej

teplote (25°C). Tentoas je uvadzany ako dostglci pre Uplnu redistribaciu vody vo vzorke.

4.2 Termicka analyza vzoriek

Pre termickd analyzu boli zvolené pristroje TG QEHB0 a DSC Q200 od firmy TA
Instruments (New Castle, Delaware, USA). Data lmapracované softwarom Universal
Analysis 2000.

421 DSC

Teplotny rozsah bol zvoleny od -50°C po 220°C razmgchlos’ou ohrevu a chladenig)(
Zatia’ ¢o chladenie prebiehalo jednou rychlogs 10°C/min z 27°C na -50°C, ohrev r6znymi
rychlogami tj. 1, 3, 5, 7, 10 a 15C°/min, od -50°C do Z20Experimenty boli prevadzané
v dusikovej atmosfére s prietokom 5ml/min. Pred eexpentom bolo DSC teplotne a
entalpicky kalibrované naisti destilovant vodu (milliQ) a Standard indiaedzahajenim
merania bolo wko panvtky prepichané hrotom pre umoznenie samotného dijarovania,
uloZzené do cely aako referencia bola pouZzita praéazbermeticky uzavreta aluminiova
panvicka. Experiment bol opakovany 6 krat pre danu kotréemu vysSSie uvedenymi
rychlog’ami ohrevup
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422 TG

Pctiatocna teplota v cele TG sa pohybovala v rozmedziacl32€ a teplothe maximum
bolo zvolené na 250°C. Prietok plynu na vahachnamstaveny na 5 ml/min. Boli pouzité
identické vzorky HYA ako pri DSC. ¥ko panvtky bolo prepichané hrotom, poloZzené na
vopred vytarovanu platinova pagku a zahajené meranie.

4.2.3 Kinetika

Kinetika odparovania bola vyhodnocovana pomocowammu Excel, kde boli importované
data z TA Universal Analysis 2000. Bol zvoleny t#ply rozsah integracie reakcie (pre DSC
to bolo v&Sinou od 0°C po 120-160°C v zavislosti na rychlasirevu ¢im nizSia rychlog
tym niZSia teplota vyparovania vysledna zavislgsbola normalizované na stuperemeny
vintervale <0;1>. Analogicky boli vyhodnotené TG zaznamy. Kazda ldgp teda
predstavovala isty stupgpremeny. Nami bol zvolenych kazdych 5% hmotnosinébytku
(TG) alebo premeny (DCS) oztemy akoa, ku kazdémuo pripada Specificka teplota.
Hodnoty ziskané z grafu (Obr.13) boli vyuzité k e§fu E, pomocou v£ahu ,ozawa“ pre

o . k .E 47 . . . .

kinetiku v pevnej fazdog S = Iogﬁ -2135- 0475, , kde log} je logaritmus rychlosti
a(a

ohrevu, R je plynova konStanta, T je dana teplafeementu. Pre vyp®t aktiva&nej energie

0.475E

osamostatnime vah - T 2 na pravej strane. Nasledne fiavej strane dostaneme

Iogﬂ—log%+ 2135=k, kdek je smernica priamky spojnice trendov grafu. Ryshlo
a(a

ohrevu sa zlogaritmovala a teploty boli prevedea&elviny a podelene 1000. Hodnoty boli
vynesené do graflog S = f(@j (obr.14) a Edanej percentuélnej premeaiybola potom
k.R

vypocitand jej linearizaciou pomocoutiahu E, =
0,457

(obr.15-17).

26



5 VYSLEDKY

Vzorovy zaznam DSC (Obr. 10) zobrazuje priebeh heel®SC experimentu vratane
samotného odparovania. datok experimentu bol na teplote 27°C chladeniebigtealo
konStantnou rychla®u 10°C/min na teplotu -50°C (horna krivka). N&ijptku zaznamu je
zrejmy narast signélu typicky pre kazdy DSC zaznkiory je Gmerny rychlosti ohrevg,
tepelnej kapacite parsky c, a hmotnosti vzorkym. Pri teplote okolo -25°C vidime
exotermicky pik odpovedajuci kryStaliz&cii pritorpmerznicej vody. Nepravidelnogpiku
bola spésobena nahlym dwenim entalpie alebo ingpovedané energia sa uwida pri
tvorbe kryStalov vody a spdsobila momentalne zvigSeteploty vzorky — ta4 bola
v momentalnom kontraste ku zvolenému teplotnémuinmez Jednd sa o takzvané
podchladenie (supercooling effect).¢¥sti od -50°C po -40°C sledujeme priebeh bez zmeny
entalpie. Potom bola teplota zvySovana, ako jetelidé na dolnej krivke. Od teploty okolo -
10°C do 0 nastava dej toperfdu a v zazname (Obr. 10) je zobrazeny ako eattdpienia

H (pik ¢.1). Nasledne nastupuje dej odparovania v teplotnemsahu od cca 3°C po 100-
130°C, zaleZi na rychlosti ohrevu, ale zaznamyigtqmja st podobné (rozdielne teploty,
plochy pikov vyparovania, entalpie vyparovania)vApmto pripade pozorujeme spotrebu
tepla potrebného na fazovu premenu, tj. vypareotyvV zazname na tento dej poukazuje
druhy pik a entalpia vyparovania (Obr.10). Pik adpania bol integrovany a normalizovany
(Obr. 12). Obidva piky je mozné sumarizéva nasledujucich rovniciach - Prvy pik
predstavuje  endotermicky dej premenyadu na vodu, entalpiu premeny
AH! = H,Oq - H,0p, druhy fazovi premenu vody na vodnu  paru.

Ang = HZO(I) — HZO(g)
Ang = HZO(I) — HZO(g)
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Obrazoké. 10 zadznam z DSC.

Zaznam TG (obr. 11) nam zobrazuje hmotnostny Ubytuky zo Struktiry HYA Wase. Na
z&iatku sledujeme pomaly nastup odparovania vodyblasti okolo 85°C nastava prudky
pokles hmotnosti az po teplotu cca 150°C, od ktskeglujeme linearny priebeh a konstantnu
hmotnos. Koniec experimentu je posunuty na zakladne rygthtzhrevug.
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Obrazok¢. 12 integralny priebeh vyparovania vody vySrafavaas’ predstavuje plochu,
ktora bola nasledne integrovana a jej priebeh zazemaany v grafe modrou krivkou.
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Pre nazornejSie zobrazenie priebehu zavislostotg rychlosti ohrevys normalizované na
stupd premenyo. bol vytvoreny grafa = f(T) (obr. 13), na ktorom boli popisané rozdielne
teploty istého (rovnakého) stig premeny v zavislosti na rychlosti ohrefuAko vidime

S narastajucou rychlésu ohrevys sakoniec reakcie posuva smerom k vySSim teplotam.

I ! 1 ' 1 ' I
100 F :
— 1C°/min
—— 3C°/min
< 80 | 7]
e
>
C
g 60| -
o
o
[
()]
o 40 | i
=
k7]
o 20%
20
o 10%
i o
0 ‘2/ T3°C/m'n
- I
1 1 1 1 1 1 /I 1 1 1
0 20 a0 f 60 80 100 120

T1°C/min tepIOta °C
Obrazoke. 13 zavislosstupia premeny na priebeh rychlosti ohrevu.

Po odtitani danych tepl6t jedného stigppremeny pre vSetky rychlosti vo zvolenom rozsahu
percentualnej premeny boli data zosumarizované a nésledne pretransfameovdo
potrebného tvaru. Rychlosti ohrevi zlogaritmované ateploty premenené na kelviny

a podelene 1000. Pral vz'ahu logfs = f(@j bol vytvoreny graf a body prelozené

linearnou regresiou (obr. 14), z nich sme pouzitiemice priamok jednotlivych stipv
premeny na vypiet aktiva&nej energie (B daného stufa odparenia vody z HYA. Celkovy
priebeh E zobrazuju grafy na obrazkoch 15-17.
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Obrazoké.14 priebeh zavislostog 3 = f(@’j.

Z vyslednic linearnych regresii bola nasledné ¥itana aktivana energia Ea jej priebeh
zobrazeny v grafe (obr.15-17). &atok odparovania je spojeny s s miernym poklesagm E
potom nastava narast. V oblasti od 75 az 92% vidieta&tivne rovnaku oblédskE, ktoru
nazveme plato. Za platom pozorujeme pokles. LejoSmopisuje graf pre 600% obsah vody.
Pri koncentracii 30% vody vidime klesavy priebehtivaknej energie s razantnejSim
nastupom. Nasledny priebeh od premeay= 25% ma smernicu o ni® menej strmda.
Nepozorujeme Ziadne plato ani narast energie.
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Obrazok ¢.15-17 zobrazenie aktivaej energie TG+DSC v zavislosti na stupni premeny
(koncentracie HYA 600% + 300%+30% obsahu vody) Rojer gramoch vody na gram
HYA v obratenom pomere. Priklad pre 600% pripad@raan HYA 0,6 g vody.
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6 DISKUSIA

Ciel'om tejto prace bolo pokdssa vyuZi kinetickych parametrov odparovania vody z HYA
k identifikacii jednotlivych Strukturalnych typowody (analogicky k zaznamom DSC kde je
mozné identifikovd volnu mrzndcu, viazand mrznucu a viazanl nemrznuctgsnejsie
povedané, stanovili sme aktiral (desorpnu) energiu tychto procesov, ako uz bolo skér
popisané (Obr. 15-17).

V grafoch (Obr. 15-17) je vidie priebeh E vypocitanej metodami TG a DSC. Metody
poskytli odliSné vysledky vAladom k faktu, Ze kazda z technik meria iné parameétodnoty
E. ziskané z TG analyzy odpovedaju padiu ziskanému z Ubytku hmotnosti vzorky,
zavislog ukazuje na mierne klesajlicu tendendio,naznéuje, Ze v priebehu odparovania
nedochadzalo k fluktuacii hmotnostného Ubytku #otep acasom. Na druhu stranu DSC
meranie zahrnuje sumu entalpickych vplyvov pésabieoa vzorku EEa ). Fluktuacia &

v priebehu procesu tu nazuge ovplyviovanie odparovania vody aj inymi vplyvmi nez iba
spotrebu energie na samotné odparenie vody. Zmediyaénej energie Vv priebehu
odparovania je mozné predpoklédato vziiadom k faktu, Ze hydrataa obalka, tj. charakter
Struktury vody sa meni so vzdialedos od molekuly HYA. Nérast He mozné odakava

s vziladom na zvySujucu sa koncentraciu vplyvu elekttmdt®ho naboja HYA, voda je
ovplyvnena, jej desorpcia prebieha g8iéni energetickymi narokmi. Je nutné \zao Uvahy
tiez fakt, Zze u 300% a 600% vzorkach sa uz prawdigmoe nachadzame v oblastiach LDW,
zniZzen& hustota vrstvy ma vplyv na jej tepelna kdpatj. vznika tud’alSi energeticky narok
na zvysSeni prisunu energie potrebnej k desorbciy.vétlato poukazuje na pritomnos
procesov, ktoré naopak energiu Ukoju. Jednym z vysvetleni mézZe tbypostupné
priblizovanie HYA molekulovych segmentov aich v@@na interakcia (pravdepodobne
intramolekulova) spojena s tvorbou vodikovych mastia hlavne organizovanejSie Struktiry
HYA. Tvorba vodikovych mostikov je termodynamickyhednejSia nez vazba vody na
HYA. Tento proces vedie k zniZeniu entropie celéiistému a tym aj k u¥aeniu utitého
mnoZstva energie (analdgia s kryStalizaciou). RostuzniZzovanie Ev zavere procesu len
tuto Gvahu potvrdzuje. Spojenie oboch vySSie zmiigole zavislosti, tj. Eziskaného z DSC
a TG teda poukazuje na zaujimavy fakt. Akiiv@ energie ziskané s vyuzitim dvoch metod
davaju odlisné vysledky a mézu slikiu Studiu danej problematiky z r6zneho uhlu ffamtu.
Dalej je zrejmé, Ze vyuzitie pojmu ,aktié@a energia“ nie je ntalej udrzaténa, jedna sa
skor o akysi ,efektivny koeficient desorbcie vody?tahovany na danu metédu. Z vysSie
uvedeného je zrejmé, Ze skor nez samotné hodnetyjojezity trend, ktory vykazuje
vzh'adom k hodnotam konverzie.

Obrazok 18 znazauje myslienkovy model, ktory bol vyuzity pri integiacii vyp@itanych
dat. Bol vytvoreny z ref. [9], [10], [15] ,[16], VA, [18] a zahiiuje zjednoduSeny pdad na
hustotu vody obklopujucu molekulu HYA. Hustota vgdyumerna jej tepelnej kapacite teda
je mozné predpokladaze vySSia hustota implikuje niZSiu tepelnt kapaainaopak. Aj tato
zjednoduSena predstava potom odpoveda stanovenymamei@om, tj. zniZovanie
desorkiného koeficientu na Zetku procesu odparovania, potom jeho mierny néaaspd
pokles. V tychto dvahach je problematicky predpdklde s postupnym odparovanim sa
Struktdra zostatkovej vody nemeiialsim problematickym miestom je povrchové napétie
vody, ktoré uz méze v takto malych koncentraciacht’ lvyznamnejSiu Glohu. Poslednym
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o ni¢ menej komplikujucim parametrom je zmena konforredoiolekuly HYA, ktord moze
vyznamnym sposobom ovplyvhmnaviazanie vody v primarnej hydraiej obalke. Entalpické
zmeny spojené so zmenou sekundarnej Struktary HYA ja pravdepodobne potreba
uvazovd vzhradom k ich malym hodnotam, nezroviiaie mensSim nez je desora entalpie
vody.

LDW HDW HYA

e ¥

oblast’ klesajiuce)
alktivainej energie

VIAZANA VIATAMA
MRZMUCA MEMRZMIICA

]
Plato

A~

oblast’ narastajucej
aktivatnej energie

oblast’ konstatnej
aktivaine] energie

[ ]
fyzikalne-chemicky charakter vody

Obrazok¢. 18 poukazuje na hydratovanu HYA. Jednotlivé Wy vztiahnuté na jej hustotu
a vzdialenos od reazca HYA. Spodnéas’ poukazuje na fyzikalny priebeh odparovania so
ZniZujucou sa koncentraciou vody vychadzajuci fugektiva’nej energie DSCJednotlivé
typy vody nie su separované pevnymi hranicami,resél su flexibilné a mbéze dochadza
k ich prekrytiu. Z ladiska hustoty vody je rozdelenie zrejmé z obr&zeivdna mrznica
voda mé vysSiu hustotu ako voda LDW (viazana megrikiora méa najnizsiu hustotu z tychto
troch typov) a HDW (viazana nemrznuca), ktora jghesie k molekule HYA a ma najvyssiu
hustotu [18].
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Pri experimentoch DSC pozorujeme razny pokles akti®j energie na z&tku, co mézme
odovodni oneskorenim teploty HYA za pakiobu. Je to spdsobené tym, Ze procesy
odparovania nasleduju bezprostredne za roztopéatih, vznikol teplotny gradient aten
sposobil komplikacie v kinetike na &atku procesu. Nasledne ale rychlo nastupuje
rovnovaha (vzorka aj partka maju rovnaku teplotu). PozorujerdalSi priebeh zobrazeny
na grafe (obr.15-16). Pre lepSie vysvetlenie plaik zmerané aj vani nizke koncentracie
vody v HYA jak je znazornené v obrazku 17. Vyslediéy potvrdzuju naSe Uvahy o priebehu
odparovania.

Je zrejmé, Ze experimentalne techniky pouzitéte fgjaci rovnako ako pristupy maju svoje
limity a obmedzenia. V malej miere su vysledky gwplené tiez samotnou transforméaciou
ziskanych dat valadom k tomu Ze kazda numericka operacia zanasaido/bysledku i ké
len minimalnu. Na druhd stranu, pouZité pristrojpkazuju vysokd reprodukovdigos’

a citlivog’, ¢o dava istotu predovsetkym v oblasti experimenténerevedenia.
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ZAVER

» Boli pripravené vzorky HYA + voda o koncentraciiltg@00 a 30% vody v HYA.
 DSC a TGA metddy boli pouzité ku Studiu procesopardvania vody z hyaluronanu.
* lzokonverzné metody s vyuzitim pristupu navrhnuté@aawom boli vyuzité
k vypotu aktivainych (desortnych) energii v jednotlivych krokoch odparovania.
Zvolena metoda sa ukazalathytliva na deje, ktoré prebiehali §as odparovania.
* Boli potvrdené skorsie vysledky tykajlice sa mnoastaviazanej vody na HYA.
» Ziskané zavislosti poukazali na komplikovangsudovanych procesov a nazoeali
tvorbu vodikovych mostikov stabilizujacich HYA hyatyél.
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SLOVNI CEK POJMOV A SKRATIEK

» [Ea - aktivéna energia

* TG —termogravimetria

» DSC - diferetina kompenz&a kalorimetria

*  GMO - geneticky modifikované organizmy

* HYA —kyselina hyalurénova

* HDW - high density water — voda s vySSou hustotou

* LDW - low density water — voda s niZzSou hustotou

* Cp— tepelna kapacita

* TA —termicka analyza

*  FWO - Flynn-Wall-Ozawova metdda

» KAS - Kissinger-Akahira-Sunosova metoda

* NMR - nuklearna magneticka rezonancia

« TMDCS - teplotne modulovana difekgrd kompenzéa kalorimetria
e OLIGO - oligosacharidy

* VLMW - very low molecular weight — ¥eni nizka molekulova hmotnés
* LMW - low molecular weight — nizka molekulova hmas

SMW - semi molecular weight — stredna molekulovétmg’

HMW - high molecular weight — vysok& molekulova hnag’
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