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ANOTACE

Tato prace se zabyva rychlosti odpafovani rozpoustédla z polymernich roztokii. V rdmci této
prace je experimentaln¢ studovano odpatfovani vodnych roztoki nativniho hyaluronanu a jeho
ve vod¢ rozpustnych derivati a roztokli ve vodé nerozpustnych derivati ve smési vody a
propan-2-olu. Soucasti prace je téz optimalizace samotného experimentu, ktery zohlediuje
specifika vychazejici z postupu pfipravy polymernich filmi. Rychlost odpafovani se fidi
kinetickym modelem nultého fadu. Byl studovan vliv teploty na rychlost odpafovani

Vv teplotnim intervalu 23-57 °C.

KLICOVA SLOVA

hyaluronan, odpafovani z polymernich roztoku, polymerni filmy

TITLE
Study of evaporation kinetics of solutions comprising hyaluronan or its derivatives

ANNOTATION

This work is concerned with the kinetics of solvent evaporation from polymer solutions. The
evaporation of aqueos solutions of native hyaluronan and its water-soluble derivatives
and solutions of water-insoluble derivatives in a mixture of water and propan-2-ol
is experimentally studied in this work. Part of the thesis is also the optimization of the
experiment itself, which takes into account the specificities arising from the process of polymer
film production. Evaporation rate is governed by a zero order kinetic model. The effect of

temperature on the evaporation rate was studied in a temperature range of 23-57 ° C.

KEYWORDS

hyaluronan, evaporation from polymer solutions, polymer films
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1 UVOD

1.1 Experimentalni méreni odpaiovani polymernich roztoki

Metoda odpatfovani polymernich roztokii se pouziva v mnoha chemickych odvétvich. Vyuziva
se napiiklad pro piipravu l1é¢ivych mikrocastic nebo pro ptipravu tenkych filma [1]. Tato
metoda je v laboratornich podminkach casto pouzivana, protoze k jejimu provedeni neni

potieba slozité a drahé vybaveni [2], [3].

Jednou z metod ptipravy polymernich filmi na bazi hyaluronanu je naneseni vrstvy
polymerniho roztoku s naslednym odpatfenim rozpoustédla. V tomto procesu hraje dilezitou
roli rychlost odpatfovani roztoku. Pokud je pouzito smésné rozpoustédlo, je pak vyznamny téz

vyvoj slozeni roztoku béhem odpatrovani [3].

Experimentalné¢ se odpafovani polymernich roztokli mize méfit mnoha zptisoby. Jednim
ze zpusob, ktery mohou laboratorni experimenty zahrnovat, je gravimetrické méteni rychlosti
odpatovani rozpoustédla z vhodnych polymernich filmda. Jejich cilem je ziskat odhad difiznich

koeficientl, které potom dale matematicky zpracovavaji [4].

Dalsim zpiisobem je sledovani vyvoje tloustky vznikaného filmu v Case za pfesné¢ danych
podminek — teploty, proudéni vzduchu a koncentrace. Tato metoda je napiiklad pouzita pfi

popisu suseni vodného roztoku chitosanu [5].

Pfi jiném experimentu se vyuziva méfeni hustoty, kde je pozorovano, ze se po CasteCném
odpareni rozpoustédla ostfe zvysi hustota polymeru na rozhrani tvoticiho se filmu a par. Blizko
povrchu roztoku se poté nachazi velké mnozstvi polymeru, ktery tak ¢astecné brani dalSimu

odpatrovani rozpoustédla [1].

VétsSina zminénych metod se nezabyva pfimo méfenim odparovani polymernich roztoki jako
takovych, ale riznymi metodami méfi dusledky odpafeni rozpoustédla z roztoku, tedy

vlastnosti vzniklych tenkych filmi nebo mikrocastic, jako je tloustka, hustota, hmotnost, aj.

1.2 Cil prace

Cilem prace je prostudovat rychlost odpafovani roztoki obsahujicich hyaluronan nebo jeho
derivaty na zéklad€ experimentalnich dat a shrnuti dosavadnich poznatkli o méfeni odparovani
polymernich roztoki. Soucasti prace je i navrh a optimalizace priib&hu samotného experimentu.
Jeho primarnim tkolem je ur€eni rychlosti odpafovani roztoku obsahujici hyaluronan a jeho

derivaty v zavislosti na teploté.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Polymerni roztoky

Polymery jsou makromolekuly, které se skladaji z opakujicich se jednotek-monomert. Jejich
molekulova hmotnost dosahuje desitek tisic az milionti. VIastnosti polymera jsou ovliviiovany
mimo jiné molekulovou hmotnosti, délkou fetézce, jeho stavbou (linearni, rozvétvené, ...),

a také strukturou monomernich jednotek [6].

Polymerni roztoky vznikaji rozpousténim polymeru ve vhodném rozpoustédle. Tim dojde
k oddaleni fetézci monomernich jednotek, které jsou obaleny molekulami rozpoustédla,

a zmenseni vzajemnych interakci molekul [6], [7].

Jednim z prikladi polymernich roztokd je roztok hyaluronanu ve vodé a roztoky jeho
acylovanych derivati v 50 hm.% propan-2-olu, které se vyuzivaji pro pfipravu tenkych filmt

[8]. Tyto roztoky jsou studovany v této praci.

2.2 Hyaluronan
Hyaluronan je linearni polysacharid, ktery se bézn¢ vyskytuje v organismech ve form¢ sodné
soli. Jeho struktura je tvofena opakujicimi se disacharidovymi jednotkami kyseliny D-

glukuronové a N-acetylglukosaminu [9], [10]. Struktura je zobrazena na obrazku ¢.1.

fff jz/ OH H’\
O- 1

- -0 -0 \
[ EME}D-— *'L
\ OH NH !.'
HH DA\‘ ;’J n

Obrazek 1:Struktura disacharidové jednotky hyaluronanu [11]

Pocet opakujicich se disacharidi muze dosahovat az desitek tisic. Stim souvisi i velka
molekulova hmotnost az n€kolika milionu grami na mol. Pokud méa hyaluronan vysokou

molekulovou hmotnost, rozpousti se ve vodé za vzniku vysoce viskdzniho roztoku [9], [10],

[11].

2.2.1 Derivaty hyaluronanu
Existuje celd fada derivatt hyaluronanu, které maji mnoho aplikaci, pfi¢emZ nejvice se
zkoumaji moznosti jejich pouziti v 1ékatstvi. V této praci jsou studovany acylované derivaty

a oxidovana forma hyaluronanu. Jak je uvedeno v kapitole 2.2, nativni hyaluronan je dobie
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rozpustny ve vodé¢, to stejné plati pro jeho oxidovanou formu, kterd se také dobfe rozpousti
ve vodé. To ovSem neni vzdy Zadouci s ohledem na riizné medicinské aplikace, napf. obvazové
kryti nebo jiné zdravotnické prostiedky, kde je potieba, aby produkt zistal nerozpustny. Proto
se na hyaluronan navazuji hydrofobni fetézce, napiiklad vys$si mastné kyseliny (laurova
¢i palmitova), diky nimz je vysledny derivat nerozpustny ve vodé. Pro zpracovani
hydrofobizovanych derivat Ize vyuzit jejich dobrou rozpustnost ve smésném rozpoustédle

(niz8iho) alkoholu a vody [3], [8], [12], [13].

2.3 Odparovani

Odparovani je déj, pii kterém dochazi na povrchu kapaliny k prechodu latky z kapalného stavu
do plynného pti teploté T. Mezi molekulami kapaliny ptisobi ptitazlivé sily. Jestlize se molekula
nachazi v objemu kapaliny, sily se vyrusi a molekula se mliZze voln€ pohybovat, naproti tomu
na molekulu nachéazejici se na hladiné plisobi vétsi sily zevnitt kapaliny nez z okoli a ptitahuji
je dovnitt. To nuti kapalinu zaujmout tvar s co nejmensim povrchem. Molekula tedy musi tuto
silu pfekonat, aby mohla opustit kapalinu a piejit do pary, a k tomu pottebuje dostatecné velkou
kinetickou energii. Jelikoz kapalinu opousti jenom energeticky bohaté molekuly, klesa celkova
kineticka energie kapaliny a ta se ochlazuje. Se zvysujici se teplotou roste i pocet molekul

S vyssi energii, které pfechazi do parni faze.

Pro udrzeni konstantni teploty po celou dobu odpatfovani je tieba dodavat systému tepelnou
energii. Mnozstvi tepla, které je potfeba dodat k prevodu 1 molu kapaliny do plynné faze

0 stejné teplot€, vyjadiuje molarni vyparna entalpie AH,y,, [J/mol].

Zatizeni, ktera se pouzivaji pro odpafovani se nazyvaji odparky. Odpafovani je velmi
energeticky naro¢ny proces a je mozné jej provadét za atmosférického tlaku, ve vakuu nebo
Vv pretlaku. VSechny zminéné¢ moznosti maji své vyhody i nevyhody, a proto je tfeba vybrat

vzdy takovy zptisob, ktery vyhovuje danému experimentu [14].

2.3.1 Rovnovaha kapalina-para v jednosloZkové soustavé

Zakladni podminku fazovych rovnovah predstavuje Gibbstv zadkon fazi, ktery je definovan pro
heterogenni soustavy, jako je naptiklad soustava kapalina-para. Gibbsiv zdkon fazi urcuje, kdy
muze nastat rovnovaha v heterogennich soustavach. Je popsan rovnici 1 nize, kde v predstavuje

pocet stupni volnosti, f pocet fazi a s je pocet slozek.

v+f=s5+2 1)
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Pii popisu rovnovahy kapalina-para pro jednosloZkovou soustavu je potieba vychazet
z Clausius-Clapeyronovy rovnice (rovnice 2). Ta udava vztah mezi tlakem a teplotou

za rovnovahy pro libovolnou kombinaci dvou fazi.

0 )
ar . (Vrr(lg) _ VTT(ll))

H,(;? ) H,(,? = AHyyp, [J - mol~1], tento vyraz je vzdy kladny, protoZe se jedna o endotermni
d&j (teplo musime dodavat). Pro zjednoduseni 1ze zanedbat molarni objem kapalné faze (je
mnohonasobné mensi neZ molarni objem plynné faze), plynné faze je povazovéna za idedlni

Vrr(lg) — E

plyn, a tudiz molarni objem lze vypoditat z rovnice idealniho plynu. >

Pokud jsou zmény teploty mal€, lze ptedpokladat, ze AH,y, je nezavislé na teplote. Resenim

Clausius-Clapeyronovy rovnice v mezich od p1 do p2 a od T1 do T>. je rovnice 3.

; 1 1
] (Y 3)
P1 R I, Th
Resenim Clausius-Clapeyronovy rovnice pomoci neuréitého integralu dava Augustovu rovnici,

ktera se vyuziva pro vyjadieni zavislosti tlaku nasycenych par na teplot¢.

AHyep 1 A
— .4 C =>hp==+C (4)

Inp=-—"F""7 T

AHygy . o 3 . . : .
—% je konstanta nezavisla na teploté, oznacuje se A, jednotka je K, C je konstanta bez
rozméru. Pokud je AH,y,, zavisl€ na teplot€, je mozné pouzit Antoineovu rovnici, ktera popisuje

zévislost tlaku nasycenych par na teploté s dostateCnou ptesnosti pro rozsah 10 az 150 kPa.

A
= — 5
Inp T+B+C (5)

A, B jsou konstanty s jednotkou K, C je bezrozmérnad konstanta. Tyto konstanty uvedeny

Vrovnicich 4 a 5 jsou specifické pro kazdou latku [15]. Ptiklady AH,y, a tenze par (p°)

rozpoustédel pouZivanych v této praci jsou uvedeny v tabulkach 1 a 2.

Tabulka 1: Piehled tabelovanych hodnot tenze par, vyparnych entalpii pro vodu [16]

T [°C] AH,y, [J/mol] | p” [Pa]
25143995,2 3143,1
40|43361,9 7358,7
50(42932,9 12327,5
55[42716,0 15738,1
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Tabulka 2: Piehled tabelovanych hodnot penzi par, vyparnych entalpii pro propan-2-ol [16]

teplota [°C] | AHyy, [J/mol] | tenze par [Pa]
25|45388,3 6027,0
40|44156,1 14240,6
50143261,7 23955,0
55142791,3 30630,9

2.3.2 Odpaiovani rozpoustédla z roztoku polymeru

Rozpusténd latka (polymer) se vyskytuje jenom Vkapalné fazi, zatimco rozpoustédlo
je pfitomno v obou fazich. V tomto ptipad¢é se jedna 0 dvouslozkovou rovnovahu s dvéma
fazemi. Zmény chovani rozpoustédla v pfitomnosti rozpusténé latky popisuji koligativni
vlastnosti. Je pro n¢ charakteristické, Zze nezavisi na povaze rozpusténych latek, ale jenom na
jejich celkovém mnozstvi. Mezi tyto vlastnosti fadime snizeni tenze pary, kterou vyuziva
tenzimetrie, a zvyseni teploty varu, ktera je vyuzivana ebuliometrii, aj. Tlak par rozpoustédla

nad roztokem zavisi na teploté a slozeni roztoku [15].

2.3.3 Odparovani ze smési rozpousStédel
Raoultlv zdkon, ktery plati pro dvojslozkovou dvoufazovou rovnovahu, tik4, Ze tenze pary nad
rozpoustédlem je umérna molarnimu zlomku rozpoustédla (A): p4 = pi - X4, P4 Vyjadiuje tenzi

w v x « < , . . (Pa—pa)
par nad Cistym rozpoustédlem. Pro dvé neomezené misitelné kapaliny Ize psat: x5 = %.
A

Jestlize se roztok sklada ze dvou dobie misitelnych rozpoustédel a jedné rozpusténé netkavé
latky, pak se jedna o tfislozkovou dvoufazovou rovnovahu. Polymer ovliviiuje tenzi par obou
rozpoustédel a zaroven rovnovaha systému V pritomnosti polymeru zavisi na teploté a slozeni

roztoku [15].

2.3.4 Rychlost odparovani

Rychlost odpafovani rozpoustédla lze vyjadrit jako piirastek hmotnosti rozpoustédla (mg)
pievedeného za jednotku (t) do plynné faze pii konstantni teploté. ZvySuje se s vzrustajici
teplotou, pii zvétseni plochy odpafovani nebo odvodem par ze systému. Casto je rychlost

odpatovani rozpoustédla vztazena na plochu odpatované kapaliny.
Zména hmotnosti odpafené¢ho rozpoustédla:

dmg
dt

k-t (6)
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Pro rychlost odpatovani rozpoustédla vztazenou na jednotku plochy (S) plati:

1 dmp

=k-t (7)

S dt

Jak jiz bylo zminéno vySe, experimentalné se odparovani polymernich roztoki mize méfit vice

zpusoby. Gravimetricky, sledovanim vyvoje tloustky vznikaného filmu, nebo pomoci méteni

hustoty [1] [4] [5] [15].

2.4 Kinetika chemickych reakci

Rychlost chemické reakce je definovana ,,jako ubytek latkového mnozstvi kazdé vychozi latky
nebo priristek latkového mnozstvi produktu za jednotku casu* [15]. Rychlost reakce zavisi
na po¢tu ucinnych srazek za jednotku cCasu, na koncentraci vychozich latek, kterd je
charakterizovana Guldberg-Waagovym zakonem (rovnice 8), na teploté dle Arrheniovy rovnice

(rovnice 9) a mize byt ovlivnéna i tlakem nebo ptitomnosti katalyzatoru.

v =k-[A]*-[B]P (8)
v je rychlost chemické reakce, k je rychlostni konstanta zavisla na teploté, o, B jsou diléi fady
reakce.
E
k=A- e_R_-/% )

A je frekvenéni faktor, Ea je aktiva¢ni energie [J:-mol™], R je molarni plynové konstanta (8,314

J-Kt.mol™?), T je teplota [K] [15], [17].

2.4.1 Reakce nultého Fadu
Reakce nultého fadu je nejjednodussi ptipad pribéhu chemické reakce. Rychlost je konstantni
a nezavisi na koncentraci zadné vychozi latky. Pro reakci A = B ma rychlostni rovnice pro

vychozi latku A tvar:

d[A]
- =k (10)

d[A] = =k -dt (11)
Po integraci: [A] = a — k t, kde a je pocate¢ni koncentrace latky [17]. Reakce nultého fadu
najdeme u velmi pomalych reakci, kdy se prakticky neméni koncentrace reaktanti. Reakce
mize byt eliminace ethanolu z krve [18]. Kineticky model nultého fadu je hojné vyuzivan pti

popisu uvoliiovani u¢inné latky z 1é¢iva [20].
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2.4.2 Reakce prvniho radu

V piipadé¢ kinetiky prvniho fadu rychlost reakce zavisi na koncentraci vychozi latky a jeji

pribéh je exponencialni. Pro reakci A — B ma rychlostni rovnice pro A tvar:

e

dt
In[A] —In[a] =In <%> = —kt

Po tpravé: [A] = a - e ¥, kde a je pocateéni koncentrace [17], [15].

(12)

(13)

Prikladem reakce prvniho fadu jsou radioaktivni rozpady, pii kterém atomy vyzaiuji energii

ve formé elektromagnetickych vin nebo ¢astic [15].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast prace byla realizovana ve firm¢ Contipro a.s.

3.1 Pouzité chemikalie

e Destilovana voda

e Propan-2-ol (Lach-Ner s.r.0., farmaceuticka kvalita)

e Hyaluronan a jeho derivaty (viz Tabulka 3) (Contipro a.s., farmaceuticka kvalita)

Tabulka 3: Vlastnosti a uZivané zkratky polymeri

Typ polymeru | oznaceni molekulova hmotnost [kDa] | stupeii substituce

. HA-1 1000
Nativni HA HA 30
Aldehyd HA-Ox 70

Lau-HA-1 330132%

Lauryl Lau-HA-2 330|6 %
Lau-HA-3 1000|224 %
Palmitoyl Pal-HA 330125 %

3.2 Laboratorni pristroje a pomicky

topnd deska PRAZITHERM

e analytické vahy Mettler Toledo XS204

e magneticka michacka s ptisluSenstvim

e Sirokohrdlé vzorkovaci lahvi¢ky 60 ml, vnitini primér 4,4 cm

e paropropustnd membrana Sontek F (Fatra a.s.)

e parafilm

e drobné laboratorni pomticky (sklo, pipety, teplomér, 1zi¢ky atd.)

3.3 Navrh experimentu

V této praci je navrzen postup, pii kterém se vyuziva zmény hmotnosti vzorku v pribéhu
odpafovani rozpoustédla z polymernich roztokt.. Tento zpisob prace je zvolen pro svoji
ptistrojovou nenaroénost. Vazeni vzorku probiha pomoci analytickych vah Mettler Toledo

XS204 spiesnosti na 4 desetinnd mista. Kohfevu vzorkd je pouzita topna deska

PRAZITHERM, ktera ma regulovatelnou distribuci tepla po celé své plose.

Pro samotné provedeni byly pouzity sklenéné Sirokohrdlé lahvicky, které maji dostatecnou

plochu odpatfovani a je také mozné je jednoduSe zakryt paropropustnou membranou, coz

simuluje proces pouzivany ve firmé Contipro a.s.
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3.4 Optimalizace experimentu
V ramci experimentu byly optimalizovany tyto parametry: teplota ohievu, ¢asové intervaly

méfeni hmotnosti vzorku.

Pro udrzeni konstantni teploty v celém objemu lahvicky byly pokusy po vyhodnoceni prvotnich
meéfeni provadény ve vodi lazni. Experimentdlné byla proméfena teplota ve vodni lazni
sklenénym teplomérem a na zaklad¢ téchto hodnot byla zvolena teplota, na kterou je tieba
vytemperovat topnou desku, aby bylo dosazeno pozadované teploty lazné, a tedy i roztoku.
Jedna se o teplotu piiblizné 0 10 °C vyssi, nez je pozadovana teplota méteni. Teplota v 1azni je

kontrolovéana a zapisovana pied zvazenim piislusné lahvicky.

Pro vétsi presnost méfeni bylo navySeno mnozstvi ¢asovych intervalti vazeni jednotlivych
vzorkil. Celkovy Cas experimentu byl rovnéz zvysen na 180 minut pievazné pro experimenty
obsahujici smésné rozpoustédlo. Diky tomu bylo ziskédno vice udaji o vyvoji odpatfovani

rozpoustédla z roztokd.

3.5 Finalni podoba experimentu

Den pied samotnym experimentem piipravime zasobni roztoky o koncentraci 10 mg/ml
hyaluronanu ¢i jeho derivata (v piipadé palmitoyl hyaluronanu téz 20 mg/l) ve vhodnych
rozpoustédlech (vody nebo smési vody a propan-2-0lu). Rozpousténi probiha na magnetické

michacce po dobu minimalné 18 hod v nadobach uzavienych parafilmem.

V den provedeni experimentu si pfipravime potiebny pocet vzorkovacich lahvicek (60 ml,
Sirokohrdlé¢), které popiSeme, vysuSime a zvazime. Nastavime pozadovanou teplotu na topné
desce, ktera je dana pro uréity typ experimentu, polozime na ni sklenénou nadobu s vodni lazni
a nechame vytemperovat. Teplotu ovétime sklenénym teplomérem. Do vzorkovacich lahvic¢ek
pipetujeme 4 ml zasobniho roztoku, pficemz kazdou lahvicku ihned po pipetovani zvazime,
hodnotu si zapiSeme a vlozime do vodni 1azné na topné desce, pfipadné pred zvazenim
zakryjeme paropropustnou membranou (uchyceni pfes 2 cm gumicku). Takto postupné
piipravime vSechny lahvicky zdané série. V urCenych casovych intervalech zmétime
a zapiSeme teplotu vodni lazné, poté odebereme lahvicku, kterou osusime, pieneseme
na analytické vahy, zvazime a hmotnost zapiSeme. V piipad¢ prvniho vazeni (z dané série)
lahvicku opét vratime do vodni ldzn€é a po uplynuti druhého casového intervalu postup
opakujeme. VSechna méfeni byla provadéna se dvéma opakovanimi, ze kterych byl nasledné

stanoven prumeér. Odchylené hodnoty byly znovu pfeméteny taktéz ve dvou opakovanich.
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4 DISKUZE A VYSLEDKY

Namétena data byla matematicky zpracovana v programu Excel a zaznamenana do tabulek,
ukazka naméfenych dat pro vzorek HA-2 a teplotu 40 °C je v tabulce 4 a 5 (dvé nezavisla
opakovani), pro vzorek Lau_HA-3 a teplotu 50 °C je v tabulce 6 a 7 (dv€ nezavisla opakovani).
Z téchto hodnot byly vypocitany priméry a smérodatné odchylky, ukazka vypoctenych hodnot
pro dané vzorky a ptislusnou teplotu je uvedena v tabulkach 8 a 9. Primérné hodnoty byly
nasledn¢ vyneseny do grafi. K vyhodnoceni dat byla pouzita linearni regresni analyza. Rozdil
hmotnosti mp — Mk je dale v grafech uvadén jako hmotnost odpafeného rozpoustédla.

Tabulka 4: Ukazka naméfenych dat pro vzorek HA-2, 1.série méfeni

t[min] mp [0] mi [0] mp - Mk [g] T[°C]
15 87,1413 86,7856 0,3557 40
30 85,7632 85,0488 0,7144 40
45 86,4737 85,3044 1,1693 40
60 87,1413 85,6767 1,4646 40
75 85,7632 83,9845 1,7787 40
90 86,4737 84,2132 2,2605 40
120 87,1413 84,3062 2,835 40
150 85,7632 82,2509 3,5123 40

Mp, Mk ... pocatecni a koncova hmotnost vzorku, t ... ¢as, T ... teplota vodni lazné

Tabulka 5: Ukazka naméfenych dat pro vzorek HA-2, 2.série méfeni

t [min] mp [9] m [g] Mp - Mk [g] T[°C]
15 86,4304 85,9995 0,4309 40
30 86,5931 85,9592 0,6339 40
45 86,6998 85,711 0,9888 40
60 86,4304 84,708 1,7224 40
75 86,5931 84,8862 1,7069 40
90 86,6998 84,6286 2,0712 40
120 86,4304 83,2547 3,1757 40
150 86,5931 83,1199 3,4732 40

Tabulka 6: Ukazka naméfenych dat pro vzorek Lau_HA-3, 1.série méieni

t [min] mp, [g] mk [9] mp - Mk [g] T[°C]
15 86,4723 86,3433 0,1290 48
30 86,1201 85,7849 0,3352 48
45 85,3074 84,9184 0,3890 49
60 86,4723 85,6063 0,8660 49,5
90 86,1201 84,84 1,2801 49

120 85,3074 83,9664 1,3410 49,5
150 86,4723 84,5376 1,9347 49
180 86,1201 83,6701 2,4500 49
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Tabulka 7: Ukazka naméfenych dat pro vzorek Lau_HA-3, 2.série méieni

t [min] me [g] mk [] mp - Mk [g] T[°C]
15 86,95 86,8209 0,1291 47
30 85,8657 85,5876 0,2781 48
45 86,7096 86,2702 0,4394 48
60 86,9500 86,1165 0,8335 48
90 85,8657 84,595 1,2707 48,5
120 86,7096 85,1287 1,5809 48
150 86,9500 84,7501 2,200 48
180 85,8657 83,5046 2,3611 49

Tabulka 8: Vypo¢itané priméry rozdilu hmotnosti a smérodatna odchylka pro vzorek Lau_HA-3

« . pramér rozdilu relativni smérodatna | teplota vodni lazné
¢as [min] hmotnosti [g] odchylka [°C]

15 0,1291 0% 47,5

30 0,3067 13 % 48

45 0,4142 9% 48,5

60 0,8498 3% 49

90 1,2754 1% 48,75

120 1,4610 12 % 48,75

150 2,0673 9% 48,5

180 2,4056 3% 49

Tabulka 9: Vypocditané priméry rozdilu hmotnosti a smérodatna odchylka pro vzorek HA-2

Sas [min] primér ro_zdﬂu relativni smérodatna | teplota vodni 1azné

hmotnosti [g] odchylka [°C]
15 0,3933 14 % 40
30 0,6742 8 % 40
45 1,0791 12 % 40
60 1,5935 11 % 40
75 1,7428 3% 40
90 2,1658 6 % 40
120 3,0054 8 % 40
150 3,4928 1% 40

4.1 Vliv usporadani procesu
Dtlezitym parametrem pii studiu odpatfovani rozpoustédla z polymernich roztokd je volba
vhodnych rozpoustédel. S ohledem na rozpustnost studovanych polymert byla zvolena dvé

rozpoustédla: destilovana voda, ve které se dobie rozpousti nativni hyaluronan a jeho oxidovana
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forma, a 50 hm.% roztok propan-2-olu, ktery je vhodnym rozpoustédlem pro acylované
derivaty hyaluronanu [3]. Rozpusténim téchto latek v uvedenych rozpoustédlech vznika

homogenni roztok.

Prvni experimenty byly provadény bez pfitomnosti hyaluronanu ¢i jeho derivati, pouze
s destilovanou vodou a 50 hm.% roztokem propan-2-olu. Zaroven bylo zkou$eno usporadani
s otevienou nadobou a s pouzitim paropropustné membrany, ktery simuluje proces pouzivany

ve firm¢ Contipro a.s.

V grafu 1 jsou zaneseny hodnoty odpafeného mnozstvi destilované vody a 50 hm.% roztoku
propan-2-olu pii zakryti vzorki membranou. Z grafu je vidét, Ze rychlosti odpafovani

rozpoustédel jsou linearni. Je patrné, ze roztok propan-2-olu se odpafuje rychleji nez

—_

destilovana voda. To je v souladu s tim, ze tenze nasycenych par propan-2-olu je pii 50 °C vyss

nez pro vodu (tlak nasycenych par pro vodu 12,33 kPa, pro propan-2-ol 23,95 kPa) [16].
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T
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-0,50
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Graf 1: Porovnani odparovani vody a 50 hm.% roztoku propan-2-olu pi¥es paropropustnou membranu p¥i
50 °C

Grafy 2 a 3 slouzi pro srovnani vlivu membrany na odpafovani vody z vodnych roztoki HA-1
a HA-2. Pii stejné teploté lze pozorovat podstatny rozdil v mife odpafeného rozpoustédla
za stejny Cas. Zatimco vzorky, které nebyly zakryty paropropustnou membranou vykazuji
linearni prubéh pouze do urcitého bodu, rychlost odpatovani rozpoustédla z roztokl zakrytych
membranou je linearni. Toto je dano tim, ze pii odpafovani z nezakryté lahvicky se odpaii
mnohem vice rozpoustédla. V piipadé pokusu bez pouziti membrany dojde proces po uritém

Case odpafovani do takového bodu, kdy uz je odpafena veskera volna voda (pfiblizné po 90
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min), odpafovani se zpomali a dale se odpafuje vazana voda [19]. Pfi pouziti membrany nedojde

v prub&hu pokusu k odpateni veskeré volné vody a pribéh odpatfovani je tedy linearni.

feného

2,00 ® HA-2

A hmotnost odpa
rozpoustédla[g]

1,50 ® HA-1

prumerna

o

Ul

o
—&—
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Graf 2: Odparovani vody z roztokit HA-1 a HA-2 bez pouZiti paropropustné membrany p¥i 50 °C
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Graf 3: Odparovani vody z roztoki vzorki HA-1 a HA-2 p¥i pouZiti paropropustné membrany p¥i 50 °C

Vliv membrany na odpafovani rozpoustédla z roztokd byl pozorovan i u roztokti obsahujicich
50 hm.% propan-2-ol a derivat Lau HA-1. Z grafu 4 je patrné, ze odpafovani rozpoustédel
Z roztoku pfes membranu ma linearni prubéh po celou dobu experimentu. Lze tedy konstatovat,

7e pii odparovani z roztoku bez membrany se odpafi za stejny ¢as veétsi mnozstvi rozpoustédla.
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Graf 4: Porovnani vlivu membrany na odpafovani rozpoustédla z roztoki derivatu HA p¥i 50 °C

4.2 VIiv vlastnosti polymeru

4.2.1 Molekulova hmotnost

Jednou z vlastnosti polymert, které byly studovany, je molekulova hmotnost. Molekulova
hmotnost polymerd ma vliv na délku i tvar makromolekul a sily, které mezi nimi pisobi [6].
Z makroskopickych vlastnosti pak zejména na viskozitu roztokl (¢i tavenin). Molekulové

hmotnosti polymera studovanych v této praci jsou uvedeny v tabulce 3.

Pro srovnani vlivu molekulové hmotnosti polymeru na odpafovani rozpoustédla z roztoka
obsahujicich derivat hyaluronanu byly vybrany vzorky Lau HA-1 (330 kDa) a Lau_HA-3
(1 MDa). Pribéh odpatovani je vynesen v grafu 4. Z ngj je patrné, ze v piipad¢ derivati nema

molekulova hmotnost vliv na odpatfovani rozpoustédla.

Stejné srovnani bylo provedeno pro vodné roztoky nativniho hyaluronanu, byly vybrany vzorky
HA-1 (80kDa) a HA-2 (1MDa). Vysledky méieni jsou zaznamenany v grafu 5, ze kterého je
vidét, ze namétené hodnoty od sebe nejsou vyznamné odchyleny, a ani zde neni patrny vliv

molekulové hmotnosti na odpafovani vody z roztoki nativniho hyaluronanu.
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Graf 5: Srovnani vlivu molekulové hmotnosti na odparovani vody z roztoku nativniho hyaluronanu a jeho
oxidovaného derivatu, teplota 50 °C, membrana

4.2.2 Chemicka struktura

Dale by studovan vliv rozdilné chemické struktury polymeru na rychlost odpafovani
rozpoustédla z polymernich roztokd. Tento vliv byl studovan pro ve vode€ rozpustné polymery
nativni hyaluronan a jeho oxidovanou formu i pro ve vod¢ nerozpustné derivaty obsahujici

lauroyl a palmitoyl.

Namétené hodnoty pro hyaluronan a jeho oxidovany derivat jsou zaneseny v grafu 5, ze kterého
je patrné, Ze nezalezi na tom, jestli je v roztoku pfitomen nativni hyaluronan (byt s riznou
molekulovou hmotnosti) nebo jeho oxidovany derivat. Na mnozstvi odpaiené vody z téchto

roztokit nema chemicka struktura pouzitych latek vliv.

Tento vliv byl studovan také pro vybrané acylované derivaty hyaluronanu. Z naméfenych
hodnot uvedenych v grafu 6 je ziejmé, Ze pro roztoky 50 hm.% propan-2-olu a polymeru nebyl

prokézan vliv riznych substituenta (lauroyl, palmitoyl) na rychlost vypafovani rozpoustédla.
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Graf 6:Vliv chemické struktury polymeru na odparovani rozpoustédla z roztokid derivati hyaluronanu p¥i
50 °C, membrana

4.2.3 Stupné substituce

Posledni vlastnost polymeru, jejiz vliv na rychlost odpafovani rozpoustédla z polymernich
roztokt byl v této praci sledovan, je stupenn substituce acylovanych derivati hyaluronanu.
Stupen substituce je statisticky udaj, ktery udava pramérny pocet acylovych fetézct na sto
monomernich jednotek a uvadi se v procentech [12]. Pro porovnani riznych stupiiti substituce
byly pouzity vzorky Lau-HA-1, Lau-HA-2 a Lau_Ha-3 (stupn¢ substituce jsou uvedeny

v tabulce 3).

Dle naméfenych hodnot, které jsou uvedeny v grafu 7, se mnozstvi vypafeného rozpoustédla
linearné zvysuje s Casem bez ohledu na stupen substituce lauroyl hyaluronanu. Ten tedy nema

vliv na rychlost odpafovani rozpoustédla z roztoku.
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Graf 7: Porovnani vlivu stupné substituce na odpaiovani rozpoustédla z roztokua derivatu HA p¥i 50 °C,
membrana

4.3 Vliv teploty na rychlost odpafovani

Teplota je vyznamnym parametrem pii odpafovani rozpoustédla z roztokd, proto byly
provedeny pokusy pro ¢tyii razné teploty. Vliv teploty byl zkouman pro vodné roztoky (pouzit
vzorek HA-2) i pro roztoky 50 hm.% propan-2-olu (pouzit vzorek Lau_HA-1).

Z grafii 8 a 9 je patrné, Ze ¢im vyssi je teplota roztoku, tim rychleji se rozpoustédlo odpatuje.

To je zpusobeno rozdilem v hodnotach tenzi par rozpoustédel nad roztokem.
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Graf 8: Vliv teploty na odpafovani rozpoustédla z vodnych roztoki HA, membrana
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Graf 9: Vliv teploty na odpafovani rozpoustédla z roztoku derivatu Lau_HA-1 a 50 hm.% propan-2-olu,

membrana

4.4 Vypocet rychlosti odparovani

Z duvodu lepsi interpretace naméfenych dat byly vypoéitany rychlosti odpatovani rozpoustédel

vztazené na plochu membrany pro vSechny teploty. Pro vypocet rychlosti odpafovani

rozpoustédla byla pouzita kineticka rovnice nultého fadu (viz. analogie s rychlosti reakce

uvedena v kapitole 2.3.4). Naméiena data, ktera jsou diskutovana v kapitole 4.3, byla dale

zpracovana pomoci linearni regresni analyzy, diky které byly ziskany rovnice jednotlivych

zavislosti. Podilem jejich smérice plochou membrany, ktera ¢inila 15,2 cm?, byla ziskana

hodnota, ktera udava mnozstvi odpateného rozpoustédla za €as vztaZzené na plochu membrany,

coz je dle rovnice 6, rychlost odpafovani vztazena na jednotku plochy. Prehled vysledku je

uveden v tabulce 10.

Tabulka 10: Hodnoty vypo¢itané rychlosti odpafovani vztazené na plochu membrany

HA-2 Lau HA-1
T[°C] |ITIK] |UT[KY  |Ink) k [9/min.cm?] |R? In(k) k [9/min.cm?] |R?
23| 298,15| 33,54-10* -10,32 3,29-:10°]0,9519 -9,53 7,24-10°|0,9885
40| 313,15 31,93-10* -9,50 7,48-10°|0,9867 -7,43 5,92-10*)0,9883
50| 323,15| 30,95-10* -9,16 1,05-10*| 0,9861 -7,09 8,36-10™|0,9844
55| 333,15| 30,02:10* -8,36 2,34:10%]0,9322 -6,82 1,09-10|0,9749

Graf 10 popisuje, jak se zvysujici teplotou se méni rychlost odpatovani rozpoustédla z roztoki.

V pripad¢ roztoku derivatu Lau HA-1 rychlost odpafovani rozpoustédla linearn€ roste
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s teplotou, v pfipadé roztoku nativniho hyaluronanu HA-2 zavislost linearni neni. Tuto
nelinedrni zavislost 1ze popsat pomoci Arrheniovy rovnice, ze které lze urcit aktivacni energii

procesu [15].
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Graf 10: Rychlost odparovani rozpoustédla z roztoku vztazena na plochu v zavislosti na teploté

V grafu 11 je uvedena zavislost rychlosti odpafovani rozpoustédla na pievracené hodnoté
teploty. Tuto zavislost pro HA-2 Ize vyhodnotit dle Arrheniovy teorie (rovnice 9), zavislost

Lau_HA-1 diky své linearité této teorii neodpovida.
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Graf 11: Rychlost odpafovani rozpoustédla z roztoku vztazena na plochu

Podle rovnice 8, s vyuzitim smérnice z rovnice linearni regrese v grafu 12, byla nasledné
vypocitana aktivacni energie procesu pro nativni hyaluronan, ktera je 44 kJ/mol. Vypocet je

uveden nize.
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Graf 12: Zavislost prirozeného logaritmu rychlosti odpafovani rozpoustédla vztaZzené na plochu
na prevracené hodnoté teploty pro vzorek HA-2
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5 ZAVER
Tato prace se zabyvala rychlosti odpatovani rozpoustédla z roztokl obsahujicich hyaluronan

nebo jeho derivaty. Byl navrzen a optimalizovan experiment pro méfeni odpafovani

polymernich roztokd pomoci zmény hmotnosti roztoku v ¢ase.

Byl studovan vliv paropropustné membrany na rychlost odpafovani rozpoustédla z roztoku.
Bylo zjisténo, ze odpafovani rozpoustédla z volného roztoku probiha mnohem rychleji nez pii

zakryti roztoku paropropustnou membranou.

Dale byly studovany vlivy vlastnosti nativniho hyaluronanu a jeho vybranych derivatu,
a to molekulova hmotnost, stupen substituce a chemicka struktura. Vliv molekulové hmotnosti
byl zkouman na vzorcich nativniho hyaluronanu a jeho derivatu Lau-HA-1, ale nebylo
prokazano ovlivnéni rychlosti odpafovani rozpoustédla molekulovou hmotnosti studovaného
vzorku. Z namétenych hodnot bylo dale zjisténo, Ze na rychlost odpafovani rozpoustédla
ze zkoumanych roztokti nema vliv ani stupenn substituce derivatti hyaluronanu, ani jejich

chemicka struktura.

Velka cast experimentu byla vé€novana studiu vlivu teploty na odpafovani rozpoustédla
z roztoku. Byla studovana zavislost rychlosti odpafovani rozpoustédla z roztokd nativniho
hyaluronanu (HA-2) a acylovaného derivatu hyaluronanu (Lau_HA-1) na teploté v teplotnim
intervalu 23 az 57 °C. Tato zavislost byla studovana pouze pro roztoky zakryté paropropustnou
membranou. Z vysledkii méteni bylo zjisténo, Ze rychlost odpatovani lze popsat kinetickym

modelem nultého fadu.

Z porovnani rychlosti odpafovani rozpoustédel vztazenych na plochu membrany vyplyva, ze
v ptipadé vzorku Lau_HA-1 rychlost linearné stoupa se zvySujici se teplotou na rozdil

od vzorku HA-2, kde je zavislost exponencialni, ktera vyhovuje Arrheniové teorii.
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