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ABSTRAKT

Tato prace je zaméfena na zkoumani moznosti ptipravy mikrosystému z biorozlozitelnych
materiali pro kontrolované uvoliiovani agrochemikaliich. Céstice byly pfipraveny z bioroz-
lozitelnych kopolyestert PBAT a PBSA s enkapsulovanou herbicidni latkou Clomazonem.
Béhem prace byl zkouman zejména vliv sitovani arabské gumy a zelatiny, které byly pouzity
jako stabilizatory emulze béhem piipravy, na vysledné pocatecni uvolnéni clomazonu tzv.
,»burst efekt* a kinetiku uvoliiovéani. Pfipravené Castice byly podrobeny charakterizaci po-
moci SEM a byl stanoven obsah clomazonu v jejich struktufe a ti¢innost enkapsulace. Na-
sledné byly provedeny testy uvoliiovani Clomazonu ve vodném prostfedi. Velikost takto
pfipravenych castic se pohybovala v fadech mikrometrii s velkym podilem zesitovanych
stabilizatorti na povrchu ¢astic. Behem piipravy bylo taktéz dosazeno pomérné vysokeé tcin-
nosti enkapsulace clomazonu. Bylo zjisténo, ze pouzitim sitovaciho ¢inidla dochézi k urcité
redukci burst efektu ve srovnani s ¢asticemi, kde nebyly stabilizatory na povrchu zesitované.
Velikost burst efektu se taktéz 1iSi v zavislosti na mnozstvi pouzitého sitovaciho ¢inidla.
Rovnéz se ukazalo, Ze zvolené polymery velmi siln€ zapouzdiuji G€innou latku, kterd se

uvolnuje jen velice pomalu.

Kli¢ova slova: postupné uvolnovani, PBSA, PBAT, Zelatina, arabskd guma, metoda odpa-

feni rozpoustédla, herbicid, clomazone

ABSTRACT



The work presented herein is focused on investigation of the preparation of microsystems
from biodegradable materials for controlled release of agrochemicals. Particles were pre-
pared from biodegradable PBAT and PBSA copolyesters with encapsulated herbicide Clom-
azone. In particular, the effect of the crosslinking of Arabic gum and Gelatine, which were
used as emulsion stabilizers during particles preparation, on the initial release of clomazone
known as "burst effect" and release kinetics, was investigated. The prepared particles were
subject to SEM characterization and the content of Clomazone in their structure and encap-
sulation efficiency was determined. Subsequently, the release tests of Clomazone were per-
formed in an aqueous medium. The size of the particles was evaluated in the range of mi-
crometer with the high amount of cross-linked stabilizers on the surface of the particles.
During preparation a relatively high efficiency of encapsulation of Clomazone has also been
achieved. It has been found that the use of a crosslinking agent results in certain reduction
in burst effect in comparison with the particles where the stabilizers have not been cross-
linked. The burst effect also varied in dependence on the amount of crosslinking agent ap-
plied. It has also been shown that the selected polymers very strongly encapsulated the active

substance, which is released in very slow rate.

Keywords: controlled release, PBSA, PBAT, gum arabic, gelatin, solvent evaporation tech-

nique, herbicide, clomazone
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UvVOD

Polymerni mikrosystémy jsou perspektivnim odvétvim védy nachazejicim uplatnéni
v mnoha praktickych aplikacich. Hlavnim cilem téchto aplikaci je zapouzdreni ucinné latky
do struktury polymeru a ve vhodném prostfedi ji uvolnit definovanym zptsobem. Pii styku
polymerni ¢astice s vodou vznikne koncentracni gradient mezi ¢asticemi a okolnim prostie-
dim. Zapouzdiena latka zacne difundovat do okoli. Jakmile dojde k degradaci polymerni
matrice, dojde k uvolnéni zbytu latky inkorporované v polymeru. Aby nedoslo k nezddou-
cimu prudkému uvolnéni latky v nevhodny okamzik, je nutné pripravované mikrocastice
patfiénym zptsobem upravit. Vhodnou volbou chemicko-fyzikéalnich vlivli na povrch vy-
slednych ¢astic je mozné predejit tzv. burst efektu, tedy prudkému nariistu koncentrace latky
v prvnich okamzicich vyluhovéni. VSechny tyto vlastnosti jsou rovnéz uplatiiovany v zeme-
délstvi. Pokud je zapouzdien do polymerni matrice herbicid, jeho postupnym uvolfiovanim
je docileno pozadované koncentrace k vyvolani herbicidniho u¢inku bez toxického vlivu na
okolni pidni osidleni. Tato prace je zamétena na povrchovou Upravu ¢éstic z biodegradabil-
nich polymeri se zapouzdienym herbicidem. Uvolfiovacimi testy byla zjisténa efektivita po-

vrchové upravy ¢astic. [1], [2], [3]
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I. TEORETICKA CAST
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1 POLYMERNI MIKRO A SUB-MIKROSTRUKTURY

Polymerni ¢astice o velikosti v mikrometrech az nanometrech maji nesporné vysoky poten-
cidl vyuziti v zeméd¢lstvi a medicinskych aplikacich. Vyuziva se zde moznosti kontrolova-
ného uvolnovani latky zapouzdiené nebo sorbované ve struktufe c¢astice. Pokud se jedna o
biodegradabilni ¢astice, dojde k jejich rozlozeni na neskodné latky. To je dulezité zejména
v piipad¢ medicinskych aplikaci, kdy dochazi k uvolnovani latky na bunééné trovni. V ze-
meédélskych aplikacich se mikrocastice vyuzivaji kviili dosazeni dlouhodobé uc¢inné koncen-
trace pesticidu bez toxického vlivu na oziveni ptidy. Dalsi vitanou vlastnosti téchto polymer-
nich ¢astic je ochrana samotné u¢inné latky zapouzdiené v casticich. Nedochazi k foto oxi-

daci, zvétravani a je zarucena snadnd manipulace s takto ptipravenym systémem. [4]

1.1 Druhy mikrostruktur

Jak jiz bylo naznaceno, pfi zkoumani polymernich mikro a sub mikro systémil je G¢inna
latka zapouzdiena v polymerni matrici. AvSak zplisob provedeni zminéné enkapsulace ma
zéasadni vliv na uvolnovaci profil zkoumaného systému. V praxi jsou rozliSovany dva druhy
polymernich mikrostruktur. Podle zptsobu piipravy ¢astic vznikaji bud’ mikrosféry nebo

mikrokapsle.

1.1.1 Mikrosféry

Jedna se o druh mikrocastice, ktery je v idedlnim piipadé tvoten sférickou castici s homo-
genni strukturou v celém jejim objemu. Takto vznikla ¢astice je pii vhodné optimalizaci
podminek zna¢né porézni. Diky tomu lze do jeji struktury zapouzdftit latky, které budou poz-

déji uvolnény, jakmile se ¢astice dostane do vhodného prostiedi. [5]

Obrazek 1 Piiklad mikrosféry Mikrokapsle

Mikrokapsle je dalSim z ptikladti mikrosystému,

do nichz lze zapouzdfit G¢innou latku za ucelem postupného uvoliiovani. V tomto piipadé
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se jedna o dvouslozkovou castici. V jejim nitru je jadro obsahujici zapouzdienou u¢innou
latku. Toto jadro je obklopeno vnéjsi sténou. Ve vhodném prostiedi dochazi k postupné de-

gradaci vnéjsi ochranné vrstvy a pozdéji k uvolnéni vnitiniho obsahu. [5]

Shell

Obrazek 2 Ptiklad mikrokapsle
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2 METODY PRiIPRAVY MIKROSTRUKTUR

Pti volbé vhodné metody ptipravy mikrocastic je nutné zohlednit fyzikalni vlastnosti latky,
ktera se ma do polymeru enkapsulovat. V praxi byly vyzkouseny a zavedeny rtizné metody
piipravy castic. Principialné jsou si metody velmi podobné. V prvni ze dvou fazi jsou emul-
govany roztoky polymert ¢i monomert ve vhodném prostiedi. Nasleduje polymeraéni re-
akce, vysrazeni polymeri odstranénim rozpoustédla, ptipadné zména rozpustnosti polymeru

v daném rozpoustédle.
Ptiklady metod pouzivanych pro tvorbu mikrocastic:
e Metoda odpaieni rozpoustédla
e Emulgace a nasledné vysoleni
e Emulgace a difuze rozpoustédla
e Jontova gelace

Jedna z nejvhodnéj$ich metod pro piipravu ¢astic je metoda odpareni rozpoustédla. Pii jejim

pouziti vznikaji mikrosféry. [6], [7]

2.1 Metoda odpareni rozpoustédla

Prvnim krokem pfi aplikaci této metody je vytvoreni smési polymeru a i¢inné latky ve vhod-
ném rozpoustédle. Jednu z variant této metody lze rozdélit do nékolika krokd. V prvnim
kroku se polymer rozpusti v rozpoustédle, které neni misitelné s vodou. V roztoku polymeru
je nasledné rozpusténa nebo dispergovana latka, kterd se ma v polymeru enkapsulovat. Na-
sleduje vznik lipofilni faze, ktera je pomoci povrchové aktivnich latek emulgovana do kon-
tinualni vodné faze. Pii tomto kroku vznika emulze O/W, kde O je oznaceni pro olejovou
fazi a W pro vodnou fazi. Rozpoustédlo se v poslednim kroku odpatuje, a jeho ubytkem
polymeru formuji mikrocastic. K urychleni vypafovani je mozné snizit v nadobé¢ tlak pomoci
vyvévy. Vzniklé ¢astice se nasledné odstfedi, proplachnou a lyofilizuji kviili Setrnému od-

stranéni vody. [5]

2.1.1 Systém O/W

Systém oil in water vyuziva nerozpustnosti roztoku polymeru ve vodé. Na rozhrani fazi do-
chézi ke vzniku mikro emulze, ze které jsou mikrosféry ziskavany po odpateni rozpoustédla.

Je vyuzivano raznych povrchové aktivnich latek, které stabilizuji povrch mikrosfér. Jejich
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povrch lze nasledné upravovat pro dosazeni co nejlepsich vyluhovacich profild. Pouziti této
metody je vhodné pro lipofilni u¢inné latky. Hydrofilni latky maji pii ptiprave Castic ten-
denci pfechazet do vodné faze a snizovat tak G¢innost enkapsulce. Tento systém byl vyuZzi-
van 1 pii této diplomové praci, kdy bylo s vyhodou vyuzito vSech jeho vlastnosti pfiznivych

pro enkapsulaci pouzivanych latek. [5]

2.1.2 Systém O/O

V tomto piipad¢ je vodna faze nahrazena fazi nemisitelnou pro druhou organickou fézi.
Touto latkou mohou byt oleje nebo netékava rozpoustédla. Vyhodou je vyssi Gi¢innost en-

kapsulace, protoze je mozné zamezit uniku u¢inné latky do dispergacni faze. [5]

2.1.3 Systém S/O/W

Zkratka v ndzvu systému se sklada ze slov solid/oil/water. Tento systém slouzi pro enkap-
sulaci latek nemisitelnych v organické fazi. U¢inna latka je nejprve rozmélnéna, napiiklad
pomoci kryogenniho mleti. Po ziskani ¢astic u¢inné latky o velikosti maximalné nékolik
mikrometrti dochazi k emulzifikaci a dispergaci latky obdobnym zptisobem, jako u vyse po-

psanych systémi. [5]

2.2 Materialy pouzivané pro pripravu ¢astic

Vyuziti bio rozlozitelnosti polymernich materialii 1ze vyuzit jak na poli zdravotnictvi, tak i
v zemé&délskych odvétvich. Bylo publikovdno nespocet studii na téma mikroc¢astice pro po-
stupné uvoliovani 1€kt in vivo. V téchto ptipadech byla biodegradabilita materialli alfou a
omegou celého vyzkumu. Lze proto s vyhodou vyuzit poznatkid z téchto praci a vyuzivat
vlastnosti nékterych latek, které nebudou zatézi pro zivotni prostiedi. Mezi nejcastéji vyuzi-
vané materialy pro tvorbu mikrocastic slouzi kyselina polymlééna (PLA) ¢i jeji kopolymer
s kyselinou glykolovou (PLGA) [25]. Dalsi vhodné materidly pro potieby této diplomové
prace jsou PBSA a PBAT. Jako stabilizatory pii pfipravé ¢astic byly pouzity latky, jako je

zelatina, arabska guma ¢i PVA.

2.2.1 Kyselina polymlééna (PLA)

PLA je zastupce biodegradabilnich polyesterii. Vyrabi se ze Skrobnatych plodd, jako je ku-
kufice ¢i tapioka. Zdrojové suroviny slouzi jako zdroj monomert pro piimou kondenzaci a

vzniku polyesteru, nebo je vyuzivano potupu otevirani laktidového kruhu. Vznika tak poly-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

mer s vynikajicimi vlastnostmi, jako je mechanicka pevnost a prihlednost. Jeji rozklad pro-
biha mechanizmem alkalické nebo kyselé hydrolyzy esterovych vazeb. Je vyuzivana jako
surovina pro vyrobu obalovych materialt. Jeji vlastnosti jako materidl pro mikrosystémy

jsou velmi vyhodné, zejména biologicka rozlozitelnost. [21], [30], [31]

2.2.2 Kopolymer kyseliny mlééné a gykolové PLGA

Jedna se o synteticky polymer schvéaleny od Food and Drug Administration (FDA) pro pou-
ziti v medicinskych in vivo aplikacich. Vyrabi se polymeraci kyseliny mlécéné a glykolové
za pouziti katalyzator(i na bazi cinatych sloucenin. Je rovnéz biodegradabilni a biologicky
dobie dostupny. K rozkladu dochézi vlivem molekul vody. Cas rozkladu zavisi na vzjem-
ném poméru jednotlivych monomerd. Cim vice je v polymeru zastoupena kyselina glyko-
lova, tim kratsi ¢as je zapotiebi k hydrolyze. PouZziva se jako material pro vyrobu vldken
vstiebatelnych stehli pro chirurgické aplikace. Tento polymer se také vyuziva pro ptipravu

mikrocastic s vhodnym vyluhovacim profilem. [32], [33]

2.2.2.1 Dvousténné systémy vyuZivajici PLA a PLGA

Vyzkumnici [21] se zaméfili na vylepSeni drug loadingu a charakteristik postupného uvol-
flovani proteinii pomoci dvousténnych mikrostruktur. Byly vytvofeny castice s vnitini sloz-
kou obsahujici uc¢innou latku. Vnéjsi sténu tvorila vrstva jiného polymeru bez obsahu u¢inné
latky. V této studii byly pouzity dva druhy polymerd. Pro vnitini strukturu byl pouzit PLGA,
vngjsi sténu tvoftila kyselina polymlééna PLA. Pro syntézu ¢astic bylo pouzito dvou riznych
rozpoustédel. PLGA bylo rozpusténo v dichlormethanu, PLA v ethyl-acetatu. Pouzitim této
kombinace rozpoustédel byla minimalizovana moznost opétovného naruseni jiz pfipravené
vnitini vrstvy, protoze PLGA se v etAC nerozpousti. Vyhodou tohoto systému je rovnéz
moznost kontrolované regulovat tloustku vnéjsi stény. Vyluhovaci profily ukazuji, ze po
nékolikadenni lagové fazi nastava postupné uvoliiovani latky do prostfedi. Vyzkumnici tim
vytesili problém nizké zivotnosti proteinil a nutnost jejich opakované aplikace. Dvousténné

systémy umoziuji postupnou dodavku uc¢inné latky po dobu nékolika mésicti.

2.2.3 Polyhydroxybutyrat
PHB je dal$im ze zastupcl biodegradabilnich polymert. Z chemického hlediska se jedné o
polyester. Nejen, ze se jedna o biologicky rozlozitelny polymer, je také pfirodniho ptivodu.

Nekteti zastupci mikroorganizmi, napiiklad Ralstonia eutrophus ¢i Bacillus megaterium,
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syntetizuji PHB jako sviij metabolit. Jeho vyuziti v zeméd¢€lskych aplikacich je proto velmi
ptiznivé. Pidni mikroorganizmy jako Aspergillus fumigatus jsou schopné PHB rozkladat.
Je rozpustny v chlorovanych uhlovodicich. Jedna se rovnéZ o biodegradabilni polymer, ktery

se jevi jako vhodny kandidat pro ptipravu systémil s postupnym uvoliiovanim. [34]

2.2.3.1 Mikrocastice poly (3-hydroxybutyrdtu) pro postupné uvoliiovani

Studie [22] se zabyvala vyvojem systémt pro postupné uvolfiovani hovéziho sérového albu-
minu (BSA). Metodou odpateni rozpoustédla byly pfipraveny ¢astice obsahujici BSA. Diky
tomu bylo mozné vyhodnotit uvoliiovaci profily spektrofotometricky. Uéinnost enkapsulace
BSA byla provedena na modelové sérii ¢astic, které obsahovaly G¢innou latku BSA oznace-
nou fluoresceinem. Optickym mikroskopem ziskané snimky ukazaly Gi¢innost enkapsulace
uvniti mikrocastic. Soucasné bylo patrné zachyceni proteinu na povrchu téchto ¢astic, coz
nasledné vedlo k rychlému uvolnéni BSA do prostiedi. Uvnitf enkapsulovany BSA byl uvol-

novan po dobu 200 hodin.

2.2.4 Polybutyrat adipat tereftalait PBAT

PBAT (polybutyrat adipat tereftalat) je kopolymer kyseliny adipové, 1,4-butndiolu a dime-
thyl tereftalatu. Jeden z obchodnich nazvii tohoto polymeru je Ecoflex a byl syntetizovan
jako potencialni ndhrada LDPE. Zminény polyethylen je na rozdil od PBAT rezistentni a
nepodléhd mikrobidlnimu rozkladu. Vlastnostmi se PBAT velmi podoba LDPE a v né¢kte-
rych aplikacich jej ispé$né nahrazuje. Prikladem téchto aplikaci jsou rtizné folie a nakupni
tasky. Vynika dobrymi vlastnostmi, jako je pevnost a ohebnost. Chemicky se jedna o kopo-
lymer s nahodilou strukturou, proto nelze pozorovat velkou krystalinitu. To mé za nasledek

Siroky rozsah teplot tani. [35]

2.2.5 Polybutylen sukcinat PBSA

PBSA je vyrabén trans-esterifikaci kyseliny jantarové a 1,4-butandiolu za vzniku PBSA oli-
gomert a vody. Naslednou reakci za sniZzeného tlaku a katalyzou titanem ¢i jinymi kovy
dochazi ke zvyseni molarni hmotnosti polymeru. Produktem této reakce je biodegradabilni
polymer s vlastnostmi podobnymi polypropylenu PP. Rozkladaji jej naptiklad mikrobialni
kultury Penicillium. S vyhodou se pouziva jako obalovy materidl pro jednorazové talife a

tacky, taSky, sacky a dalsi. [36], [37], [38]
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2.3 Ovliviiovani vyluhovacich profili

Uvoliovani latek z polymernich mikrostruktur probiha v zdsadé dle dvou zakonitosti. Latka
muze byt ddvkovana s linedrnim nartistem koncentrace v po celou dobu uvoliiovani. Druhy
zpusob kinetiky uvoliiovani se fidi Fickovym zakonem, kdy dochéazi k pozvolnému nartstu
koncentrace latky. Vysledny profil bude mit logaritmicky prabéh narastu koncentrace s po-
tencialni lagovou fazi. Na zaklad¢ volby postupu ptipravy polymernich mikroc¢astic 1ze usu-
zovat, jaké vlastnosti bude pii vyluhovacich testech systém vykazovat. Morfologie stejné tak
struktura povrchu a vysledna velikost ¢astic je siln€ ovliviiovana metodou jejich ptipravy.
Dalsim dulezitym faktorem jsou chemicko-fyzikalni vlastnosti latky zapouzdiené v Casti-
cich. MnozZstvi uc¢inné latky enkapsulované do ¢éstice nesmi piekrocit kritickou troven, aby
nedochézelo k narusSeni schopnosti tvorby ¢éstic. Velkym problémem je regulace rychlosti
uvolnovani uc¢inné latky. Pii pfipravé ¢astic je nutné omezit pocate¢ni vysokou rychlost
uvolnovani vhodnym technologickym postupem. Je mozné postupovat riznymi zpusoby,
napiiklad vytvofenim obalové stény ¢astice pomoci jiného polymeru. Tato Gprava vyzaduje,
aby m¢l polymer tvotici obalovou vrstvu odlisné vlastnosti a odli§ny zpiisob ptfipravy, nez
polymer zapouzdiujici uc¢innou latku. Je tim zamezeno pred¢asnému uvolnéni ucinné latky
do prostredi, ve kterém dochazi k povrchové tpravé. Prikladem takového systému mize byt
kombinace PLGA nesouciho zapouzdienou latku a vnéjsi obal slozeny z PLA. PLA je roz-

pustna v ethyl acetatu, zatimco PLGA neni.

2.4 Mechanizmy uvoliovani zapouzdiené latky

Enkapsulaci latky do struktury polymerni ¢astice je ziskén systém pro postupné uvolnéni
dané latky. V zavislosti na charakteru uc¢inné latky bude probihat jeji unik do prostfedi na
zaklad€ dvou zndmych principti. Jednim z nich je difuze, druhy je eroze, pficemz vzdy jeden
ptevazuje nad druhym [11]. Difuze probiha na zdkladé rozdilu koncentraci latky uvniti a vné
polymerni matrice. Pokud jsou latky zapouzdifené v matrici dobie rozpustné ve vodé¢, bud
tento princip pfevazovat. Protikladem tomuto systému je eroze polymerni matrice. V pro-
stiedi dochazi k degradaci polymeru a k uniku latky do prostfedi [12]. Pokud je latka ome-

zené misitelna s vodou, dojde k jejimu uvolnéni ptevazné eroznim mechanizmem.
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Obrazek 3 Ilustrace uvoliiovacich mechanizmi [11], [12]

2.5 Efekt rychlého pocatecniho nariistu koncentrace aktivni latky

Mikrocastice jsou po aplikaci do vhodného prostiedi vystaveny fadé fyzikalnim a chemic-
kym vlivim. Zejména se jedné o vysoky koncentracni gradient mezi zapouzdienou latkou a
okolnim vodnim prostfedim. V prvni fazi uvolnovani dochazi k prudkému nartistu koncen-
trace ucinné latky v uvoliiovacim médiu ¢i prostiedi. Tento jev se oznacuje jako burst-efekt.
Je v8ak znaén€ nezadouci, prudké uvolnéni latky do prostfedi znemozni kontinualni, po-
stupné uvolilovani latky po dlouhou dobu. Tento jev vSak lze omezit pouzitim vhodné
upravy povrchu mikrocastic pomoci emulgac¢niho ¢inidla. Chemickymi cestami 1ze dosah-
nout dodate¢ného vytvrzeni vzniklého povrchu. Nasledujici obrazek demonstruje rychly na-

rust koncentrace ucinné latky v systému.
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brazek 4 Vyluhovaci profil s velkym burst efektem [22]

Kombinaci vhodnych postupti 1ze burst efekt omezit. Nasleduje obrazek vyluhovaciho pro-

filu, ktery neni zatizen prvotnim nahlym naristem koncentrace ucinné latky.
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Obrazek 5 Uvolnovaci profil bez burst efektu [33]
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2.6 Latky pro upravu povrchu ¢astic

Polymerni matrice slouzi k zapouzdieni latky, kterd ma byt uvoliovdna. Samotné zapouz-
dfeni u¢inné latky vSak nezarucuje zaddouci kinetiku uvoliiovaciho profilu. Béhem ptipravy
mikrosystému se proto pouzivaji riizné latky, které povrch ¢astic béhem ptipravy opatii vrst-
vou, kterd nasledné uvolnéni patficn€ upravi. Jedné se zejména o ovlivnéni rychlosti vylu-
hovani ¢i a stability ¢astic. Tyto latky rovnéZ vykazuji schopnost snizovat povrchové napéti

vody, coz je vyhodné zejména béhem tvorby mikroemulze.

2.6.1 Zelatina

Ziskava se z ruznych zvitecich rezidui bohatych na kolagen. V potravinafstvi se pouziva
jako gelovaci prostiedek, ve farmaceutickém primyslu slouzi k vyrobé tobolek. Po reakci
s vodou dochazi k ireverzibilni hydrolyze kolagenu, jinymi slovy dojde k zmenSeni bilko-
vinnych vldken do menSich peptidi. Téchto vlastnosti je mozné vyuzit pfi ptipravé mi-
krostruktur. Pokud je zelatina pfitomna ve vodné fazi pii emulzifikaci, obali povrch Castic a
vznikne tak vrstva omezujici prinik vody. Zpriichodnéni ¢astice je zpisobeno pozvolna bé-

hem degradace této vrstvy ve vhodném prostredi. [19], [39]

2.6.1.1 Pouiiti Zelatiny jako povrchové ldtky v praxi

Tato studie [19] se zaméfila na produkci Castic vyrobenych ze smési zelatiny a arabské
gumy. Enkapsulovanou latkou do nitra ¢éstic byl kafrovy olej. Tento aromaticky olej ma
velmi ptiznivé 1éCivé vlastnosti, avSak miize vyvolavat alergické reakce pti dlouhodobém
kontaktu. Vyzkumny tym se proto zaméfil na piipravu ¢astic s postupnym uvolilovanim této
latky. Prvnim krokem piipravy ¢astic byla homogenizace oleje s roztokem zelatiny a arabské
gumy. Po ptidavku kyseliny v pfesném mnozstvi doslo k vytvoteni vétsich celkt ¢astic. Vy-
tvrzeni stén bylo docileno glutaraldehydem. Pro podporu postupného uvoliiovani byl do
oleje pfidavan nizkomolekularni polystyren, ktery vyznamné ovlivnil vyluhovaci kiivky.

Diky jeho ptidavku bylo zaru¢eno postupné uvolnéni oleje do prostiedi.

2.6.2 Arabska guma

Arabskd guma je pryskyfice ziskana naptiklad z mizy akécie arabské. Pouziva se v potravi-
narstvi jako stabilizator. Je to smés sacharidli a glykoproteint. S oblibou se vyuziva jako

lepidlo na postovnich znamkach a cigaretovych papircich. Pii pfipravé mikrostruktur ma
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podobné vyuziti, jako zelatina-snizuje povrchové napéti vody a obaluje povrch ¢astic. Pou-
zitim sitovaciho ¢inidla Ize jeji povrch vytvrdit. Omezeni burst efektu touto latkou se nabizi

jako vhodn4, biodegradabilni alternativa jinym substancim. [40]

2.6.2.1 Systémy pro postupné uvolitovani ldatek se zaméiFenim na zdravotné nezdavadné

Litky

Vyzkumny tym [16] se vénoval vyvoji polymernich ¢astic pro distribuci allyl-isothiokyanatu
per os. Allyl isothiokyanat (AITC) je latka s antimikrobnimi u€inky a pfiznivym vlivem pro
travici soustavu. Jeji pouZiti je vSak zna¢n¢ omezené, protoze je velmi tékava, Spatné roz-
pustna ve vod¢ a velmi snadno se rozklada. Pro pfekonéni téchto piekazek byly zkoumany
moznosti zapouzdieni AITC do biopolymerni matrice. Takovyto systém by rovnéz umozio-
val postupné uvoliiovani ucinné latky. Tato studie se zaméfila na pouziti arabské gumy a
zelatiny se zvlaStnim diirazem na pouziti zdravotné nezavadnych c¢inidel pro ptipravu sys-
tému. Vyzkumny tym vyloucil pouziti klasickych sitovacich ¢inidel, jako je formaldehyd a
glutaraldehyd z diivodu jejich toxicity. Jako alternativu témto sitovadliim bylo zkoumano
pouziti tfislovin, které maji schopnost tvofit komplex s vodikovymi mustky pfitomnymi
v proteinech Zelatiny a arabské gumy. Sitovacim ¢inidlem byla kyselina taninova, AITC byl
rozpoustén v olivovém oleji. Ptiprava Castic sestavala ze tfi krokl. Nejprve byla vytvorena
emulze AITC v oleji se zelatinou, poté byl vytvoren komplex s arabskou gumou a na zaveér
byly stény castic vytvrzeny sitovacim ¢inidlem. Vyzkumnému tymu se povedlo syntetizovat
mikrosféry shluknuté do vétsich celkl vlivem sitovéani. Tento systém vykazoval vétsi ucin-

nost enkapsulace, nez doposud zkoumané systémy vyuzivajici komplex alginatu a chitosanu.

2.6.3 Skrob

Jedna se o pfirodni polysacharid slozeny z mnoha molekul gluko6zy spojenych glykosidickou
vazbou. Je hojné vyuzivan v potravindistvi k zahustovani pokrmi. V primyslu nachdzi
uplatnéni pfi vyrobé papiru a jako zdroj pro vyrobu lepidel. Podléha enzymatické hydrolyze.
Jeho pouziti jako stabilizatoru vné&jsi vrstvy mikroc¢astic se proto jevi jako velmi vyhodné.

Potlaceni pocatecniho burst efektu je dosazeno dobrou biodostupnosti Skrobu.

2.7 Pesticidy

Pesticidy jsou latky hubici Skidce. Z anglického slova pest (Skiidce) pochézi zaklad slova.

Pesticidy jsou dale rozdéleny podle cilovych organizmil, které jimi maji byt hubeny. V této
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praci byly pouzivany vyhradné latky s herbicidnim G¢inkem. Jinymi slovy, latky likvidujici
rostliny. Pouzitim téchto latek se zvySuje efektivita péstovani dilezitych plodin, zvysSuji se
zemédelské vynosy a zrychluje se proces kultivace vypéstovanych zdrojovych rostlin. Na-

sledujici ptehled shrnuje typologii pouzivanych pesticidu [13].

Tabulka 1 Rozd¢leni pesticidl

Druh pesticidu Cilova skupina
Herbicidy plevelné rostliny
Fungicidy plisné, cizopasné houby

Regulatory ristu rostlin prirozeny nist
Insekticidy hmyz
Akaricidy pavoukoviti
Moluskocidy mekkysi
Rodenticidy hlodavci

2.7.1 Rozdéleni herbicidua

Herbicidy se dé€li podle jejich ucinku na jednotlivé druhy rostlin.

2.7.1.1 Selektivni herbicidy

Tyto latky piisobi pouze na plevele, které brani ¢i zpomaluji rist hospodatskych rostlin. Je-
jich piisobeni ¢i naopak neplisobeni na jednotlivé rostliny zavisi na n¢kolika faktorech,

zejména na zpusobu penetrace do rostliny, afinité latky k povrchu rostliny, atp. [14], [15].

2.7.1.2 Neselektivni herbicidy

Jedna se o latky likvidujici veSkeré druhy rostlin. Jejich u¢inek mnohdy spociva v inhibici
aktivity ¢i syntézy enzymu, bez kterého dana rostlina neni schopna zivota. Vyuzivaji se nejen
v zemédelstvi, ale také k oSetfeni nezemédélskych ptd, jako jsou naptiklad okraje silnic ¢i

sportovni plochy [14], [15].

Aplikace herbicidil je rovnéz nutnd pouze v urcitych stadiich Zivotnich cyklu rostlin. Herbi-
cidy je mozné aplikovat jak na jiz vzrostlé rostliny, tak i do pidy obsahujici jejich semena,

nebo také k pouhé sterilaci pidy bez semen.

a) Preemergentni aplikace-oSetieni ptidy po zaseti rostlin
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b) Predset'ova aplikace- oSetfeni pudy pied zasetim rostlin
c) Postemergentni aplikace- oSetfeni po vzejiti rostliny

[14], [15].

2.8 Herbicidy pro mikrosystémy pro postupné uvoliovani

Herbicidy maji spoustu nezadoucich uc¢inkd, jak pro zivotni prostredi, tak pro zemédélské
produkty samotné. Mnohdy je nutné ddvkovat herbicid v nadbytku, aby se dosdhlo G¢inné
koncentrace k vyvolani herbicidniho u¢inku. Naslednd rezidua mohou a mnohdy ptedstavuji
riziko pro dal$i organizmy. Nez dojde k degradaci prebyte¢ného mnozstvi latky v prostiedi,
mohou byt kontaminovany podzemni vody. Tyto latky jsou vétSinou toxické pro ryby, a to i
v malych koncentracich. Tyto aspekty je nutné mit na paméti a pouzitim mikrosystému pro
postupné uvoliiovani je mozné omezit ¢i zcela odstranit nastinéné problémy. Optimalizaci
mikrosystému je mozné docilit davkovani potiebného mnozstvi herbicidu. Davky jsou tak
zajiStény tak, aby latka ucinné likvidovala Skiidce a zaroven nepiisobila toxicky pro okolni
ekosystém. RovnéZz dochazi k efektivnimu odbourdvani herbicidu, protoZze je mikroorgani-

zmum lépe dostupny v malych koncentracich.
2.8.1 Priklady herbicidi

2.8.1.1 Roundup (glyfosat)

Roundup je obchodnim oznagenim herbicidniho p¥ipravku s totdlnim uéinkem. Uginnou lat-
kou je glyfosat. Tato latka je inhibitorem syntézy tyrozinu, tryptofanu a fenylalaninu. [25]
Vstiebava se pies listy jiz vyrostlych rostlin, kofenovy systém jej absorbuje velmi malo.
Jeho pouziti je znacné rozsiteno, avsak pretrvavaji obavy z nezadoucich ucinkti na ¢loveéka
a zivotni prostiedi. [26] Je prezentovan jako biologicky odbouratelny. Existuji rizné druhy
zemédelskych plodin, které byly geneticky modifikovéany, aby byly odolné U¢inkiim gly-
fosatu. Genetickd modifikace spocivala v introdukci genu izolovaného z bakterii do genomu
rostlin. Gen tidi syntézu EPSP syntazy. Diky tomu je mozné péstovat plodiny a oSetfovat je

glyfosatem bez rizika thynu a s jistotou likvidace plevele.
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Obrazek 6 Glyfosat

2.8.1.2 Metazachlor

Tato latka patii mezi preemergentni herbicidy. Je vstiebavan predev§im kofenovym systé-
mem. Jedna se o selektivni herbicid likvidujici lipnicové a dvoudélozné plevele. Jeho vyho-
dou je pomérné nizka akutni toxicita. Zakladnimi surovinami pro jeho vyrobu jsou chlora-

cetyl chlorid a 2,6-dimethyl anilin.

1o
NH, 0 HN

H3C\©/CH3 (-;l)l\/CI H3C\©/CH3

N

kN/ﬁ\/CI @N cﬂN)OJ\/CI

H
H3C\©/CH3 -~ ch\©/CH3

2.8.1.3 Triclopyr Obrazek 7 Syntéza metazachloru

Tato latka se pouziva k hubeni dvoudéloznych plevell a néletovych dievin. Jeho molekula
je podobna struktuie kyseliny trichlorfenoxyoctové. Ta je vSak nechvalné znama pro své
dlouhodobé¢ nezadouci t¢inky-obsah dioxinti dodnes zptisobuje reprodukéni potize ve Viet-

namu. Rovnéz plsobi jako defoliant, v disledku ztraty listii dojde k thynu rostliny. [27]
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Obrazek 8 Triclopyr

2.8.1.4 Klomazon

Dals$im zastupcem z fad herbicidil je klomazon, latka pouzivana pro enkapsulaci v mikro-
systémech zkoumanych v této diplomové préci. Jedna se o herbicid plsobici proti jednole-
tym dvoudéloznym pleveltim. Pouziva se jako preemergentni, tedy nez plevel vyroste. Vstie-
bava se koteny rostlin a inhibuje biosyntézu prekurzorti chlorofylu a karotenoidd. Neptsobi

proti pleveliim $ificim se kotfeny. [28]

HAC
HAC O

_N
O
Cl

Obrazek 9 Klomazon

2.8.2 Vliv herbicidi a pesticidii na Zivotni prostiedi

Jak jiz bylo naznaceno, pesticidy maji ve vétSing€ piipadii nezadouci G€inky. Z podstaty jejich
ucinku se jedna o jedy, at' uz likviduji rostliny nebo Sklidce zvifeciho druhu. Pesticidni
ucinky jsou vitanou vlastnosti téchto latek, avsak jejich dopad na zivotni prostredi je neza-
nedbatelny, ¢i spise vazny. Aplikaci téchto latek jsou mnohdy zasazeny vSechny sféry zivot-
niho prostiedi, tedy ovzdusi, pida i voda. Zvlasté nebezpecné jsou vedlejsi produkty pii
vyrobé téchto latek. Jako piiklad uved’'me Agent Orange. Uginné latky tohoto herbicidu byly
kontaminovany zna¢nym mnozstvim dioxini, které vznikaji pii syntéze. Jejich toxicky efekt

se projevuje i mnoho desitek let po aplikaci. [29] Dalsim aspektem je post-aplika¢ni chovani
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latek v prostredi. VSechny povolené pesticidy podléhaji degradaci v pidnim prostiedi. Efek-
tivita tohoto jevu je charakterizovana pidnim adsorpcnim koeficientem. Rozklad mikroor-
ganizmy muze vést az ke vzniku neSkodnych anorganickych latek, jako oxid uhli¢ity, voda
atd. Existuje vSak 1 riziko vzniku metabolitl s nejistym G¢inkem. Zavisi také na hloubce
praniku latek do pudy. K mikrobialni degradaci dochazi zejména v blizkosti kofenového
systému. Cim hloubgji pesticid pronikne, tim hiife jeho rozklad probiha [16]. Pesticidy se
rozkladaji také pisobenim UV zafeni. Fotodegradace zavisi na chemickém charakteru slou-

¢eniny a spektru dopadajiciho na molekulu [17].
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3 REALIZOVANE PRACE SE ZAMERENIM NA MIKROCASTICE

3.1 Priprava dvousténnych mikro ¢astic pro postupné uvolnovani 1€ki

Studie [18] se zaméfila na ptipravu biodegradabilnich ¢astic pro transport 1é¢iva Doxorubi-
cinu. Jedna se o 1€k na leukémii a samotny je vysoce kardiotoxicky. RovnéZ si buiiky na jeho
davku snadno vytvéreji rezistenci. Vyssi davky se potom velmi rychle ptiblizuji davkam
toxickym. Pro jejich transport do organizmu nelze pouzit klasické jednoslozkové polymerni
systémy, protoze by k uvolnéni 1é¢iva dochéazelo pfilis rychle. Byly proto zkoumany tech-
niky pfipravy dvouslozkovych ¢éstic, z jejichZ nitra se latky uvoliuji vyrazné pomaleji a
omezuji prvotni burst efekt. V této studii byly pfipraveny ¢astice slozené z polymert PLLA
a PLGA v riznych pomérech. Na zakladé rozpustnosti jednotlivych slozek v ethyl acetatu
byly zkoumany jednotlivé vrstvy, ve kterych byl zapouzdien Doxorubicin. Zkoumani distri-
buce latky v Casticich touto metodou ukézalo, ze se léCivo uzavira v naprosté vétSing
v PLGA. PLLA tvofii druhou, ochrannou vrstvu. Takto pfipravené ¢astice vykazovaly ome-
zeny burst efekt a moznost davkovani 1éku az po dobu 80 dni, pokud byly polymery smi-

chany v poméru 1:1.

3.2 Mikrocéastice PLGA pro postupné uvoliiovani

Tym [33] zkoumal uvoliovaci charakteristiky ¢astic ptipravenych z PLGA. Uvoliiovanou
latkou bylo 1é¢ivo Simvastatin (SIM). Vyzkumny tym proto enkapsuloval SIM do ¢astic
z tohoto polymeru a zkoumal vyluhovaci charakteristiky, i¢innost enkapsulace a schopnost
¢astic pojmout Ié¢ivo (drug loading). Soucasné zkoumal vhodnost pouziti téchto ¢astic s oh-
ledem na mozny burst efekt, ktery je velmi nezddoucim jevem. Systémy byly pfipraveny
metodou odpateni rozpoustédla, jako stabilizator ¢astic byl pouzit polyvinylalkohol. Po pro-
vedeni jednotlivych charakterizaci bylo zjiSténo, Ze SIM je mozné zapouzdfit s 85 % ucin-
nosti. Nasledné vyluhovaci testy ukézaly, ze k uvolnéni 27 % SIM nastalo po 6 dnech a
soucasné nedoslo k burst efektu. Tento material pro pfipravu mikroc¢astic pro postupné uvol-
novani se tedy jevi jako velmi vyhodny a dostupny zptisob davkovani latek zapouzdienych

do jeho struktury.
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3.3 Systémy PLGA mikroc¢astic pro uvolnovani lipofilnich latek

Vyzkumny tym [20] zkoumal vlastnosti a zpisoby ptipravy mikrocastic PLGA pro uvoliio-
vani ve vodé téméf nerozpustného Fenretinidu. Jednd se o latku s chemoterapeutickym ucin-
kem pro 1éc¢ku rakoviny. M4 vSak velmi nizkou rozpustnost ve vod€ a dosahovani terapeu-
tickych davek v krvi je nadro¢né zejména kvili jeho malé biodostupnosti. Tym vyzkumniki
zvolil ponékud odlisny zplsob ptipravy téchto ¢astit vzhledem k malé polarité Fenretinidu.
Do struktury PLGA byly zapouzdiovany samotné krystaly této latky, které byly ziskany kry-
ogennim mletim na velikost pod 5 mikrometra. Nasledovaly pokusy s pfidavky riznych po-
vrchové aktivnich latek pro zlepSeni nasledné distribuce 1é¢iva do téla. Priprava téchto mi-
kroc¢astic spada do kategorie S-O-W metody. Po¢atecni burst efekt byl potlacovan vhodnou
volbou povrchové aktivni latky a jeji koncentrace. V kombinaci s ptidavkem uhli¢itanu ho-
fe¢natého pii pripraveé ¢astic bylo dosazeno postupného uvoliiovaciho profilu s malym po-
¢atecnim burst efektem. Rovnéz bylo dosazeno vysokého procenta tzv. drug loadingu, tedy
schopnosti ¢astice pojmout danou latku. Castice uvoliiovaly Fenretinid po dobu jednoho mé-
sice a pfi testovani v in-vivo podminkach nedochédzelo k negativnim interakcim castic se

zkoumanym organizmem.

3.4 Optimalizace sloZeni ¢astic pro dosaZeni co nejlepSiho vyluhovaciho

profilu bez burst efektu

Dalsi ze studii [23] podrobné obsahla vliv sloZzeni mikrocastic na vyluhovaci profily. Jedna
se rovnéz o studii vyuZzivajici dvojice polymertt PLA a PLGA. Ptiprava mikroc¢astic probi-
hala metodou odpateni rozpoustédla a zkoumanou latkou byl pyroxicam. PLA slouzil jako
vnéjsi sténa obalujici ¢astici. PLGA s enkapsulovanou latkou tvofil vnitini skelet. I tato stu-
die vyuziva nerozpustnosti PLGA v ethyl acetatu a vyuziva jej jako rozpoustédlo pro vnéjsi
PLA sténu. Vyluhovaci testy probihaly za pouziti ¢astic s riznym pomeérem zastoupeni
PLA/PLGA. Nejlepsi vyluhovaci profil mél systém se 3 dily PLA a 1 dilem PLGA. Vylu-
hovaci charakteristiky ukazaly postupné davkovani piroxicamu. Prvnich 10 dni se uvolnilo
20 % latky, zbytek byl pozvolna davkovan po dobu celkovych 60 dni. Tento vysledek je

znacn¢ piiznivy pro dalsi zkoumdani v této diplomové praci.
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3.5 Nanokapsle pro postupné uvoliiovani herbicidu

Grillo a kolektiv [24] pfipravovali nanokapsle z poly € kaprolaktonu. Syntéza probihala me-
todou O/W odpatenim rozpoustédla. Dosazeni velikosti ¢astic v nano métitku bylo prove-
deno pouzitim surfaktantil. Rozpéti velikosti &astic bylo 200-300 nm. U¢inné latky byly en-
kapsulovany s ucinnosti kolem 80 %. Vyluhovaci testy probihaly ve vodném prostiedi. Au-
tof1 zkoumali genotoxicitu pfipravenych systému na lidskych lymfocytech. Vysledky tohoto
zkoumani bylo zjisténi, ze zapouzdiend forma pesticidli mé nizsi toxicky ucinek, nez volna
forma. Tato studie se jevi jako vhodna inspirace pro syntézu systému s postupnym uvolno-

vanim.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIAL A POSTUP PRIPRAVY

4.1 Chemikalie a pristroje

4.1.1 Chemikalie pro pripravu a charakterizaci ¢astic
- PBSA
- PBAT
- Arabska guma
- Zelatina, Gista, (Penta, CR)
- Destilovana voda
- Dichlormethan (Merck, Némecko)
- Cloroform (Merck, Némecko)
- Clomazone (Sigma Aldrich, Némecko)
- Kyselina octova (Penta, CR)
- Kovovy sodik
- Dusiénan stfibrny (Lachema, CR)
- Chroman draselny (Lachema, CR)
- Kyselina mravenéi (Penta, CR)

- Acetonitril (Honeywell, Némecko)

4.1.2 Chemikalie pro uvoliiovaci testy
- Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lachema, CR)
- Hydroxid sodny (Penta, CR)
- Destilovana voda

- azid sodny (Penta, CR)
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4.1.3 Pristroje

- Vysoceucinny kapalinovy chromatograf Dionex Ultimate 3000

- Skenovaci elektronovy mikroskop Phenom Pro

- lyofilizatorScanVac (CoolSafe, Labo Gene)

- vakuova pumpa Solid PTFE (KNF Laboport)

- Centrifuga MultiFuge (Thermo Scientific, USA)

- magnetické michadlo (RH Basic, IKA, Belgie)

- ultrazvukovy homogenizator SONOPULS (Bandelin, Némecko)

- vysokorychlostni homogenizator Ultra-turrax (T 18 Basic, IKA ®, Belgie)

- automaticky analyzator prvkového slozeni Flash 2000 CHNS/O+MAS200R
(Thermo Scientific, USA)

4.2 Priprava cCastic

Mikrocastice byly pfipravovany zavedenym postupem vhodnym pro metodu odpateni roz-
poustédla. Odlisnosti spocivaly v pouziti riznych koncentraci vytvrzovaciho €inidla. Tim
bylo dosazeno rozdilného stupné sitovani povrchu ¢astic a tim ke zméné vlastnosti celého
systému. Cilem bylo vybrat takovou koncentraci vytvrzovaciho ¢inidla, aby bylo dosazeno
co nejlepSich vyluhovacich charakteristik, tzn. minimalni burst efekt a kontinualni uvolnéni

bez vykyvi.

4.2.1 Castice stabilizované smési arabské gumy a Zelatiny

Byl piipraven roztok polymeru (PBSA nebo PBAT) smichdnim 1 g polymeru a 10 ml dich-
lormethanu. Po dokonalém rozpusténi bylo do reakéni nddobky navézeno 50 mg clomazonu.
Nésledné bylo k navézce pipetovano 2 ml roztoku polymeru. Toto mnozstvi clomazonu od-
povida 20 % ucinné latky vztazené na obsah polymeru v roztoku. Obsah reakéni nadoby byl
preveden do kadinky obsahujici 20 ml roztoku Zelatiny a arabské gumy. Tento roztok slouzil
jako vodna faze a byl pfipraven smichanim 0,5 g Zelatiny a 0,5 g arabské gumy v destilované
vodé. Smés vodné faze, polymeru a pesticidu byla nasledné homogenizovana vysokootac-
kovym homogenizatorem IKA Turrax pii 24000 otackach po dobu 5 minut za stalého chla-
zeni ledovou tiisti. Po homogenizaci nésledovala sonifikace pomoci pfistroje Bandelin. Pro-
bihala po dobu 5 minut. Po dokonceni sonifikace bylo z roztoku podtlakové od¢erpano roz-

poustédlo. Po Uiplném odsati dichlormethanu bylo do roztoku ptikapévano takové mnozstvi



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

20 % kyseliny octové, aby pH kleslo na hodnotu 3,7. Nasledoval piidavek glutaraldehydu,
podle potieby bylo ptidano 0,1; 0,2; 0,5 ml 50% roztoku. Smés byla michana po dobu 10
minut, ve které probihala sitovaci reakce. Suspenze byla nasledné pievedena do plastovych
vialek a centrifugovdna po dobu 10 minut pti 14000 ot/min. Po centrifugaci byl slit super-
natant a doslo k resuspendaci ¢astic ve 20 ml vody. Odsttedéni se opakovalo dvakrat i s pro-
plachem. Po odstfedéni byly ¢astice resuspendovany v 10 ml vody a zmrazeny pro naslednou

lyofilizaci.

4.2.2 Vytvrzovani stén Castic-glutaraldehydové sit’ovani

Zelatina a arabska guma jsou hydrofilni latky. Aby byl omezen burst efekt a zpomalen cely
uvolnovaci proces, bylo do 20 ml vodné faze davkovano patiicné mnozstvi glutaraldehydu
dle postupu vyse. K vytvrzeni stén ¢astic doslo béhem 10 minut. Pfidavkem daného mnoz-
stvi glutaraldehydu do vodné faze vznikly reakéni smési o koncentracich 0,25%, 0,5% a

1,25% obj.

4.3 Charakterizace pripravenych ¢astic

Pfipravené ¢astice byly podrobeny sérii analyz. Bylo zapotiebi stanovit skutecné mnozstvi

enkapsulované latky a potidit mikroskopické snimky ilustrujici velikost a morfologii ¢astic.

4.4 Stanoveni mnoZzstvi zapouzdieného clomazonu

MnozZstvi zapouzdiené latky v ¢asticich je vyjadieno parametrem zvanym drug loading. Sta-
noveni mnozstvi clomazonu v pfipravenych ¢asticich je nezbytnym parametrem pro na-
sledné prizptisobeni vyluhovacich testi. Pro stanoveni obsahu clomazonu byla pouzita
Lassaignova zkouska. Bylo navdZzeno 25 mg ¢astic a pfevedeno do zkumavky z tavitelného
skla. K navéazce bylo ptidano malé mnozstvi kovového sodiku, pfidavané mnozstvi ptiblizné
odpovidalo velikosti krychle o strané¢ 3 mm. Zkumavka byla diikladné zahtivana nad plyno-
vym kahanem po dobu 5 minut. Tim doslo k rozkladu ¢astic a k reakci jednotlivych slozek
se sodikem. Po uplynuti 5 minut byla zkumavka rychle ponotfena do kadinky s 20 ml desti-
lované vody. Sténa zkumavky praskla a jeji obsah byl suspendovan ve vod¢. RovnéZ doslo
k rozpusténi produkti reakce se sodikem. To umoznilo jejich stanoveni dostupnymi analy-

tickymi metodami.
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4.4.1 Reakce probihajici béhem Lassaignovy zkouSky

Molekula clomazonu obsahuje ve své struktufe atom chloru, ktery reagoval se sodikem za
vzniku NaCl. MnoZzstvi clomazonu je tedy mozné stanovit jako obsah NaCl argentometric-
kou titraci. Obsah kadinky s produkty reakce byl ptefiltrovan do Erlenmayerovy banky. Na-
sledné bylo ptidano nékolik kapek 0,05 M roztoku chromanu draselného K>CrOg, ktery slou-
zil jako indikator obsahu stfibrnych iontd. Tato smés byla titrovana 0,05 M roztokem dusic-
nanu sttibrného do prvni viditelné zmény zbarveni. Tento piechod je indikovén vznikem
hnédé srazeniny chromanu stiibrného. Kazdé¢ stanoveni bylo dvakrat opakovano, celkové

byly ziskany 3 hodnoty obsahu clomazonu.

4.4.2 Herbicidni plnéni ¢astic (herbicide loading, HL)

Ziskané vysledky z Lassaignovy zkousky lze vyuzit pro vypocet charakteristickych vlast-
nosti vzniklych ¢astic. MnoZstvi herbicidu zapouzdieného v ¢asticich 1ze vypocitat jako po-
dil hmotnosti herbicidu ke hmotnosti ¢astic podrobenych zkousce. Ziskana hodnota se na-

zyva Herbicide Loading, HL.

(1)

hmotnost enkapsulované latky
= x 100

hmotnost ¢astic

4.4.3 Utinnost enkapsulace

Pti piipravé ¢astic bylo do systému O/W davkovano definované mnozstvi herbicidu. AvSak
pouze v idealnim piipad€ dojde k zapouzdieni veskerého mnozstvi latky do polymerni ma-
trice. Pomér skute¢ného mnozstvi herbicidu v ¢asticich a mnozstvi latky ptivodné davkované

se nazyva ucinnost enkapsulace (encapsulation efficiency)..

hmotnost enkapsulované latky
E = —— - x 100
pocatecni hmotnost laty

2

4.5 Elementarni analyza

Pro stanoveni mnoZzstvi Zelatiny a arabské gumy na povrchu castic byla provedena elemen-
tarni analyza pomoci automatického analyzatoru prvkového slozeni Flash 2000
CHNS/O+MAS200R. Bylo sledovano mnozstvi uhliku, dusiku, vodiku a kysliku ve vzor-

cich mikrodgastic.
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4.6 Skenovaci elektronova mikroskopie

Pro ziskéani informaci o velikosti, distribuci velikosti a morfologii vzniklych ¢astic bylo vy-
uzito skenovaci elektronové mikroskopie (SEM). Snimky byly potizeny pomoci mikroskopu

Phenom Pro.

4.7 Uvoliovaci testy

4.7.1 Priprava uvoliovaciho média

Byl ptipraven 0,1 M roztok dihydrogenfosfore¢nanu draselného a jeho Ph bylo upraveno
pomoci 1M hydroxidu sodného na hodnotu 7. Jako konzervaéni latka byl pouzit azid sodny,

jehoz vysledna koncentrace v roztoku byla zvolena na 0,2 %.

4.7.2 Podminky pro uvoliiovani

Do sklenénych lahvi o objemu 50 ml bylo naddvkovano 50 ml pufru o ph 7. Na zékladé
stanoveni mnoZstvi klomazonu enkapsulovaného v ¢asticich bylo navazeno odpovidajici
mnozstvi ¢astic k uvoliiovani. Jejich hmotnost byla volena tak, aby konecna koncentrace
klomazonu v testovacich lahvich neptekrocila 50 mg/l. V danych ¢asovych intervalech bylo
odebirano 1,5 ml vzorku. Ten byl az do analyzy na HPLC uchovan pfi nizké teploté. Po

odbéru byl objem testovaci lahve doplnén na piivodni hodnotu ¢istym pufrem.

4.8 HPLC

Analyza byla provedena pomoci kapalinového chromatografu DionexUltimate 3000 (Neé-
mecko) na analytické kolon¢ Acclaim C18 (4,6 x 150 mm, 5 um), Thermo Scientific. Chroma-
tografické separace prob¢hla pomoci gradientové eluce s mobilni fazi sestavajici se z 1 % kyse-
liny mravenci (A) a acetonitrilu (B). Analyza zacinala s 40 % eluentu B, ktery byl skokove zvy-
Sen na 60 % po 15 minutach. Toto sloZeni bylo udrzovano po dobu 3 minut, nez byl pomér
eluentu B navracen na 40 %. Prutok mobilni faze byl udrzovan na hodnoté 1 ml-min-1 po celych
20 minut analyzy. Teplota analytické kolony byla 25 °C a nastiik vzorku na kolonu 50 pl. De-

tekce probihala na diodovém poli pti 260 nm.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Byly provedeny jednotlivé zkouSky charakterizujici vSechny potiebné vlastnosti piiprave-

nych mikrosystémil. Vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabulce.

Tabulka 2 Vysledné vlastnosti mikrosystému

Polymer K°:‘;Z’;:j;ﬁ(g%ta' Promér (um) | HL(%) | EE (%) |Zelatina (%) | Arabska guma (%)
PBSA 0,25 6,6+1,2 15,940,3 797]  N/A N/A

PBSA 0,5|1,38:0,48 |17,3%1,5 86,3 18 37,5
PBSA 1,25|1,1+0,19 17,6%1,1 87,8 15 35,8
PBAT 0,25|2,20,7 13,8+1,2 69,2 23 45
PBAT 0,5(2,1+0,8 18,310,2 91,3 19 46
PBAT 1,25]2,1+0,8 17,1+0,8 85,3 20 47
PBAT 0l- 15,8425 79 15,5 40,7
PBSA 0l- 10,941,9 54,5 15,6 37,6

Vysledky ukazuji, ze mnozstvi pouzitého glutaraldehydu k sitovani povrchu ¢astic ma vliv
na jejich vyslednou velikost. U polymeru PBSA je vidét, Ze s rostouci koncentraci glutaral-
dehydu klesa velikost ¢astic. Vytvrzenim stén ziejmé dochazi i ke smrsténi jednotlivych
castic. Rovnéz lze pozorovat souvislost mezi koncentraci glutaraldehydu a mnozstvim za-
pouzdiené latky. Z toho Ize soudit, ze jeho mnozstvi v posledni fazi ptipravy Castic je zasad-
nim parametrem ovliviiujicim vlastnosti mikrosystémil. Hodnoty obsahu zZelatiny a arabské
gumy byly ziskany elementarni analyzou. Zastoupeni jednotlivych latek pro upravu povrchu
&astic je konzistentni s jejich rozpustnosti ve vodg. Zelatina je latka s obsahem bilkovin a ve
vode¢ je rozpustna jen omezen¢. Zatimco arabskd guma bilkoviny neobsahuje a ve vod¢ se
rozpousti snaze. Proto je patrné vétsi zastoupeni arabské gumy v ¢asticich-béhem emulgace

1épe ptilnula k povrchu ¢astic.

5.1 Morfologie Castic

Polymerni ¢astice byly ptipraveny dle vySe popsaného postupu. Jejich struktura byla pozo-
rovana pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu Phenom Pro. Jak ukazuji snimky
nize, odliSnd mnozstvi sitovaciho ¢inidla maji na strukturu ¢astic nemaly vliv. Se zvySujicim
se mnozstvim sitovadla se zvysuje velikost porti a ¢astice maji tendenci se shlukovat do
vétSich celkli. Rovnéz lze pozorovat tvorbu porl se zvySujicim se mnozstvim glutaralde-

hydu. To je zfejmé zplisobeno tim, Ze glutaraldehyd ptsobil na vét§im povrchu, nez v jinych
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sériich. Na snimcich Ize pozorovat vétsi celky materidlu a samotné ¢astice. Tyto vétsi utvary
jsou tvoteny zbytkovym materidlem pouzitym pro Gpravu povrchu ¢astic, tedy arabskou gu-

mou a Zelatinou. Jejich vznik je dan pouzitou metodikou a neni na zavadu.

Obrazek 10 Castice PBAT s 0,25% glutaraldehydu
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Obrazek 11 Castice PBAT s 0,5% glutaraldehydu

Obrazek 12 Castice PBAT s 1,25% glutaraldehydu
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Obrazek 14 Castice PBSA s 0,5% glutaraldehydu
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Obrazek 15 Castice PBSA s 1,25% glutaraldehydu

r

5.2 Herbicidni plnéni a i¢innost enkapsulace

Mnozstvi clomazonu zapouzdieného v polymeru bylo stanoveno Lassaignovou zkouskou.
Vysledky této zkousky slouzi k vypoctu klicovych charakteristickych parametrti Castic.

Jedna se o HL (herbicide loading) a EE (encapsulation efficiency).

Tabulka 3 Vysledky Lassaignovy zkousky PBSA

Castice Primér HL (%) | Odchylka | U&innost enkapsulace (%)

PBSAOQ,25 15,9 0,3 79,7
PBSAOQ,5 17,3 1,5 86,3
PBSA1,25 17,6 1,1 87,8
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Tabulka 4 Vysledky Lassaignovy zkousky PBAT

Castice Priimér HL (%) | Odchylka | U¢innost enkapsulace (%)

PBATO,25 13,8 1,2 69,2
PBATO,5 18,3 0,2 91,3
PBAT1,25 17,1 0,8 85,3

5.3 Uvoliovaci testy

Uvolnovani probihalo ve 100 ml lahvic¢kach. Do kazdé z nich bylo navazeno pottebné mnoz-
stvi Castic tak, aby celkova koncentrace clomazonu nepiekrocila 50 mg/l. Uvolnovani pro-
bihalo po dobu né¢kolika tydnli. Vysledky jsou patrné na obrazcich uvedenych nize. Lze po-
zorovat zvySeny narust koncentrace v prvnich dnech vyluhovani. Vyluhovaci profily nazna-
¢uji velmi silnou enkapsulaci €¢inné latky ve struktuie polymerni matrice, protoze koncen-
trace herbicidu s postupujicim Casem vyrazné nestoupd. V pocatku doslo k uvolnéni casti
latky, vzhledem k pomalé hydrolyze matrice se jiz dalSi mnozstvi herbicidu neuvoliovalo.
Pokud by byly ¢astice vpraveny do pidniho prostiedi, je velmi pravdépodobné, ze by degra-
dace samotné matrice probihala mnohem vyraznéji. V tomto ptipad¢ by nastalo i uvolnéni
zbyvajici latky do prostiedi. Pfitomnost piidnich mikroorganizmi ¢i vyssi teplota rozkladii

hydrolyze pouzitych polymerti miize pomoci.

5.3.1 Mikrosystémy pripravené z PBSA

Mikrosystémy byly podrobeny vyluhovacim testim dle vySe uvedeného postupu. Graficka
znazornéni jednotlivych systému s rozdilnym mnozZstvim vytvrzovaciho ¢inidla (glutaral-
dehydu) demonstruji nasledujici grafy. U kazdého z profilil je znatelny néartst koncentrace
herbicidu v prvnich hodinach vyluhu. Nejmensi mnozstvi herbicidu pozorujeme u prvnich
dvou koncentraci. Posledni, nejvyssi z nich, se jevi jako neti¢inna. Lze tak soudit dle ptilis
velkého pocate¢niho narlstu koncentrace. Jako vhodnou koncentraci glutaraldehydu je
mozné doporucit maximalné 0,5 % glutaraldehydu ve vodné fazi pti ptipravé Castic. Z da-
vodu ovéteni vlivu vytvrzovani na vyluhovaci profily byly pfipraveny castice bez pouziti
glutaraldehydu coby sitovaciho ¢inidla. Vysledky ukazuji, ze nesitované ¢astice v prvnich
hodinach uvolni nejvyssi mnoZzstvi clomazonu ze vSech provedenych pokusi. Proto bylo

jejich uvolilovani po tfech dnech zastaveno.
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Obrazek 16 Vyluhovaci profily ¢astic z PBSA

5.3.2 Mikrosystémy pripravené z PBAT

Obdobnym zpiisobem, jako v ptipadé PBSA, byly pfipraveny vyluhovaci testy s mikrocas-
ticemi PBAT. I jejich povrch byl stabilizovan arabskou gumou a Zelatinou. Vliv sitovani je
v tomto pfipadé mnohem markantnéjsi a jak ukazuji nasledujici grafy, je také ucinnéjsi. Po-
uzitim nejnizsi koncentrace sitovadla nedoslo k vyznamnym zménam v kinetice uvoliiovani
v porovnani s profilem ¢astic s nevytvrzenym povrchem. V ptipad€ pouZiti koncentrace 0,5
% lze pozorovat vyrazné omezeni tzv. burst efektu. U¢inna latka byla v tomto piipadé dav-
kovana témét linedrné. Pfi pouziti nejvyssi koncentrace glutaraldehydu jiz nelze hovofit o
linedrnim prubéhu, av§ak zde doslo k uvolnéni nejnizs§iho mnozstvi herbicidu v daném case.

Pro dlouhodobé uvoliiovani je tato charakteristika velmi ptizniva.
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Obrazek 17 Vyluhovaci profily ¢astic z PBAT

5.4 Analyza ¢astic po vyluhu

Castice byly po vyluhovani podrobeny opé&tovné analyze pomoci Lassaignovy zkousky. Ci-
lem této analyzy bylo ovéteni zbytkového mnozstvi clomazonu ve struktuie ¢astic, jelikoz
se veskery herbicid, soudé dle vyluhovacich profild, neuvolnil do vyluhovaciho média. Vy-
sledky této analyzy shrnuje nasledujici tabulka. Je patrné, Ze polymerni matrice obsahuje
zbytkové mnozstvi herbicidu, které by se uvolnilo béhem hydrolyzy polymeru. Nasledné
uvolnéni zbylého clomazonu je zavislé na rozkladu matrice probihajici v pfirozeném pro-

stiedi.

Tabulka 5 Obsah clomazonu v ¢asticich PBSA po vyluhu

Castice Hmotnost ¢astic (mg) | Hmotnost clomazonu (mg) | Zbytkové mnoZstvi (%)

PBSAOQ,25 18 1,798 10,0
PBSAOQ,5 31 1,86 6
PBSA1,25 19 1,805 9,5

Tabulka 6 Obsah clomazonu v ¢asticich PBAT po vyluhu

Castice Hmotnost ¢astic (mg) ‘ Hmotnost clomazonu (mg) |Zbytkové mnozstvi (%) |
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PBATO,25 24,9 2,2161 8,9
PBATO,5 27,6 1,794 6,5
PBAT1,25 51,3 3,591 7
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ZAVER

Tato diplomova prace pojednéva o mikrosystémech na bazi biodegradabilnich polymerd.
Byly pfipravovany systémy z PBSA a PBAT, jejichZ povrch byl upravovan pomoci arabské
gumy a zelatiny. Nasledné vytvrzeni stén pomoci glutaraldehydu vedlo dle ziskanych vy-
sledkti ke zméné naslednych vyluhovacich profili. Enkapsulovanou latkou byl herbicid
s nazvem clomazone. Omezeni pocatec¢niho burst efektu bylo jednim z kli¢ovych ukoll bé-

hem vyzkumu.

Castice byly podrobeny sérii testd. Jejich vysledky uréuji velikost vzniklych &astic, morfo-
logii a také mnozstvi zapouzdirené latky. VSechny pfipravované série ¢astic byly naplnény
20 % herbicidu. Vysledné t¢innosti plnéni 91,3 % pro PBAT a 87,8 % pro PBSA jsou velmi
piiznivé.

Provedené vyluhovaci profily vystihuji vliv povrchové upravy, vliv mnozstvi glutaraldehydu
a v neposledni fade vliv pouzitych materialti. Jako nejvhodnéjsi kombinace se dle vyluho-
vacich profilli jevi pouZiti PBSA s koncentraci glutaraldehydu max. 0,5 %. Touto kombinaci
bylo dosazeno nejmensiho burst efektu V ptipadé PBAT se jako nejvhodnéjsi ukédzala kon-
centrace 0,5 % sitovadla. U téchto ¢astic se podafilo omezit burst efekt. L.ze soudit, Ze pou-
zité latky ke stabilizaci a upraveé povrch maji zasadni vliv na ovlivnéni kinetiky uvoliiovani
zapouzdiené latky. Spole¢né s vhodné davkovanym vytvrzovacim ¢inidlem uspokojivé eli-

minuji pocatecni burst efekt.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HL - Herbicide loading (pInéni ¢astic uc¢innou latkou)
EE - Encapsulation efficiency (ti¢innost enkapsulace)
PBSA - poly butylen sukcinat adipat

PBAT - poly butylen adipat tereftalat

PHB - poly hydroxy butyrat

PLGA - kopolymer kyseliny mlé¢né a glykolové

PLA - kyselina polymlé¢na

PVA -poly vinyl alkohol
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