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ABSTRAKT

Toxicita herbicidii bézné pouzivanych v zemédélstvi je ovlivnéna jejich chemickou stabili-
tou, rozpustnosti, biologickou dostupnosti a ptidni sorp¢ni schopnosti. Mezi mozna feSeni
navrzena pro minimalizace toxicity patfi vyvoj novych nosnych systémt schopnych modi-
fikovat vlastnosti sloucenin a umoznit jejich fizené uvoliiovani. Tato bakalaiskd prace je
zameiena na piipravu polymernich mikrosystému z biologicky rozlozitelného materialu pro
kontrolované uvoliiovani agrochemikalii. Céstice byly pfipraveny z biologicky rozlozitel-
ného polyesteru PHB, do kterych byly enkapsulovany herbicidy pendimethalin a clomazon
metodou odpaieni rozpoustédla. Byla charakterizovana velikost a distribuce ¢astic, u¢innost
enkapsulace a plnéni ¢astic herbicidem. Byla sledovana biodegradace ¢astic v piid€ u vSech
sérii a u Castic s clomazonem byly provedeny uvolilovaci testy ve vodném prostiedi. Pri-
meérnd velikost takto pfipravenych ¢astic se pohybovala u ¢astic bez pridavku aktivni latky
326 nm, ¢astice s pendimethalinem 366 nm a u ¢astic s enkapsulovanym clomazonem 345
nm. Vysledna ucinnost enkapsulace byla u ¢astic s pendimethalinem 73 % a u ¢astic s clo-

mazonem 17 %.

Klicova slova: mikro, ¢astice, enkapsulace, metoda odpateni rozpoustédla, PHB, herbicid,

pendimethalin, clomazon, postupné uvoliiovani, biodegradace.



ABSTRACT

The toxicity of herbicides commonly used in agriculture is influenced by their chemical sta-
bility, solubility, bioavailability and soil sorption. Possible solutions designed to minimize
toxicity include the development of carrier systems able to modify the properties of the com-
pounds and allow their controlled release. The bachelor thesis presented herein is focused
on the preparation of polymer microsystems from biodegradable materials for the controlled
release of agrochemicals. Particles were prepared from biodegradable polyester PHB with
encapsulated herbicides pendimethalin and clomazone by the solvent evaporation method.
The size and particle size distribution, the encapsulation efficiency and herbicide loading of
particles were characterized. The biodegradation of particles in soil was monitored for each
series and the release tests were preformed on clomazone particles in an aqueous medium.
The average size of the prepared particles produced without the additional active ingredient
was 326 nm, the average size of particles with encapsulated pendimethalin was 366 nm and
the average size of particles with encapsulated clomazone was 345 nm. . The result of en-
capsulation efficiency was 73 % for pendimethalin loaded particles and 17 % for clomazone

loaded particles.

Keywords: micro, particles, encapsulation, solvent evaporation method, PHB, herbicide,

pendimethalin, clomazone, controlled release, biodegradation.
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UvVOoD

Biologicky rozlozitelné polymery jsou v dnesni dobé velmi diskutovanym tématem. Tenhle
typ polymerti nachdzi velmi Sirokou Skalu uplatnéni, a to od farmacie az po zemédélstvi.
Predevs§im se miizeme setkat s mikrosystémy jejichz hlavnim cilem je zapouzdieni aktivni
latky a jejich nasledné uvolnéni ve vhodném prostiedi definovanym zptisobem. Mezi aktivni
latky muzou patfit agrochemikalie napft. herbicidy v zeméd€lstvi, nebo Ié¢iva ve farmacii.
Uvolnéni latky definovanym zptisobem miize mit za nasledek, Ze se aktivni latka dostane
presné na misto urceni, nebo se aktivni latka bude postupné uvoliiovat delsi dobu. Postupné
neboli kontrolované uvoliiovani aktivni latky je velmi zadano v zemédélstvi. Je hlavné vyu-
zivan koncentracni gradient mezi ¢asticemi a okolnim prostfedim, ke kterému dojde v oka-
mziku setkédni polymerni matrice a vody. Nasledn¢ dochazi k difundaci aktivni latky do
okoli. Degradace polymerni matrice je také zptisobena vyskytem mikroorganismu, kteti vy-
uzivaji biologicky rozlozitelny material a vnimaji ho jako potravu. Degradaci polymerni ma-
trice dochézi k uvolnéni zbytku aktivni latky. Pozitivnim pfinosem tohoto systému je rozsi-
feni ptidni aktivity, zlepSeni stability a snizeni nezddouci toxicity aplikaci bioaktivnich latek.
Vysledkem téchto vlastnosti je pozitivni vliv na Zivotni prostfedi a také snadnéj$i manipu-
lace a aplikace takto ptipravenych latek. Vhodnym materialem, ktery nezatézuje Zivotni pro-
stiedi miZe byt biologicky rozloZitelny polyester polyhydroxybutyrat (PHB). Vyuzitim PHB
docilime pomérné rychlé degradaci a tim sniZime zatéZ aktivnich latek na Zivotni prostredi.
Tato prace je zamétfena na zkoumani rychlosti degradace takhle enkapsulovanych aktivnich
latek v ptidnim prosttedi ve srovnani s ¢istou polymerni matrici a celulézou. Také byla zjis-

téna rychlost uvoliiovani aktivni latky ve vodném prostiedi.
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I. TEORETICKA CAST
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1 SYSTEMY S POSTUPNYM UVOLNOVANIM V ZEMEDELSTVI

1.1 Typy systémiu

V poslednich letech se rozviji trend pouzivani n€kolik rtiznych systému s nanopesticidni
aplikaci. Podle struktury lze tyto systémy rozd¢lit do n€kolika skupin jako jsou naptiklad

polymerni ¢astice, nanovlakna, nanogely a dalsi. [1], [2]

Tabulka 1 obsahuje vybér nékolika aplikaci v ramci nanopesticidi, jsou rozd€leny podle je-
jich fyzikalnich vlastnosti. V ptipadé kazdé aplikace je uvedena pouzita aktivni latka, zda je

systém s kontrolovanym uvoliiovanim vyhodny oproti ddvkovani pouze aktivni latky. [2]

1.1.1 Uvolnéni a ucinnost

Nékteré formulace na bazi polyethylenglykolu (PEG) jsou vice u¢inné nez komeréni pro-
dukty. Napftiklad biologické testy na hubeni hmyzu zaznamenaly LCso 3045 mg / | pro na-
noformulaci p-cyfluthrinu a 125 mg / 1 pro komeréni formulaci. Vétsi ucinnost byla pozoro-
vana po dobu testd (tj. 30 dnti). VEtSi Gcinnost byla zplisobena pomalej$im uvoliiovanim

aktivni latky. [2]

1.1.2 Nanoemulze

Mezi cile nanoemulzi obecné patii zvysit rozpustnost Spatné rozpustnych aktivnich latek,

zatimco koncentrace tenzidi je niz$i nez koncentrace v mikroemulzi. [2]

Nanoemulze sloZena z neemového oleje a neionického tenzidu Tween 20 s velikosti kapicek
v rozmezi 31,03 nm az 251,43 nm, byla formulovana s rliznymi koncentracemi neemového
oleje a Tweenu 20. Byl zkouman larvicidni u¢inek nanoemulze proti Culex quinquefascia-
tus. Vysledek vedl ke zjisténi, Ze nanoemulze o velikosti 31,03 nm je u¢innym larvicidnim

¢inidlem. [33]

1.1.3 Nanokapsule na bazi polymeri

Rozdé€leni do dvou riznych kategorii, které zkoumaji osud a G¢innost nanopesticidii anebo

nové aplikace v oblasti ochrany rostlin. [2]

Do nanokapsuli na bazi poly (e-kaprolakton) (PCL) byly enkapsulovany herbicidy na bazi
triazinli a konkrétné ametryn, antrazin a shimazin. Bylo provedeny testy genotoxicity, které

ukazaly, ze nanoformulace obsahujici herbicidy byly méné toxické nez samotné herbicidni
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latky. Systém byl navrzen tak, aby minimalizoval dopady herbicidl na lidské zdravi a Zivotni

prostiedi. [34]

1.1.4 Nanogely

Nanogely jsou nerozpustné ve vodé a tudiz méné nachylné k bobtnéani, nebo zmensovani se
zménami vlhkosti. V poslednich letech roste pocet vyuziti nanogelli aplikovanych k ochrané
rostlin, jako mozny zptisob k splnéni norem ekologického zemédé€lstvi. Jako aktivni latky se

nejcastéji pouzivaji feromony, éterické oleje nebo méd’. [2]

Nanogely na bazi chitosanu a keSu gumy byly pfipraveny a naplnéni olejem Lippia sidoides.
Byly provedeny uvoliiovaci testy, které ukazaly, ze nanogely vykazuji pomalejsi a trvalejsi
uvolnovani. Biologické testy provedené na larvach ukazaly, ze timrtnost byla vyssi u nano-

gelil nez u cistého oleje. [35]

1.1.5 Nanovlakna

Metoda pro vyrobu nanovlaken elektrospinning vykazuje potencidl pro splnéni pozadavka
prumyslové vyroby. Vyhoda nanovlaken nad sférami a kapsulemi spociva v jejich schop-
nosti vyhnout se ,,burst efektu®, ke kterému dochazi pfi nerovnomérném rozlozeni aktivni

latky v polymerni matrici. [2]

Nanovldkna pfipravend z kyseliny polymlééné (PLA) a celulozy byly ptfipraveny elektro-
spinningem za zvysSené teploty. Do vlaken bylo zaclenéno neiontové hydrofobni barvivo
Columbia Blue jako modelova sloucenina, které¢ napodobuje systém agrochemikalii. Testy
provedené ve skleniku potvrdily trend, Ze s rostoucim davkovanim pesticidii, roste imrtnost

molu. [36]

1.1.6 Anorganické nanocastice spojené s organickou aktivni latkou

Jesté donedavna do téhle kategorie zapadaly formulace za pouziti mikroporézniho oxidu
kfemicitého jakoZto nosice pro pomalé uvoliiovéani, nebo oxidu titanicitého v polymerni ma-
trici pro katalyzu fotodegradace organické aktivni latky. Nové byly navrzeny nové systémy
formulaci zahrnujici pouziti oxidu kiemicitého, nebo uhli¢itanu vapenatého jako nosice pro

pomalé uvoliiovani aktivni latky. [2]
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1.1.7 Anorganické nanocastice
Oxid kiemicity
- Zvysuje toleranci rostlin vici riznym abiotickym a biotickym stresim a proto
nanocastice SiO; byly pfipraveny za ucelem zvyseni kontroly nad fadou zem¢-
délskych sktdct. Nanocastice SiO2 (15-30 nm) predstavuji vyssi mortalitu pro

hmyz nez sypky SiO2 (100400 nm). [2]

Stiibro
- Diky svym antimikrobidlnim vlastnostem bylo prokézano, Ze nanocastice ze stfi-
bra mizou vyznamn¢ inhibovat rtst rostlinnych patogeni v zavislosti na davce.
[2]
Tab. 1 Ucinnost a toxicita nékterych nanoformulaci
Nanoemulze
Neemovy olej LCso je snizovana velikosti kapicek [33]
Enkapsulované pesticidy v nanokapsulich na bazi polymert
Ametryn, antrazi a simazin Mensi toxicita nez Cista aktivni latka [34]
Nanogely
Esencialni olej Vyssi efektivita nez u Cistého oleje [35]
Nanovlakna
Thiamethoxan Efektivita byla nejvyssi pii 50% doporu-
¢ené davky [36]

1.2 Polymerni nano a mikrocastice

Mezi Eastice, které se vyznacuji sférickym tvarem a maji primér v fd&du mikrometrt a to od
1 um az do 1 000 pum, zarazujeme mikrocastice. Pod 100 nm ¢astice definujeme jako nano-
¢astice. Mezi mikrocasticemi a nanocasticemi se dale setkavame se submikrocasticemi, které
vypliuji primér mezi 1 pm a 100 nm. Céstice, které jsou vétsi nez mikro&astice jsou nazy-

vany makrocasticemi a dosahuji priméru v fadu milimetr. [8]
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Obvyklou matrici pro polymerni mikrocastice je polymerni matrice, ve které miize byt imo-
bilizovano urcité mnozstvi aktivni latky napft. pesticidy, potravinové materidly, buniky. Mi-
kroc¢astice maji mnoho velmi zajimavych vlastnosti, diky kterym jsou zvlast¢ vhodné pro
mikroenkapsulaci u¢innych aktivnich latek a jejich nasledné fizené uvoliiovani. Zapouzdie-
nim aktivnich latek do polymernich mikroc¢éstic dostaneme zna¢né vyhody jako je zvySeni
ochrany zapouzdienych materidl pfed degrada¢nimi reakcemi napft. pted oxidaci, dehydra-
taci, UV zafenim, vlivem teplot a pted vlivem kyselin a zasad. Zapouzdienim aktivnich latek
také Ize maskovat organoleptické vlastnosti jako je barva, chut’ a viin¢ zapouzdienych ma-
teriali. S vyslednymi praskovymi a toxickymi zapouzdienymi materialy je snadna a bez-
pecna manipulace. V poslednich letech roste trend pouzivat mikrocastice v kompozitech,

natérech, kosmetice, biologickych védach a v medicing. [9]

1.2.1 Struktura

Podle distribuce u¢inné latky lze rozd¢lit ¢astice polymernich systémit do dvou riznych ka-
tegorii, na mikrosféry a mikrokapsule. Typ struktury mikrosféry se nazyva matrix, ktery je
sloZzen z homogenni smési aktivni slouceniny a suroviny. Tenhle typ struktury ¢astic se vy-
skytuje u pevnych latek, kde neni rozliSeno mezi jddrem a plastém castic. Nanosféry se vy-
znacuji prevazné kulovitym tvarem. Na povrchu ¢astice se bioaktivni latka absorbuje, nebo
se enkapsuluje dovnitf ¢astice. Mikrokapsule se vyznacuji jaddrem, tedy maji polymerni
membranu, kterd obklopuje jadro, které je obvykle obsahuje rozpusténou aktivni latku.
Struktura jadra mize byt pevnd, kapalna nebo plynna. Kapalné jadro miiZze byt sloZzeno bud’
z olejové faze, kterd je vhodnym nosi¢em pro nepolarni lipofilni slouceniny anebo z vodné
faze, které je vhodnym nosic¢em pro slou¢eniny rozpustné ve vod¢. V jadru mikrokapsuli se

muZe vyskytovat jedna nebo vice domén aktivni slouc¢eniny znazornéno na obrazku 1. [9],

[10, [11], [12]

Microcapsule Microcapsule Microcapsule Microcapsule
(solid core) (non-solid core) (solid micro/ (non-solid microf (mntlueof matrix/
nanodomains)  nanodomains) encapsulated agent)

Obr. 1 Kategorie a struktura mikrocastic [9]
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2 METODY PRIPRAVY CASTIC

V poslednich letech bylo vyvinuto mnoho metod piipravy polymernich Castic. Nejcastéji se
tyhle metody déli podle mechanismu vzniku mikroc¢astic na chemické a fyzikalné-chemické.
Metody pro ptipravu téchto ¢astic se vétSinou skladaji ze dvouslozkovych fazi. Primarné je
vytvotfen monomerni ¢i polymerni emulgovany systém a nasledné se formuji ¢astice poly-

meraci nebo srazenim. [13]
Typy metod pro ptipravu mikrocastic:

- Metoda odpateni/extrakce rozpoustédla

- Sitfovaci metody

- Mezipovrchové polymerizace

- Metoda zaloZené na tvorb¢ iontovych nebo kovalentnich vazeb
- Tvorba nanocéstic z neutralnich nanogelt

- Metoda emulgace s reverznim vysolovanim

- Metoda emulgace s difuzi rozpoustédla

Jednou z nejvhodnéjsich metod je metoda odpateni/extrakce rozpoustédla, kterd byla pou-

zita v t€hle bakalaiské praci. Pouzitim téhle metody vznikaji mikrosféry. [13], [14]

2.1.1 Metoda odpareni/extrakce rozpoustédla

Metoda odpateni/extrakce rozpoustédla z vnitini faze emulze patii mezi fyzikalné-chemické
metody a je jednou z nejpouzivanéjSich metod pro piipravu mikrocastic z pfedem piiprave-

ného polymeru. Na zéklad€ riznych kritérii 1ze metodu rozdélit:

a) podle povahy vnéjsi faze (vodnd, nevodnd),
b) podle dispergace u¢inné latky (roztok, suspenze, emulze),

¢) podle zptsobu odstranéni rozpoustédla (odpateni, extrakce)

Diky snadnému provedeni a pfistrojové nendrocnosti patii metoda mezi oblibenéjsi. Poly-
merni matrice je nejprve rozpusSténa v t€kavém organickém rozpoustédle a predstavuje
vnitini f4zi. Dojde ke vzniku mikrosfér a enkapsulaci aktivni latky, ktera je rozpusténa nebo
dispergovana v roztoku polymeru za tvorby roztoku, suspenze nebo emulze. U enkapsulace
touto metodou je pozorovana vysoka ucinnost. Nasledn¢ se organickd faze za stalého mi-
chani emulguje do emulzniho systému (vné&jsi faze), ktera obsahuje vhodny emulgator.

Vznikne jemné emulze O/V (olejova faze/vodna faze). Diky emulgatoru zamezime splyvani
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kapek v emulzi. Cileného stupné emulze se nasledné dosdhne za vysokorychlostniho mi-
chani, homogeniza¢niho zafizeni ¢i ultrazvukové 1azn€. Rychlost michani je jeden z kritic-
kych faktorti ovliviiujici velikost kapek emulze ve vnéjsi fazi. Poté je z emulzniho systému
odstranéno dle vhodného zpisobu rozpoustédlo, které difunduje do vodné faze a dojde
k jeho odpateni na rozhrani voda/vzduch. Za stalého michani dojde k ubytku rozpoustédla
a vysrazeni polymernich &astic. Castice ziistavaji suspendované v kontinualni fazi, které Ize
ziskat filtraci nebo odstfedénim. Nasledné jsou promyty a vysuSeny. Suseni probiha za sni-

zeného tlaku nebo lyofilizaci, ¢cimz ziskame voln¢ tekouci prasek. [13], [15]

2.2 Systém O/V

Obecné upfednostiiovanymi metodami jsou metody vyuZzivajici vodu jako vnéjsi faze (V) a
hydrofobni roztok polymeru (O). Tyhle systémy jsou ekonomic¢t&jsi a neni potieba recyklace
vnéjsi faze. Systém je zaloZen na principu enkapsulace. Nejprve je provedeno rozpusténi
polymerni matrice v organickém rozpoustédle napt. chloroformu, dichlormethanu nebo
ethylacetatu. Nasledné probehne dispergace aktivni latky a celd smés je emulgovana do
vngjsi vodné faze s obsahem vhodného emulgéatoru a vznikne emulze O/V. Organicka faze
s roztokem polymeru je zde rozptylena ve formé& kapicek, pti odpafeni rozpoustédla se ka-
picky vysrazi a vytvoti ¢astice. Ve struktufe ¢astic je enkapsulovana, rozpusténa Ci rozpty-
lena aktivni latka. Céstice pfipraveny touto metodou jsou vhodné pro zpracovani lipofilnich
latek jako napfiiklad steroidnich hormontl, protizanétlivych 1é¢iv a neuroleptik. Urcity pro-
blém ptedstavuji hydrofilni latky, jelikoz velka ¢ast aktivni latky unika z roztoku polymeru,
z vnitini faze do vodniho vnéjsiho prostiedi a tim dochdzi ke sniZzeni enkapsula¢niho pro-
cesu. Tomuhle jevu Ize zabranit, modifikaci dispergujici vnéjsi faze. Naptiklad zvySenim
lipofility ¢i pouzitim neionizovanych forem hydrofobnich latek za sniZeni hydrofilniho cha-
rakteru latek. Pfidavkem anorganickych soli jako jsou napt. NaH>PO4 ¢i KH2PO4, zménou
pH, nebo ptfidavkem elektrolytu pro zvySeni osmotického tlaku. Schéma ptipravy castic me-

todou odpateni rozpoustédla je znazornéno na obrazku 2. [8], [16]
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Obr. 2 Zndzornujici schéma pripravy castic metodou odpareni rozpoustédla [17]

Vyuziti systému bylo popséano v ¢lanku Low Molecular Weight Poly(lactic acid) Micropar-
ticles for Controlled Release of the Herbicide Metazachlor, kde jako polymerni matrice bylo
pouzito PLA s enkapsulovanym metazachlorem. Metazachlor se vyuziva jako herbicidni
prostifedek v zeméd€lstvi. Postup ptipravy ¢astic probehl nasledujicimi kroky: rozpusténim
PLA a metazachloru v chloroformu s vznikla olejova faze. Stabilizdtorem emulze zde byl
zvolen vodny roztok Zelatiny. Dale probéhla dispergace smési pii vysokych otackach
(11 000 — 18 000) po dobu 5 minut. Dispergovani smési probihalo za neustalého chlazeni,
aby nedoslo k pfed€asnému odpareni organického rozpoustédla. Déle probihala sonifikace
emulze pomoci ultrazvukové sondy po dobu 5 minut a nasledné za stalého michani a snize-
ného tlaku bylo odpateno rozpoustédlo. Pomoci centrifugy byly odd€leny ¢éstice od emulze

a promyty dekantaci. Nasledn& probéhlo zmraZeni a lyofilizace ¢astic. [2], [8]

Systém O/V byl vyuzit 1 v této bakaléaiské praci, pro vyrobu PHB mikrocastic do kterych byl

enkapsulovan pendimethalin.

2.2.1 Systém O/O

V systému O/O se nahrazuje vodna faze za fazi lipofilni a nedochézi k rozpusténi hydrofilni
aktivni latky coz eliminuje tniku aktivni latky do vodné kontinudlni faze u systému O/V.
Obe¢ faze tedy vnitini 1 vnéjsi jsou vzdjemné nemisitelné a jako kontinudlni faze se pouzivaji
netékavé kapaliny lipofilni nebo organické povahy, napf. mineralni oleje, rostlinné oleje
nebo netékava organicka rozpoustédla. Jako vnitini faze mize byt vyuzit naptiklad dichlor-

methan. Odpatenim rozpoustédla doslo ke vzniku mikroc€astic s trojfdzovym uvoliiovanim
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aktivnich latek. Nejprve dojde k rychlému uvolnéni aktivni latky z povrchu mikrocastice,
poté nasleduje faze pomalého uvoliiovani z matrice prinikem vody do mikrocastice a nasle-
duje rozpad castice s rychlim uvolnénim aktivni latky. Kinetika a rychlost uvoliiovani je

obdobna jako u c¢astic piipravenych metodou O/V. [§]

Jako dals$i modifikace metody O/V mtizeme zahrnout systém V/O/V, ktery je vhodny k en-
kapsulaci hydrofilnich latek vyuzitim nasobné emulze. Systém O/V/O je vhodny pro pii-

pravu mikrocastic obsahujici aktivni latky lipofilni povahy.

2.3 Materialy pro pripravu polymernich ¢astic

Mezi vhodné polymerni materialy pouzivané pro ptipravu polymernich castic se fadi piede-
v§im biologicky degradovatelné a biologicky kompatibilni materialy. Jako vhodnym mate-
ridlem, ktery je dobie biologicky degradovatelny a zaroven biologicky kompatibilni je PHB,
které bylo vybrano v ramci této bakalarské prace. PHB lze vyuzit jak ve zdravotnictvi, tak i
v zemédelském odvétvi. Jako stabilizator pii ptfipravé ¢astic byl pouzit polyvinyl alkohol

(PVA).

2.3.1 Polyhydroxybutyrat— PHB

Poly- (3-hydroxybutyrat) biopolyester ze skupiny polyhydroxyalkanoatii, ktery je syntetizo-
vany jako rezervni materiadl mikroorganismil z obnovitelnych zdroji. PHB mé podobné ter-
moplastické vlastnosti jako polyethylen a polypropylen. PHB je inertni, biokompatibilni a
biologicky rozlozitelny materiél, diky témhle vlastnostem je PHB idealni pro 1ékatské a bi-
omedicinské vyuziti. Je dalezité, aby PHB neobsahovalo toxické produkty souvisejici s de-
gradaci. Produkce biopolymeru mikrobidlni fermentaci zabrafiuje pfitomnosti toxickych
produktl ze syntetické polymerace, zatimco hydrolytickd degradace PHB vede k ziskani
monomeru kyseliny D-3-hydroxymaselné. Tato kyselina je normalni slozkou krve a je jed-
nou ze tii ketolatek, produkovanych endogenné procesem znamym jako ketogeneze. V po-
slednich letech se pro primyslovou vyrobu pouzivéa pouze nékolik bakterialnich druhd, jako
jsou Cupravidus necator, Azohydromonas lata a rekombinantni Eschericha coli. Chemicka

struktura PHB je znazornéna na obrazku 3. [18], [19]

DH)\/U\ o OH

Obr. 3 Chemicka struktura PHB [18]
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2.4 Mechanismus kontrolovaného uvoliovani

Navrhy a vyvoj systémul s kontrolovanym uvoliiovanim jsou za posledni roky piedméty,
které ptitahuji velky zajem. Aktivni latky jsou uvoliovany z biologicky rozlozitelnych ¢astic
nékolika mechanismy a to difuzi, erozi anebo zménou chemickych aspekti. Vétsinou jeden
z mechanismil pfevazuje. Systémy fungujici na difuznim principu uvolnuji aktivni latku na
zéklad¢ koncentraci uvnitt a vné polymerni matrice. Erozni mechanismus délime na povr-
chovy a objemovy. Povrchova eroze je na rozdil od rychlé objemové eroze zadouci jelikoz
dochazi k jevu, ze rychlost uvoliiovani aktivni latky je fizena velikosti povrchu Castice. Mezi
chemické aspekty miizeme zaradit naptiklad zmény pH, teplota, svételné zareni, redoxni
potencial, nebo biologické stimulace. Vyznam kontrolovaného uvoliovani z pohledu Zivot-
niho prostiedi je takovy, Ze tenhle systém miiZe minimalizovat toxicitu aktivni latky. Zjed-

noduseny princip difuze a eroze je zndzornén na obrazku 4. [8], [27], [34]

Diftize E:>. E:> @ .
Deled

Obr. 4 Znazorneni uvolnovacich mechanismii

2.5 Pocatecni efekt rychlého naristu koncentrace aktivni latky

Aplikaci mikrocastic do vhodného prostredi je vystavime fad¢ fyzikalnim a chemickym vli-
vum. Nejvice se zde uplatiiuje vysoky koncentracni gradient mezi enkapsulovanou aktivni
latkou a vodnim prostfedim. V poc¢atecni fazi dojde k prudkému nérastu koncentrace aktivni
latky v uvoliiovacim médiu ¢i prostredi. Tento jev se nazyva burst-efekt. AvSak v pripade
kontrolovaného uvoliiovani je tenhle jev zna¢né nezadouci, jelikoz je zamezeno kontinual-
nimu uvoliovani po delsi dobu. Vhodnou povrchovou tpravou mikroc¢astic Ize tomuto jevu

zabranit. Obrazek 5 znazornuje rychlé uvolnéni aktivni latky v uvolilovacim prostiedi. [38]
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Obr. 5 Uvolnovaci profil s pocatecnim burst efektem [38]
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3 PESTICIDY

Podle organizace Food and Agricultural Organisation se jako pesticidy oznacuji slou¢eniny
nebo jejich smési ur¢ené pro prevenci, potlaceni, odpuzeni ¢i kontrolu Skodlivych Cinitelt
tedy proti nezadoucim mikroorganismiim, rostlindm a zivo¢ichiim béhem produkce, sklado-
vani, transportu, distribuce a rovnéz zpracovani potravin, zemédélskych komodit a krmiv.
V tabulce 2 je k dispozici piehled zakladnich typi pesticidl podle jejich cilového Cinitele.
[20]

Tab. 2 Zakladni deleni pesticidii podle cilového

Cinitele [21]
Skupina pesticidi Cilovy Skodlivy Cinitel
Insekticidy hmyz
Akarcidy pavoukoviti
Fungicidy plisné, cizopasné houby
Moluskocidy mekkysi
Rodenticidy hlodavci
Herbicidy plevelné rostliny
Regulatory rlstu rostlin ptirozeny rist

V této bakalatské praci byl vybran pendimethalin a clomazone jako druh uvoliované aktivni

latky, fadici se mezi herbicidy

3.1 Herbicidy

Herbicidy jsou chemikalie, které zpomaluji nebo pferusuji normalni rist a vyvoj rostlin v ze-
médelstvi. Pouziti herbicidi je relativné malo narocné na lidskou préci a vétSinou byva méné
nakladné neZ ostatni moZnosti regulace plevelii. Avsak pfi pouZivani herbicidl existuji rizika
naptiklad poskozeni péstované plodiny, negativni vliv na obsluhu rozprasovacii a dalSich
osob, které pfichazi do kontaktu s t€émito latkami. Herbicidy navic vyznamné zatézuji Zivotni

prostiedi. Herbicidni latky nebo meziprodukty jejich rozkladu ¢asto pretrvavaji v ptid¢, mo-
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hou byt vyplavovany do pozemnich a podzemnich vod, anebo mizou bét jejich rezidua ob-
sazena i v potravinach. Pro své nebezpecné vlastnosti je vétSina herbicidi oznacovéna jako

jedy. [22], [23]

3.1.1 Historicky vyvoj

Vyznamny meznik pro herbicidy nastal na pfelomu 19. a 20. stoleti, kdy se k regulacnim
ucelim zacaly pouzivat anorganické slouceniny (siran méd’naty ¢i zeleznaty, kyselina sirova
a chlore¢nan sodny). Revoluce nastala na zacatku 40. let 20. stoleti objeven herbicidniho
G¢inku syntetickych auxintl. Slo o prvni selektivni a velmi u¢inné herbicidy. Velky vyznam
pii vyvoji herbicidl sehrala 2. svétova valka, nebot’ tyhle latky byly tajné vyvijeny jako
potencionalni chemické zbran€. V jiznim Vietnamu béhem vietnamské byly roztoky herbi-
cidi dokonce aplikovany za tcelem defoliace lesti ni¢eni urodnych pid. Aplikace probihala
pfedevsim z letadel a vrtulnikd na lesy a zeméd¢lskou pidu. Béhem vietnamské vélky bylo
postiikano 12 % lesti a 5 % zemédélské pudy jizniho Vietnamu. Bylo aplikovano cca 70 000
tun riznych herbicidd, nejvice vSak herbicid slozeny z 2,4-dichlor-fenoxyoctové kyseliny a
2,4,5-trichlor-fenoxyoctové kyseliny s nazvem Agent Orange. Jako malou ptfisadu tyto her-
bicidy obsahovaly 2,3,7,8-tetrachlor-dibenzo-p-dioxin a diky obsahu dioxini jsou tyto her-
bicidy povazovany za jedny z nejtoxi¢téjSich nizkomolekularnich jedd. Zavadénim herbi-
cidd do praxe prineslo podstatné zvySeni u¢innosti regula¢nich opatteni proti plevelim. Vy-
soka uc¢innost modernich herbicidli zarucovala spolehlivost ochrany 1 pfi nedodrzovani za-

kladnich agrotechnickych zasad. [22], [23], [24]

3.1.2 Vyvoj novych herbicidu

Vyvoj novych pesticidil je velmi ndrocny a ndkladny proces. Hlavnimi pozadavky na nove

zavadéné herbicidy jsou:

vysoka selektivita k plodin€ a necilovym organismiim,

- vysoka a rychlé tc¢innost v nizkych davkach,

rychlé a bezpecna degradace v prostiedi,

relativné levnd syntéza a dostupna nadkupni cena. [22]
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3.1.3 Rozdéleni herbicidi
Mistem a mechanismem piisobeni

Herbicidni uc¢inek je zptsoben tim, Ze narusuji néktery dulezity fyziologicky proces ne-
zbytny pro normalni riist a vyvoj. VEétSinou se jedna o inhibici jednoho nebo vice enzymi,
katalyzujicich n€kterou z reakci pii biosyntéze organickych slouc¢enin Znalost biochemické
aktivity herbicidd je vyznamné piedevs§im z hlediska selekce odolnych druhil a rezistence
plevelnych spolecenstev pii dlouhodobém pouzivani piipravku se stejnym ucinkem. [22],

[24]

Aby bylo dosazeno spravné ucinnosti herbicidi, je tfeba, aby byly splnény nasledujici pod-

minky:

- zasazeni cilové rostliny,

- dostatecny piijem ucinné latky,

- transport v rostliné na misto uc¢inku,

- akumulace a perzistence herbicidu v misté u¢inku, aby mohl byt inhibovan cilovy

enzym herbicidniho u€inku. [25]
Dle mista a mechanismu uc¢inku mtizeme herbicidy dale délit na:

- Inhibitory fotosyntézy

- Inhibitory biosyntéz rostlinnych pigmentt
- Inhibitory syntézy aminokyselin

- Inhibitory syntézy lipidi

- Inhibitory stavby mikrotubulli [22]

Podle selektivity

Mezi herbicidy existuji rozdily v mite selektivity, ktera se nejcastéji vyjadiuje takzvany kvo-
cientem selektivity (Qs), ktery je dan pomérem mezi davkou herbicidy, v jejimz disledku
dochazi k 10 % poskozeni plodiny a davkou pottebnou k zajisténi 90 % ucinnosti na plevele.

Déleni herbicidl podle ucinku je na selektivni a neselektivni. [22]

a) Selektivni herbicidy — jde o slou€eniny, které se zamétuji pouze na urcité druhy ple-
veli, aniz by byla poskozena kulturni rostlina. U¢inek herbicidu je umoznén uréitymi
rozdily mezi urc¢itou kulturni rostlinou a urcitym plevelem. Tyhle rozdily mohou byt
naptiklad odlisny tvar a postaveni listd, jejich ochlupeni, ¢i kryti voskovou vrstvou

nebo zpusob ulozeni vegetacniho vrcholu. [23]
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b) Neselektivni herbicidy — ni¢i veskerou vegetaci nehledé na rozdily mezi rostlinnymi
druhy. Jedna se o nejpouzivanéjsi herbicidy. Pouzivaji se napiiklad k hubeni plevelt
v meziporostnim obdobi a také se vyuzivaji i na nezemédélskych pudach naptiklad

na cestach. [23], [24]
Zpusobem ucinku

a) Dotykové (kontaktni) — poskozuji nebo zcela nici pouze tu ¢ast rostliny, kterd jimi
byla zasazena. Mechanismus spoc¢iva zejména ve sraZeni bilkovin a dehydrataci ple-
tiv.

b) Translokacni neboli systémove plsobici — pronikaji do rostliny a jsou rozvadény do
jejich ¢asti. Tyhle druhy herbicidt dokazi nicit i vytrvalé plevele.

c¢) Sterilizujici ptidu — diky umrtvovani rozmnoZovacich organil plevelll v pidé zbavuji

pudu pleveli. [23]

3.1.4 Vliv a toxicita herbicidi na Zivotni prostiedi

Herbicidy mohou ptfedevsim pii nespravném zachédzeni vyznamné ovliviiovat zivotni pro-
stiedi. Pouze mala ¢ast z celkového aplikovaného mnozstvi G€inné latky herbicidu doséhne
uréeného cile a je piijata plevelnou rostlinou. Zbytek pak podléhd zménadm pod vlivem pi-
sobeni fady biotickych a abiotickych faktord. Pfi vysoce intenzivnim pouzivani dochazi ke
kontaminaci ptudy, vody, ovzdusi i samotnych zemédélskych plodin. Nejvétsi problém z to-
xického hlediska predstavuji dioxiny, zejména 2,4-DCDD a 2,4,5-TCDD, které¢ jsou obsa-
zeny jako vedlejsi slozka ve fenoxy herbicidech. Nejvét§im problémem dioxind je jejich
stalost v prostfedi a nasledna akumulace. Dal$i vyznamné problémy ptedstavuji metabolity
vzniklé degradaci herbicidi. Problémem je naptiklad metabolit DDE (1,1-dichlor-2,2-bis(4-
chlorfenyl)ethen), ktery vznika ¢aste¢nym odbouranim DDT (1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlor-
fenyl)ethan) v Zivotnim prostfedi a organismu. DDE je velmi stalym a lipofilnim metaboli-
tem. Na obrazku €. 6 je znazornén osud herbicidu v zivotnim prostiedi. V poslednich letech
je vsak kladen vysoky diraz na minimalizaci ekotoxikologickych rizik ve vztahu k zivot-
nimu prostiedi a zdravi lidi. Nové vzniklé kritéria pro nové herbicidy jsou stale piisnéjsi.
V poslednich letech se odklani od pouzivani perzistentnich herbicidd, které zlstavaji v rost-
linach dlouhou dobu a proto hrozi riziko jejich pfenosu do krmeni pro zvifata nebo potravin

pro lidi a nasledna kumulace téchto latek v organismu. [22], [23], [24]
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Obr. 6 Obecné schéma faktoru pusobicich na degradaci herbicidu v prostiedi [22]

3.1.5 Priklady herbicidi

3.1.5.1 Pendimethalin

Jedna se o syntetickou chemickou latku, ktera se vyuzivé predevsim jako herbicid pro kon-
trolu dfevin a Sirokolistych pleveltl. Je selektivnim herbicidem a hlavni vyuziti ma pro fizeni
rustu plevell naptiklad v kukufici, ryZi, bavin€, brambordm, tabdku, ale také najde vyuziti
na silnicich a na obytnych travnich prostorech. Pendimethalin ma nizkou akutni toxicitu pro
lidi, ale je vysoce toxicky pro ryby a ptaky. Je detekovan v riznych biotopech, rybach, bez-
obratlych a ptacich. Pendimethalin je oranzové Zluta krystalicka pevna latka s teplotou tani
56 °C a je rozpustny ve vetsSing organickych rozpoustédel, logP (oktanol — voda) je 5,18 (-)
a rozpustnost ve vodé je 0,3 mg-1"!. Pendimetalin je herbicidem vyuzitym pro enkapsulaci
do ¢astic zkoumanych v této bakalaiské praci a jeho chemicka struktura je zndzornéna na
obrazku 7. [26]
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Obr. 7 Chemickad struktura

pendimethalinu [26]

3.1.5.2 Clomazon

Je syntetickou chemickou latkou, slouZici pfedevs§im k hubeni a kontrole Sirokolistych ple-
vell a jednotlivym dvoudéloznym plevelim. Vyuziti najde naptiklad u s6jovych bobi, ryze,
hrachu, kukufice, tabaku a cukrové titiny. Aplikace mtize probihat jesté pred vykli¢enim ma
tedy preemergentni pouziti. Clomazon je vstfebavan kotfeny rostlin a inhibuje biosyntézu
prekurzorii chlorofylu a karotenoidd. Jednd se o bilou krystalickou pevnou latku s bodem
tani 25 °C, kterd je rozpustna ve vétSiné organickych rozpoustédel, logP(o-w) je 2,5 (-) a
rozpustnost ve vodé je 1100 mg-1"!. Clomazon je herbicidem vyuZitym pro enkapsulaci do
¢astic zkoumanych v této bakalaiské praci, chemicka struktura clomazonu je zndzornéna na

obrazku 8. [31]
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Obr. 8 Chemicka struktura

clomazonu [32]

3.1.5.3 Metazachlor

Patii mezi selektivni preventivni a ¢aste€né kontrolni herbicidy. Vyuziva se predevsim proti
lipnicovym a dvoud€loznym plevelim zvlasté u fepky, kukufice a brokolice. Je piijiman
kotfenovym systémem a aplikace probihd pted vykli¢enim plevell, patii tedy mezi preemer-

gentni herbicidy. Metazachlor zpiisobuje odumieni plevele kratce po vykliceni. Ma nizkou



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

akutni toxicitu pro lidsky organismus a do organismu se mize dostat inhalaci, oralni cestou
nebo pres kiizi. Mezi zékladni suroviny pro vyrobu metazachloru patii chloracetyl chlorid a

2,6-dimethyl anilin, jeho syntéza je zndzornéna na nasledujicim obrazku. [28], [29]
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Obr. 9 Syntéza metazachloru

3.1.5.4 Atrazin

V Ceské Republice byl antrazin do zakazu roku 2005 nejbéznéji pouzivany herbicid. Zaka-
zan byl z diivodu kontaminace vod, je toxicky pro savce, vodni rostliny a n€které druhy fas.
Atrazin ma velmi negativni vliv na Zivé organismy. Antrazin plsobi jako endokrinni
disruptor, je pomérné perzistentni a je zatazen mezi karcinogenni latky. U ¢loveka zpisobuje
podrazdéni kiiZe, o¢i a také nevolnost a zvraceni. Pfi pouZiti se zamétuje na specifické en-
zymy zapojené do fotosyntézy rostlin dvoudéloznych plevelti. Nejcastejsi vyuziti zaujima u
kukufice, cukrové titiny a chmelu. Chemicka struktura antrazinu je znazornéna na obrazku

10. [30]
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Obr. 10 Chemicka struktura antrazinu
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II. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIALY A METODY PRiPRAVY

4.1 Chemikalie a pristrojové vybaveni

4.1.1 Latky pro pripravu ¢astic

- Polyhydroxybutyrat (PHB T21 a PHB T22)

- Polyvinylalkohol (PVA 88)

- Chloroform — (My = 119,378 g - mol ™)

- Dichlormethan (Mw = 84,93 g - mol)

- Acetonitril (41,05 g - mol™)

- Ledova kyselina octova (Mw = 60,0516 g - mol™!)
- Destilovana voda

- Pendimethalin (Mw = 281,31 g-mol ™)

- Clomazone (Mw = 239,7 g-mol ')

4.1.2 Latky pro biodegradacni testy

- Puda
- Perlit
- Vzorek nanocéstic
- Mineralni médium
o Chlorid vépenaty dihydrat (Mw = 147,02 g-mol ™)
o Siran diamonno-Zeleznaty hexahydrat (Mw = 392,14 g-mol ™)
o Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Mw = 136,086 g-mol ™)
o Siran hofe¢naty heptahydrat (Mw = 246,48 g-mol™)
o Chlorid sodny (Mw = 58,443 g-mol™!)
o Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Mw = 358,14 g-mol ™)
o Chlorid amonny (Mw = 53,492 g-mol ™)
o Stopové prvky
= Siran hofe¢naty pentahydrat (Mw = 241,077 g-mol™)
» Kyselina borit4 (61,832 g-mol ')
» Siran zine¢naty heptahydrat (Mw = 287,56 g-mol ™)
= Molybden amonny tetrahydrat (Mw = 1235,86 g-mol™')
= Nitrid kobaltu hexahydrat (Mw = 291,03 g-mol™')
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» Siran méd’naty pentahydrat (Mw = 249,686 g-mol!)

4.1.3 Latky pro uvoliiovaci testy

- Dihydrogen fosforeénan sodny dihydrat (Mw = 156,0076 g-mol™)
- Destilovana voda

- Azid sodny (Mw = 65,011 g-mol™)

- Hydroxid sodny (Mw = 39,997 g-mol ™)

- Methanol (Mw = 32,042 g-mol ')

4.1.4 Pristroje

- Vysokorychlostni homogenizator Ultra-turrax ® (T 18 Basic, IKA ®, Belgie)
- Ultrazvukovy homogenizator SONOPULS HD 2200

- Magnetické michadlo (RH Basic, IKA, Belgie)

- Centrifuga Rotanta 460R (Hettich, Velka Britdnie)

- Analyzator ¢astic Zetasizer (Nano-ZS, Malvern, UK)

- Lyofilizator SanVac (CoolSafe, Labo Gene)

- Zpétny chladi¢

- Skenovaci elektronovy mokroskop Phenom Pro

- Vysoceucinny kapalinovy chromatograf (1260 Infinity II Prime LC)

- Univerzalni analyzator plynu (SRS UNIVERSAL GAS ANALYZER)

- Automaticky analyzator prvkového slozeni Thermo Electron Corporation Flash EA

1112 Series v konfiguraci CHNS/O
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4.2 Metodika

4.2.1 Priprava 0,5 % roztoku PVA
Jako stabilizator emulze a vnéjsi vodna faze pro ptipravu ¢astic byl pouzit roztok PVA.

V 500 ml odmérné batice bylo smichano 2,5 g PVA 88 s 250 ml destilované vody. Pomoci
magnetického michadla za pokojové teploty bylo PVA rozpusténo za stalého michdni po
dobu 90 min. Nasledn¢ byl roztok doplnén destilovanou vodou po rysku, ditkladné promi-
chéan a nasledné pouZit pro ptipravu castic. U piipravy Eastic je roztok PVA vnéjsi vodnou

fazi.

4.2.2 Priprava ¢astic

4.2.2.1 Optimalizace piipravy Castic

Byla vyzkouSena fada rGznych metod pro pfipravu ¢astic o pozadovanych vlastnostech.
V procesu optimalizace se fesilo rozpusténi polymerni matrice v rozpoustédle, zabranéni vy-

srazeni ¢astic v riznych stupnich pfipravy a vhodna forma vysledného roztoku.

4.2.2.1.1 Rozpusténi PHB
Dichlormethan (DCM) jako rozpoustédlo (bez zahtivani):

Bylo navazeno 300 mg PHB, do které¢ho bylo odpipetovano 10 ml DCM. Smés byla nasledné
ponechéana po dobu 5 hodin na elektronickém michadle za stdlého michani pod zpétnym

chladi¢em. Po uplynuti doby nedoslo k rozpusténi PHB.
DCM jako rozpoustédlo (se zahfivanim):

Bylo navazeno 300 mg PHB, do kterého bylo odpipetovano 10 ml DCM. Smés byla zahfi-
vana na teplotu varu DCM 39 °C na elektronickém michadle a za stdlého michani byla takto
ponechana po dobu 2 hodin pod zpétnym chladicem. Stejné jako v piedchozim pftipadée i
tentokrat nedoslo k rozpusténi PHB.

Acetonitril s ledovou kyselinou octovou jako rozpoustédlo:

Bylo odvazeno 300 mg PHB do n¢hoz bylo odpipetovano 10 ml ledové kyseliny octové a
10 pl acetonitrilu (0,001 %). Smés byla nasledné zahtivana za teploty varu po dobu 1 hodiny
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bez michani. Po uplynulé dob& bylo PHB dokonale rozpusténo, avSak po delsi dobé doslo

ke ztuhnuti ndmi pfipravené suspenze.
Chloroform jako rozpoustédlo:

Navazilo se 300 mg PHB, do kterého bylo odpipetovano 10 ml chloroformu. Smés byla
vlozena na elektronické michadlo s regulatorem teploty pod zpétny chladi¢. Teplota na mi-
chadle byla nastavena na teplotu 120 °C, jelikoz dochézelo k uniku tepla a chloroform ne-
dokazal dosdhnout teploty varu. Smés byla michéna a ponechana za teploty varu 1-2 hodiny.
Po uplynulé dobé bylo PHB dokonale rozpusténo a vznikla organické faze, kterd byla pou-

zita v nasledujicich krocich.

4.2.2.1.2 Zabranéni ptedCasnému vysrazeni ¢astic
PHB rozpusténé v acetonitrilu s ledovou kyselinou octovou:

Po rozpusténi PHB v tomhle rozpoustédle doslo po ochlazeni suspenze ke zméné struktury.
Struktura se proménila z kapalné na tuzsi rosolovitou strukturu. Takhle pfipravena suspenze
byla nasledn€ znovu zahtata do zmény struktury na kapalnou a nasledn¢ nabrana do injek¢ni
stiikacky a injektovana do PVA stabilizatoru emulze v kadince. Po injektaZi rozpusténého
PHB vznikala ve vodném prostiedi struna. Takhle pfipravena struna nebyla dale zkoumana

v této praci.
PHB rozpusténé v chloroformu 1:

Po rozpusténi PHB v chloroformu byla smichdna organicka faze se stabilizatorem emulze
PVA tedy s vodnou fazi. Smés byla premisténa do mensi kadinky, kolem které bylo nadr-
ceno malé mnoZstvi ledu. Vznikla smé&s O/V byla homogenizovana vysokorychlostnim ho-
mogenizatorem a nasledné sonifikovdna. Emulze byla ponechana na michacce pii labora-
torni teploté po dobu 24 hodin a to z diivodu tplného odpateni rozpoustédla. Naslednym
pozorovanim bylo zji§téno, Ze vyslednd smés obsahuje malé viditelné agregaty.

PHB rozpusténé v chloroformu 2:

Nasledny postup byl opakovan, s vétSim mnozstvim ledu, aby byla suspenze 1épe chlazena.
Navic byla organicka faze vlozena do mraziciho zafizeni a stabilizator emulze byl vlozen do

lednice po dobu jednoho dne. Nésledné do velké kadinky bylo vloZeno velké mnozZstvi ledu

a vytvorila se ledova lazen. V mensi kadince, ktera byla ponoiena v ledové 1azni byly smi-
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chany obé¢ faze. Nasledovala homogenizace a sonifikace obé faze po dobu 5 minut. Po ukon-
¢eni téchto procest byla emulze vlozena na automatické michadlo a za neustalého michani
bylo odpatovano rozpoustédlo po dobu 24 hodin. Po uplynulé dob¢ byla smés pozorovana.
Ve smési se nenachazely zadné agregaty a smés byla podrobena dalsi charakterizaci. Takhle
byla optimalizovana metoda ptipravy ¢astic byla pouzita pro piipravu ¢astic v té€hle bakalai-
ské praci. Tento pracovni postup byl uznam jako vhodnym pro naslednou ptipravu plnénych

polymernich mikroformulaci.

4.2.2.2 Priprava Castic bez aktivni latky

Castice bez obsahu aktivni latky byly ptipraveny metodou odpaieni rozpoustddla (O/V).
Nejprve byla pfipravena organicka faze (O), ve které bylo rozpusténo 300 mg PHB v 10 ml
chloroformu. Organickou fazi bylo tfeba zahrat na teplotu varu chloroformu 61 °C, aby byla
polymerni matrice dokonale rozpusténa. K 10 ml faze (O) bylo pfidano 100 ml 0,5 % pfi-
praveného roztoku PVA, ktery slouzil jako stabilizator emulze a zaroven jako vodna faze
(V). Vznikla smés (O/V) byla homogenizovéana na vysokorychlostnim homogenizatoru Ul-
tra-turrax ® (T 18 Basic, IKA ®, Belgie) pii 20 000 otackach za minutu po dobu 5 minut.
Poté pro zjemnéni ¢astic byla vyuZita ultrasonifikace pomoci ultrazvukového homogeniza-
toru SONOPULS HD 2200 po dobu 5 minut. BEhem homogenizace a sonifikace byla emulze
chlazena ledovou tfisti, aby nedoslo k pfed¢asnému odpateni rozpoustédla (chloroformu).
Ze vzniklych emulzi za stdlého michani na magnetickém michadle (RH Basic, IKA®, Bel-
gie) pti 300 otackach za minutu po dobu 24 hodin a laboratorni teploté bylo odpateno roz-
poustédlo. Déle byla zmétena velikost ¢astic pomoci analyzatoru ¢astic Zetasizer a Castice
byly oddéleny od emulze centrifugaci pti 11500 ota€kach za minutu po dobu 15 minut. Po
centrifugaci byl slit supernatant a byla provedena resuspendace ¢astic ve 20 ml vody a ¢és-
tice byly nasledné centrifugovany, cely postup odstfed’ovani probehl dvakrat. K promytym
¢asticim bylo pfidano minimalni mnoZstvi destilované vody, ¢astice byly zmrazeny pro na-

slednou lyofilizaci pomoci lyofilizatoru ScanVac.

4.2.2.3 Priprava castic s enkapsulovanou aktivni latkou

Ptiprava opét probihala metodou odpafeni rozpoustédla (O/V). Nejprve bylo navazeno
mnozstvi aktivni latky (PDM, CLO), které odpovidalo procentudlnimu zastoupeni aktivni
latky v ¢asticich. Mnozstvi aktivni latky odpovidalo 30 % pouzité navazky PHB. Po rozpus-

téni PHB byla navazka jedné z aktivnich latek pfidana do organické faze a rozpusténa a
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rozpusténa v téhle fazi, néasledujici postup ptipravy byl stejny jako pfi ptipraveé ¢astic bez

aktivni latky. VSechny vznikl¢ ¢astice byly charakterizovany v tabulce 3.

Tab. 3 Parametry pripravy castic s enkapsulovanou aktivni latkou

Pendimethalin | Clomazone
Teoreticky obsah aktivni latky [%] 30
PHB [mg] 300
Chloroform [ml] 10
0,5 % PVA [ml] 100
Rychlost homogenizace [rpm] 22 000
Ultrazvuk [amplituda %] 100

4.2.3 Priprava fosfatového pufru

Pro ptipravu 0,02M fosfatového pufru bylo rozpusténo 1,559 g dihydrogenfosfore¢nanu sod-
ného dihydrat v destilované vodé a poté bylo pH upraveno na 6,5 pomoci roztoku chloridu
sodného. Po tpraveé pH byl pfidan 1 g azidu sodného (0,2 %) a roztok byl doplnén v 500 ml

odmeérné barice po rysku.

4.3 Charakterizace ¢astice

U pftipravenych ¢astic probéhly série analyz. Bylo potfeba zjistit velikost ¢astic, enkapsulo-

vané mnozstvi aktivni latky a potidit mikroskopické snimky ilustrujici morfologii ¢astic.

4.4 Velikost Castic

Velikost ¢astic byla méfena pomoci piistroje Zetasizer. Princip méfeni je zaloZen na dyna-
mickém rozptylu svétla, kdy pomoci Brownova pohybu dochazi k pohybu ¢astic a molekul,
rychlost tohoto pohybu urcuje teplota. Detekce probiha pomoci lavinové fotodiody, ktera
zachycuje casem se menici intenzitu rozptylu pro urc€ity uhel. Méteni probiha pii 25 °C, pro
kazdy vzorek tiikrat. Ze Zetasizeru ziskame kromé velikosti ¢astic v nanometrech i polydis-

perzni index (PdI).
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4.4.1 Polydisperzni index

Polydisperzni index (PdI) byl vypocitan jako podil standardni odchylky ¢ a stanoveného
hydrodynamického priméru (Zp).

Pdl = () (1

4.5 Morfologie ¢astic

Pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) Phenom ProX byla uréena morfolo-
gie Castic. Metoda se da pouzit pro charakterizace heterogennich organickych a anorganic-
kych materialt v rozmérech od mikrometrii az po nanometry. Vyuziva se zvétSeni 10x az
30 000x ve vakuu. Principem je detekce rozptylenych a vysrazenych elektronti z povrchu

vzorku.

Vzorek byl nanesen na oboustranné lepici vodivou pasku, ktera byla z druhé strany ptilepena
k ter¢iku. Vzorky byly potaZeny tenkou vrstvou Au a vy¢istény od prachu pomoci stlaceného
suchého vzduchu. Pfipraveny vzorek s teréikem byl ptfipevnén do drzéku, ktery byl vlozen
do mikroskopu. Po uzavteni dviiek byl vzorek presunut k optickému mikroskopu a po spus-

téni SEM reZimu pokracoval do vakuoveé komory, kde probihalo méfeni.

4.6 Stanoveni ucinnosti enkapsulace (EE) a plnéni ¢astic (HL) PDM a
CLO

Pro zjisténi prvkil potfebnych pro vypocet enkapsulace v ¢asticich bylo tyto ¢astice nejprve
nutno podrobit elementarni analyze pomoci Thermo Electron Corporation Flash EA 1112
Series v konfiguract CHNS/O a zjistit tak procentudlni zastoupeni uhliku, vodiku a dusiku.
Ziskana data byla vyuzita pro vypocet, ktery prob&éhl pomoci tii rovnic o tfech nezndmych
(rovnice 2) a bylo vypocitano procentualni zastoupeni PHB, PVA a jedné z aktivnich latek
PDM a CLO. Ptepocet byl vyuzit pro t¢innost enkapsulace (EE). Data z elementarni analyzy

jsou zobrazena v tabulce 4 a s témito daty bylo nasledné pocitano.
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Tab. 4 Parametry pro vypocet procentudlniho zastoupeni jednotlivych latek
Sumérni vzorec | Molarni hmotnost [g-mol™!] | C [%] | H[%] | O [%] | N [%] | CI[%]
PHB C4HsO2 86,09 55,1 | 7,02 | 37,17
PVA C:H4O 44,05 54,53 | 9,15 | 36,32
PDM C13H19N304 281,31 55,50 | 55,50 | 22,75 | 14,94
CLO | Ci2H14CINO2 239,70 60,13 | 60,13 | 13,35 | 5,84 | 14,79
Priklad:

Vypocet procentudlniho zastoupeni jednotlivych latek v casticich s 30 % PDM

Vysledky elementarni analyzy ¢astic obsahuji 30 % zapouzdien¢ho pendimethalinu zna-

zornéné v tabulce 5 a nasledné provedené vypocty pro zjisténi procentualniho zastoupeni

prvki v ¢asticich:

Tab. 5 Procentuelni zastoupeni prvkii u castic s 30 % zastoupenim pendimthalinu

C [%] H [%] N [%]

1. M¢feni 55,91 6,95 3,32
2. Meéfeni 55,89 7,12 3,26
0 55,90 7,035 3,29

55,9 =55,81x + 54,53y + 55,50z

7,03 =7,02x + 9,15y + 6,81z

3,29 = 14,94z

C=155,9%; H=7,035%; N=3,29%

N:

C:

3,24

= —=10,2169 — 21,69 % PDM

14,94

55,9 = 55,81x + 54,53y + 55,5 - 0,2169

2




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

H: 7,035 = 7,02x + 9,15y + 6,81 - 0,2169

C: 4386 = 5581x + 5453y —» x = —-—=
H: 556 = 7,02x + 9,15y
) _ 43,86-54,53y
H: 556 = 7,02 222222 1 9,15y
H: 556 =552— 686y +9,15y
0,04

H: y = 2,? = 0,017

y=0,017 — 1,7 % PVA
CI x = 55.9 -55,81-0,017-55,5-0,2169 — 0,7689

55,81
x =0,7689 —76,9 % PHB

Takhle pouzity vypocet byl pouzit pro ¢astice s enkapsulovanym clomazonem i pro Castice

ptipravené bez aktivni latky.

Vysledky elementarni analyzy Castic obsahuji 30 % zapouzdieného clomazonu znazornéné

v tabulce 6 a nasledné procentudlni zastoupeni latek v ¢asticich:

Tab. 6 Procentuelni zastoupeni prvku u castic s 30 % zastoupenim pendimthalinu

C [%] H [%] N [%]

1. méfeni 55,73 6,99 0,29
2. mgéfeni 55,84 7,11 0,29
0] 55,78 7,05 0,29

C:  55,785=5581x + 54,53y + 60,13z
H:  7,05505=7,02x + 9,15y + 5,89z 3)

N: 0,29 =5,84z
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C = 55,785 %; H= 7,055 %; N=0,29 %
C: x =0,8921 — 89,21 % PHB
H: y =0,05545 — 5,545 % PVA

N: z=10,04966 — 4,966 % CLO

4.6.1 Herbicidni plnéni (Herbicid loading, HL))

Herbicidni plnéni neboli plnéni ¢astic herbicidem je definovéano jako pomér mnozstvi za-
pouzdiené aktivni latky ku kone¢né hmotnosti se zapouzdienou aktivni latkou na konci pro-

CcESu.

hmotnost enkapsulované aktivni latky 100

HL (%) =

“4)

hmotnost Castice

4.6.2 Utinnost enkapsulace (EE)

Utinnost enkapsulace je definovana jako pomér mezi hmotnosti zapouzdfené aktivni latky

na konci procesu ku po€ate¢ni hmotnosti aktivni latky na za¢atku procesu

hmotnost enkapsulované latky 100

EE (%) = 5)

pocatecni hmotnosti latky

4.7 Biodegradac¢ni testy

4.7.1 Priprava mineralniho média

Mineralni médium bylo pfipraveno zvlhéeni pliidy na 50 % vlhkost. Do 1000 ml odmérné
baiiky bylo odpipetovano 10 ml chloridu vapenatého dihydratu, 10 ml siranu diamonnoze-
leznatého hexahydratu, 20 ml dihydrogenfosfore¢nanu draselného, 10 ml siranu hote¢natého
heptahydratu, 10 ml chloridu sodného, 80 ml dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného,
10 ml chloridu amonného a 2,4 ml stopovych prvkii a odmérna banka byla doplnéna po rysku

destilovanou vodou.
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4.7.2 Priprava lahvi

Pida byla zbavena vétsich kusii pomoci jemného sita, nasledné byla pomoci suSarny pii 150
°C tiikrat vedle sebe stanovena a vypoctena suSina piidy. Pida v lahvich musela mit 50 %
vlhkost. Do lahve bylo pfidano 13 ml mineralniho média, 5 g perlitu, 50 mg vzorku Céstic
nebo celulozy, 15 g pady. Bylo ptipraveno 5 sérii lahvi, ¢tyfi lahve bez vzorku ¢éstic na
slepy pokus, tfi lahve s celul6zou, tii lahve s ¢istymi PHB cCasticemi, tfi lahve s ¢asticemi
s enkapsulovanym pendimethalinem a tfi lahve s Casticemi s enkapsulovanym clomazonem.
Takhle ptipravené lahve byly uzavieny a uloZzeny do temné mistnosti pti 25 °C. Mé&feni pro-
bihaly v danych c¢asovych intervalech pomoci univerzalniho analyzatoru plyni (SRS
UNIVERSAL GAS ANALYZER), kdy byla vlozena jehla do sklenice a nasledné byly ana-
lyzovany hodnoty plynli: oxidu uhli¢itého a kysliku. Koncentrace byly zaznamenany v pro-
gramu RGA do grafli. Z hodnot plynt byla vypoctena biodegradace vzorku za ¢as v lahvi.

Provzdusnéni probihalo po daném casovém intervalu.

Vypocet susiny a objemu mineralniho média pro dosazeni 50% vihkosti:

Soucet hmotnosti mokré pidy: 30,22 g

Soucet hmotnosti vysuSené¢ pudy: 28,23 g

Vypocet susiny pidy: x = == = 0,9341 — 93,41 %

Vypocet objemu mineralniho média na 15 g ptdy:
Susina: 13,95g =93 %
Vlhkost: 1,05g=7 %

Vypocet potfebného objemu: 13,95 — 1,05 = 12,9 ml

4.8 Uvolnovaci testy

4.8.1 Priprava média pro uvolnovani

Byl pfipraven 0,02 M roztok dihydrogenfosforecnanu sodného dihydratu a jeho pH bylo
upraveno pomoci 1 M hydroxidu sodného na hodnotu 6,5. Ke konzervaci byl vyuzit azid

sodny (0,2 %).
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4.8.2 Podminky pro uvoliiovani

Do sklenénych lahvi o objemu 50 ml bylo odpipetovano 50 ml pufru o pH 6,5. Nasledné
bylo pfidano 13,3 mg Castic s obsahem clomazonu. Bylo odebirano 1,5 ml pufru v danych
casovych intervalech a pufr byl az do HPLC analyzy uchovén pfii nizké teploté. Vzdy po

odbéru byl odebrany objem testovaciho média doplnén Cistym pufrem.

4.8.3 Odbéry

Vzorky byly odebirany v danych ¢asovych intervalech 1, 24, 48 hodin, dale po 3,4, 7, 10 a
17 dnech. Takto odebrané vzorky byly skladovany za nizké teploty a po odebrani posledniho
vzorku byla provedena analyza UHPLC.

4.9 UHPLC

Analyza byla provedena pomoci ultra vykonného kapalinového chromatografu (1260 Infi-
nity I Prime LC). Chromatografické podminky pouzité pro analyzu clomazonu byly: mo-
bilni faze 70 % methanolu pro HPLC a 30% destilované vody pro HPLC. Celkovy pratok
byl Iml-min™! a injeké&ni nastiik vzorku na kolonu mél objem 20 pl. Detekce byla provadéna
pfi 230 nm. Pfi téchto podminkéch byl reten¢ni ¢as clomazonu pfiblizné 10,3 min. Méteni

byla provadéna pii pokojové teplote.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Optimalizace metodiky pro pripravu ¢astic

V ramci této bakalatské prace byla provedena optimalizace metody, pro vhodnou pfipravu
¢astic metodou odpareni rozpoustédla. Vhodné postupy byly vybirany na zaklade¢ literatury.
Optimalizace byla provedena v n€kolika krocich. Prvnim krokem bylo najit vhodné rozpous-
tédlo, ve kterém byl polymerni material rozpustén. Déle bylo zkoumano predc¢asné vysrazeni
¢astic béhem procesu piipravy a forma vysledné suspenze. Vysledna optimalizace metodiky

byla pouzita v ramci této bakalaiské prace.

5.1.1 Vybér vhodného rozpoustédla

Vzhledem k rozpustnosti PHB ve vétSing€ chlorovanych rozpoustédlech byl vybran dichlor-
methan (DCM) a chloroform. Kviili vysoké tékavosti DCM a chloroformu byl pro pfipravu
¢astic témito rozpoustédly pouzit zpétny chladi¢, aby nedoslo k vypateni organické faze.
Dal$im vhodnym rozpoustédlem se jevi 0,001 % acetonitril s ledovou kyselinou octovou,

jelikoz PHB byt mtze rozpusténo i v kyselinach a zasadach.

Prvnim zkouSenym rozpoustédlem byl DCM. Pii michdni PHB v DCM za pokojové teploty
nedochéazelo k Zadnym zménam v ramci nékolika hodin. Zmény nebyly pozorovéany ani pfi
zahtati DCM na vys$si teplotu. Je mozZné, Ze by se PHB mohlo v DCM rozpustil, ale teplota
varu DCM by se musela udrzovat delsi dobu. Vzhledem k moZzné ¢asové narocnosti byly

vyzkouSeny dalsi rozpoustédla a s DCM se jiz dale nepracovalo.

Do 0,001 % acetonitrilu s kyselinou octovou bylo pfidano PHB a za varu této smési se PHB
podafilo rozpustit. U metody nebyl vyuzit zpétny chladic, ale jen sténa kadinky coz se uka-
zalo jako dostacujici. Po ochlazeni smési doslo k mirnému ztuhnuti a smés se musela opa-
kovan¢ zahtat, aby s ni bylo mozno dale pracovat. Smés byla umisténa do injekcni stiikacky
a nasledn¢ injektovana do PV A stabilizatoru emulze, kde vytvaiela vlakna. Metoda pouZziti

0,001 % acetonitrilu s kyselinou octovou nebyla dale vyuZivana.

Nejvhodnéjsim rozpoustédlem, ve kterém bylo PHB rozpusténo byl chloroform. PHB se po-

dafilo rozpustit za teploty varu a bylo s nim moZno dale postupovat.
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5.1.2 Optimalizace pred¢asného vysraZeni PHB

Ptipravena suspenze PHB v chloroformu byla nasledn¢ smichana s 0,5 % roztokem PVA,
slouzicimu ke stabilizaci organické a vodné taze. Smichani probéhlo v mensi kadince, ktera
byla ponotena do vétsi kaddinky s ledovou lazni. Thned po smichani byla emulze homogeni-
zovana po 5 minut. Po uplynuti doby potifebné pro homogenizaci byla emulze sonifikovana
po dobu 5 minut a nasledné byla smés po dobu 24 hodin michdna za i¢elem odpateni orga-
nické faze. Jiz béhem procesu sonifikace dochazelo k pozorovatelnym zménam probihaji-
cich v emulzi. V emulzi se zacaly objevovat viditelné ¢astecky PHB, coz pro tuto praci ne-
bylo piijatelné. Problémem mohlo byt nedostatecné chlazeni béhem homogenizace a sonifi-
kace dochazelo k postupnému zahtivani emulze. Postupnym zahtivanim mohlo dojit k pted-

¢asnému vypateni rozpoustédla a vysrazeni PHB.

Pro lepsi optimalizaci metody byla organicka faze s PHB umisténa do mraziciho zatizeni a
roztok PVA do lednice. Suspenze byly ponechany za nizké teploty po dobu 1 dne. Cely
proces byl opakovan s vétsSim mnozstvim ledu v ledové 1azni. Béhem homogenizace a soni-
fikace nedochazelo k viditelnym zméndm a z emulze bylo po 24 hodinovém michani odpa-

feno rozpoustédlo. S takto optimalizovanou metodou byly pfipravovany Castice t téhle praci.

5.2 Charakterizace ¢astic

Castice pripravené, rozpusténim PHB v chloroformu metodou odpateni rozpoustédla byly
charakterizovany. Provedené zkousky charakterizovaly vSechny potiebné vlastnosti pfipra-
venych castic. Charakterizace ptipravy ¢astic vychazi z elementarni analyzy a z analyzy po-

moci Zetasizeru. Vysledky byly shrnuty do nésledujici tabulky.
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Tab. 7 Vysledné parametry castic

Castice Cist¢ PHB PHB + PDM PHB + CLO
Aktivni latka (%) N/A 22 5
Zistatek PVA (%) 2,6 1,8 53

PdI 0,1255 0,1755 02175
Velikost ¢astic (nm) 326 366 345
HL (%) N/A 22 5
EE (%) N/A 73 17

Vysledky ukazuji, Ze pramérna velikost zmétend pomoci Zetasizeru u Cistych ¢astic je 326
nm, u ¢astic s ptidavkem pendimethalinu je 366 nm a u ¢astic s ptidavkem clomazonu je 345
nm. Podle primérné velikosti miizeme Castice zaradit mezi submikro ¢astice. Z herbicidnich
plnéni (HL) vyplyva, ze s narustem plnéni dochézi ke zvétSeni primérné velikosti Castic a
indexu polydisperzity. Zustatek PVA byl zjistovan kvuli vlivu PVA na smacivost castic.
Cim vice PVA &astice obsahuji, tim 1épe by mohl byt jejich povrch smacen a to se projevi
na rychlosti uvoliiovani enkapsulované aktivni latky. U¢innost enkapsulace (EE) mohla byt
ovlivnéna promyvanim ¢astic mezi centrifugaci, smichdnim organické faze s vodni fazi, ¢i
chybnym stanovenim elementéarni analyzy. Kontrolni elementéarni analyza byla provedena,

ale z ¢asovych diivodii neni zde uvedena.

5.3 Morfologie ¢astic

Ptiprava polymernich ¢astic byla provedena dle vySe uvedeného postupu. Struktura ¢astic
byla porovnavana pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) Phenom ProX.
Vysledky analyzy provedené pomoci SEM jsou znazorn€ny na obrazcich 11 a 12. Z dat po-
tizenych pomoci SEM na obrdzku 11 je patrné, ze ¢astice jsou kulovitého tvaru a velikosti
od 100 nm do 500 nm coz odpovida primérné velikosti ur¢ené pomoci Zetasizeru, ktera byla
kolem 340 nm. Na snimcich je patrné, Ze Castice jsou agregovany do vétSich celkl a tvofi
deno ptfed SEM z diivodu zvyseni stability ¢astic, jelikoz dochézi k rychlé degradaci Castic

tokem elektronu.
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Obr. 12 Pripravené castice z PHB zveétsené 20000x a 10000x
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5.4 Herbicidni pInéni (HL) a Gcinnost enkapsulace (EE)

Mnozstvi aktivni latky zapouzdiené v polymerni ¢astici bylo vypocteno z dat elementarni
analyzy. Vysledky nésledné slouzi k ziskani charakteristickych parametra ¢astic. Mezi tyhle
parametry patii HL (herbicide loading) a EE (encapsulation efficiency), které byly shrnuty
od nasledujici tabulky.

Tab. 8 Vysledky vypoctii z elementarni analyzy

Castice Pramér HL (%) | Uginnost enkapsulace (%)
PHB + PDM 22 73
PHB + CLO 5 17

5.5 Uvoliovaci testy

Uvoliovani probihalo v 50 ml lahvickéach v temné mistnosti za 25 °C. Do kazdé bylo nava-
zeno 13,3 mg Castic. Pfesnd hmotnost navazenych castic (m) je uvedena v tabulce 9. V ta-
bulce jsou rovnéz znazornéna i data pro teoretickou hmotnost aktivni latky (mac teor.) v ¢as-
ticich a také data, ktera byla vypoctena z dat elementarni analyzy pro readlnou hmotnost ak-
tivni latky (mar real.). Analyza odebiranych vzorkii byla provedena pomoci kapalinového
chromatografu 1260 Infinity I Prime LC. Uvolnovani probihalo po dobu nékolika tydni.
Vysledky jsou zaznamenany do obrazku 14, ve kterém je znazornéna zavislost koncentrace
clomazonu na €ase ve dnech pro primér z analyzovanych sérii. Lze pozorovat prudky nartst
koncentrace aktivni latky v prvnich dnech uvoliiovani a poté dochézi k postupnému poklesu
koncentrace. Vysledky naznacuji, ze v prvnich dnes se uvolnilo pouze povrchové mnozstvi
clomazonu a poté kvtili pomalé hydrolyze PHB dochézi k postupné degradaci clomazonu a

nedochazi k uvolnéni enkapsulovaného clomazonu.

Prudky nariist koncentrace pozorovatelny na obrazku 13 je nad 100 % koncentrace cloma-

Mrwe

hodnocenou kalibra¢ni kiivkou z UHPLC. Z ¢asovych divodi se do bakalédiské prace jiz

nestihla dat nova data, kterd byla vyhodnocena dalSimi analyzami.
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Tab. 9 Hmotnost castic s clomazonem a hmotnost samotného clomazonu

Série

1

2

3

Pramér

m (mg)

13,5

13,9

13,7

13,7

mar teor. (mg)

4,05

4,17

4,11

4,11

MmAL real

. (mg)

0,675

0,695

0,685

0,685
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Obr. 13 Uvolnovaci profil castic

5.6 Biodegradacni testy

Biodegradacni testy probihaly v 500 ml lahvich v temné mistnosti pti 25 °C. Lahve byly
rozdéleny na série po Ctyfech vedle sebe u slepého pokusu a po tfech vedle sebe u testl
s PHB a PHB s ptidavkem aktivni latky. Jako kontrolni vzorek slouZila celul6za. Testy pro-
bihaly v ur€itych ¢asovych intervalech. Vzorky byly analyzovany pomoci univerzalniho
analyzatoru plynt (SRS UNIVERSAL GAS ANALYZER). Z analyzovanych dat koncen-

traci plynt v uzaviené lahvi se vypocetla rychlost degradace celul6zy, polymernich ¢astic a
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polymernich c¢astic s aktivnimi latkami. Na obrazku 17 lze pozorovat zévislost degradace
uvedenych materiali v zavislosti na case. Biodegradacni test v ptidnim prostiedi se jevi jako
vhodny ukazatel, jelikoz PHB je biologicky dobte rozlozitelné. Srovnani rychlosti degradace
¢istého PHB s rychlosti degradace Castic s enkapsulovanym pendimethalinem vyplyva, ze
aktivni latka je postupné uvoliiovdna a mirn€ zpomaluje aktivitu mikroorganismiim s dalSim
rozkladem PHB. Clomazon mirné ovliviiuje rychlost degradace PHB z diivodu, ze vysledny
obsah herbicidu byl pouze 5 %, ale i tak na obr. 14. je vidét urcité zdrzeni oproti ¢asticim
z C¢ist¢ho PHB. Clomazon nema takové brzdici G€inky jako na rozdil od pendimetalinu. Di-
vodem muze byt nejspise fakt, ze EE pro ¢astice s CLO byla pouze 17 %. Postupné uvoliio-
vani herbicidnich latek mohlo v biodegradacnich testech vést k mirnému zpomaleni oproti
¢istému PHB. Z casovych divodil nebyla biodegradace dokoncena, ale méfeni byla zazna-

menavana i po dokonceni bakalarské prace.

100 Pada, 25°C
90 I
80 T
Celuosa 1 L
. 1
70 Cisté PHB
—e—PHB + PDM T &

—e—PHB + CLO

degradace (%)

0 5 10 15 20 30 35 40 45 50

25
t (dny)

Obr. 14 Zavislost degradace na poctu dni u vybranych materialu
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ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo pfipravit a otestovat sérii submikro a mikrocastic na bazi
prirodniho polymeru PHB. Byly pfipraveny tii série Castic. Dv¢ série obsahovaly enkapsu-
lovanou aktivni latku, kterou byly herbicidy s nazvem pendimethalin a clomazone. Jedna

série ¢astic byla pripravena pouze z Cistého PHB.

Byla provedena optimalizace piipravy ¢astic. Pro rozpusténi polymeru PHB bylo zkouseno
pouziti n¢kolika typt rozpoustédel (dichlormethan, acetonitril s ledovou kyselinou octovou
a chloroform). Jako nejvhodnéjsi metoda pro tuto praci bylo rozpusténi polymeru PHB v
chloroformu za teploty varu. Druhou vhodnou metodou by bylo rozpusténi PHB v acetoni-
trilu s ledovou kyselinou octovou, ale nésledna vyroba ¢astic by byla pracné€jsi a musely by
se pouzit jiné metody nasledné vyroby. Rozpusténi PHB se nepodafilo s dichlormethanem a

v prubehu piipravy s nim nebylo nadéle zachéazeno.

Ptipravené cCastice byly podrobeny sérii testi. Vysledky testl urcuji primérnou velikost
vzniklych ¢astic, index polydisperzity, morfologii a také mnozstvi zapouzdiené latky. Z cha-
rakteristiky provedené elementarni analyzou bylo také moZno zjistit procentudlni zastoupeni
zbytkového stabilizatoru suspenze PVA v Casticich. Série Castic s aktivnimi latkami byly
plnény 30% dané aktivni latky. Vysledné u€innosti plnéni 73 % pro PHB s PDM a 17 % pro
PHB s CLO nejsou piili§ piiznivé. Uéinnost plnéni &astic pomoci CLO miize byt nizké z dii-
vodu pomérné vysoké rozpustnosti CLO ve vod¢, nebo mohlo dojit k nespravnému stano-
veni elementarni analyzou. K vymyti CLO mohlo dojit béhem pfipravy a to zejména pfii
styku organické faze s vodny roztok PVA, nebo promyvani béhem odstied'ovani pomoci

centrifugy.

Z biodegradacnich testl vychazi, Ze ¢astice s obsahem aktivni latky byly degradovany mirné
pomaleji nez ¢astice jen z PHB. Pomalejsi degradace miize byt zplisobena postupnym uvol-
novanim aktivni latky do ptidy, coz zabraiuje vyssi aktivité mikroorganismim v degradaci
¢astic. Z vysledki vyplyva, Ze koncentrace aktivni latky pfimo ovliviiuje rychlost degradace

¢astic mikroorganismy.

Mikrocastice ptipravené z biologicky rozlozitelného PHB se jevi jako vhodny nosi€ pro ag-
rochemikalie. V téhle praci byly jako testované agrochemikalie pouZzity herbicidy. Z biode-
gradabilnich testil vyslo, ze dochézelo k postupné degradaci PHB a herbicidy byly postupné

uvolnovany do pady. Diky postupnému uvoliiovani mtizou herbicidy pii stejném davkovani
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déle ptsobit a tim snizit vysokou ndrazovou toxicitu, ktera je vyvolana narazovym davko-
vanim c¢istého herbicidu. Mezi vyhody systému s postupnym uvolilovani patii nizsi zatézo-
vani necilovych rostlin a okolniho zivotniho prostfedi. Vyhoda vyuziti PHB spociva v tom,
ze pudni mikroorganismy mohou rozkladem tohoto polymeru ziskavat potiebné Ziviny a ne-

dochazi k akumulaci nerozlozeného polymeru v piidé.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

EE
HL
HPLC
PHB
PdI
PVA
oV
SEM
UHPLC
DCM
Os

Zp

Encapsulation efficiency — u¢innost enkapsulace
Herbicide loading — pIlnéni ¢astic herbicidni latkou
Ultra G¢inna kapalinova chromatografie
Polyhydroxybutyrat

Index polydisperzity

Polyvinylalkohol

Metoda odpateni rozpoustédla olej ve vodé
Spektralni elektronova mikroskopie

Ultra G¢inné kapalinova chromatografie
Dichlormethan

Kvocient selektivity

Hydrodynamicky primér

Odchylka
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