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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva vyuzitim metody mikroenkapsulace pii vyvoji
hydrogelovych nosiCovych systémii, ve kterych hraly zéasadni roli huminové kyseliny,
biopolymer chitosan, viceslozkové hnojivo NPK a kyselina 3-indoloctova. Piedlozend prace
navazuje na moji bakalaiskou praci o moznostech vyuziti polyelektrolytovych komplexii.
Naplni této prace bylo vypracovat literarni reSersi na téma mikroenkapsulacnich technik a na
zaklad¢ ziskanych poznatkli optimalizovat tuto metodu pro ptipravu hydrogelovych castic.
Mikroenkapsulace byla provadéna na komerénim enkapsulatoru BUSCHI B-395 Pro a bylo
méieno uvoliovani jednotlivych slozek z Castic do vody. Analyza byla provadéna metodou
UV-VIS spektrofotometrie a HPLC analyzy. Dale bylo testovano opakované suseni a botnani.
Bylo ovéteno, Ze vhodné sloZzeni a kombinace latek tvoifi hydrogely pro ptipadné dalsi pouziti
V oblasti zemédélstvi.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with application of microencapsulation techniques in development
of hydrogel controlled-release systems in which the main role is played by humic acids,
biopolymer chitosan, compound fertilizer NPK and 3-indoleacetic acid. This paper continues
my bachelor thesis topic about utilization of polyelectrolyte complexes. The aim of this work
was to develop a literature review focusing on the microencapsulation techniques and
according to its results optimize the method. Microencapsulation was performed with a
commercial encapsulator BUSCHI B-395 Pro and a release of individual components into a
water was measured. An amout of released substances was measured by UV-VIS method and
HPLC analysis. Practical part also included testing of repeated swelling and drying. It was
found that suitable composition and combination of ingredients form hydrogels for further use
in agriculture.
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1. UVOD

V dnesni uspéchané dobé¢ si pomalu za¢iname uvédomovat mozné nasledky naseho pocinani
pfi tlaku na vynosy v oblasti zemédélstvi. Cim dal ¢ast&ji kolem sebe slychame pojmy jako
»EKO, BIO, GMO* a mnoh¢ dalsi. Je mozné, Ze je to jen aktudlni mddni trend, ale mizeme
doufat, ze tim pomtzeme dalSim generacim.

Ve své bakalaiské praci jsem se zabyvala pfipravou hydrogelll na bazi polyelektrolytovych
komplext a tyto materidly mé dovedly az k metod¢ enkapsulace. Pivodni smér kosmetickych
a medicinskych aplikaci rozhodné nebyl nezajimavy, nicméné vyuziti ziskanych poznatkl pro
oblast pid m¢ nadchlo a pfislo mi piirozengjsi.

Hydrogely jsou latky tvofené rozsdhlymi polymernimi sitémi, které maji schopnost zadrzet
velké mnozstvi vody. Mimo to jsou vhodné pro pfenos riznych aktivnich latek, které mohou
postupné fizen€ uvoliiovat. Pravé tato kombinace vlastnosti z nich déla ¢im dal popularné;si
materialy.

Enkapsulace, tedy imobilizace aktivnich slozek v polymerni siti, je jedna z relativné mladych
technik, kterd se zacind v oblasti uvolnovani latek z hydrogelli zna¢né osvédcovat. V této
praci se jako hlavni slozka pouzival lignohumat, ktery je plné rozpustny ve vodé. Huminové
kyseliny, které tvofi jeho dileZitou Soucast, jsou mimo jiné zname pro vyuziti v oblasti
organickych hnojiv. Pravé v kombinaci s pfirodnim biodegradabilnim polymerem chitosanem
se jevi jako vhodné materidly pro ekologické zeméd¢lstvi.

Moji snahou bylo systematicky zhodnotit a otestovat tuto oblast a porovnat ziskané vysledky
S riznymi alternativami. Jako referencni materidl slouzilo komer¢ni viceslozkové hnojivo
NPK. Pro $ir$i vyuziti potencialu enkapsulace byly otestovany i kapsule typu core-shell (CS),
ve kterych byl pridavek modelové aktivni latky, kyseliny 3-indoloctové. Ta je nejznaméjsim
ptirodnim ristovym hormonem rostlin z tfidy auxin.

Predstava o vyuziti t€chto materiali ma zéklad ve sniZzeni agrochemickych zasahd a tim i
ekonomickych nékladl v zemédé€lstvi. To by pomohlo Settit Zivotni prostiedi a vratili bychom
se tim ke krasné myslence, kdy véda poméha ptirodé.



2. CILE PRACE

Cilem této diplomové prace je vypracovat literarni reSerSi na téma mikroenkapsulacnich
technik a potencialu jejich vyuziti ve vyvoji nosiCovych systému. Na zaklad¢ této literarni
reserse je tfeba navrhnout zakladni kompozici biopolymerniho nosi¢ového systému a jeho
moznosti piipravy pomoci techniky mikroenkapsulace. Jednim z hlavnich cilt je realizovat
sérii experimentll pii vyvoji navrzenych nosiCovych systému. Tyto experimenty je tieba
optimalizovat a charakterizovat pomoci vhodnych instrumentdlnich metod. Na zéavér
analyzovat ziskana data pomoci vhodného fyzikélné-chemického modelu a diskutovat vliv
ruznych faktorii na jejich potencialni vyuziti.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Enkapsulace

Enkapsulace je imobilizace aktivnich slozek v polymerni siti. Aktivnimi slozkami mohou byt
napiiklad enzymy, 1éCiva, vitaminy, oleje, buiiky nebo mikroby. Druhti polymernich siti, které
mohou byt pouzity, je mnoho. Slouzi jako bariéra, kterd podléha difuzi pouze ve specifickych
podminkach. Velikost vzniklych castic je prednastavena pomoci volby velikosti trysky.
Mizeme rozliSovat formu kapky a formu kapsule. [1]

Systém mikroenkapsulace s fizenym uvoliiovanim je metoda, pii které je jedna nebo vice
slozek distribuovano v malych kapsulich. Ty jsou aplikovany nebo pfilozeny k povrchu
substratu. Mikrokapsule se rozpadd v dasledku rtznych plsobeni: fyzikalnim stlacenim,
odienim, propichnutim nebo vymacknutim. Specifické podminky, naptiklad zména pH nebo
teploty, mohou zpUsobit okamzité uvolnéni ¢astic mikrokapsuli. [2]

V této praci je enkapsulace provadéna pomoci komeréniho piistroje Encapsulator B-395 Pro
(Obrézek 1).

Obrazek 1: Schéma komercniho enkapsulatoru B-395 Pro

Mikrocastice mizeme rozdélovat na mikrosféry a mikrokapsule. U téch je jadro obklopeno
materidlem, ktery se zieteln€ 1isi od jadra. To mize byt pevné, kapalné nebo dokonce plynné.
Termin mikrokapsule je definovan jako sféricka castice s rozméry mezi 50 nm a 2 mm a
obsahujici jadro.
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Obrazek 2: Typy enkapsulace



Jako obal se obvykle pouzivaji hydrofilni polymery, hydrofobni polymery nebo kombinace
obou. Mnoho materidli jiz bylo UspéSné pouzito. Piikladem muaze byt zelatina,
polyvinylalkohol, ethylceluldza, acetat celulozy a anhydridy kyseliny maleinové. Materidly
pro jadro mohou byt ve formé¢ pevnych latek, kapek nebo kapalin a disperzi. [3]

Jsou znamé latky vyuzivané jako Cinidla pro mikroenkapsulace v oblasti farmacie a mediciny.
Vhodné pro kosmetiku jsou organickd i syntetickd cCinidla (napfiklad Retinol), krémy a
emulze pro péci o plet’, slozky pro Cisténi a béleni zubt, parfémy, opalovaci ptipravky, barvy
na vlasy, chemické peelingy a tak déle.

Metody enkapsulace zavisi na cené, aplikaci, fyzikalnich vlastnostech a kompatibilité
materiald. Priklady metod jsou koacervace, spray drying, Wurster coating, fluidized bed nebo
co-extrusion a ultrazvukova kavitace. [2]

Enkapsulace bakteridlnich bunék je hojné¢ vyuzivana v zemédélstvi, farmacii, jidle i dalSich
primyslovych odvétvich s cilem vytvofit ochranou strukturu nebo kapsuli pro imobilizaci,
ochranu a uvolnéni funkénich aktivnich slozek. V nékterych piipadech pidniho hnojeni
rostlin se autofi zaméfuji na enkapsulace mikroogranismu. Pfikladem jsou rhizobakterie
v kombinaci s ptirodnimi nebo syntetickymi polymery. [4]

Zajimavou dlouholetou studii je enkapsulace mineralnich hnojiv pomoci metody sprejového
postiiku. Konkrétné se jednalo o granulovana hnojiva NPK 6-20-30 a polysulfon jako
obalovy materidl. Rychlost uvolfiovani byla métena pii pokojové teploté a série experimenti
potvrdila moznost regulace pomoci poctu vrstev. Vyhoda zahrnuje del§i u¢innost hnojiv,
snizeni toxicity pro plodiny, redukovanou ztratu zivin a v neposledni fad¢ nizsi aplikacni
naklady. [5]

Ivlaterial obalu Ilaterial obalu

Iatenal jacra Iatenal jacra

Obrazek 3: Dvé hlavni formy enkapsulace: mononukledarni kapsule (vievo) a agregat (vpravo)

3.2. Hydrogely

Pocatek hydrogelt datujeme vroce 1960, kdy Wichterle a Lim poprvé navrhli pouziti
hydrogelové sité poly(2-hydroxyethyl methakrylatu) (PHEMA) pro kontaktni cocky.
V porovnani s ostatnimi syntetickymi biomateridly, hydrogely se podobaly zivym tkanim
vice. Obsahovaly vysoky podil vody a konzistence byla mékka az gumova. Navic schopnost
molekul raznych velikosti difundovat a uvoliiovat se nabizela moznost vyuziti jako nosice
1é¢iv pro oralni, nosni, bukalni, rektalni, vaginalni, o¢ni i parenteralni cesty. Hydrogely jsou
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oznacovany jako inteligentni materily, jelikoz mohou reagovat na vnéjsi podnéty a odpovidat
tak na chemické nebo fyzikalni zmény.

Ackoliv se gely a hydrogely mohou zdat podobné (chemicky jsou), fyzikalné se zna¢n¢ lisi.
Gel je obvykle jednodussi poznat nez definovat. Technicky se jedna o polotuhé systémy,
obsahujici malé mnozstvi pevné latky, kterd je dispergovana v relativné velkém mnozstvi
kapaliny. Jejich polymerni sit” je jiz nabotnala do rovnovahy a jakékoli dalsi ptidani kapaliny
vede pouze k roziedéni polymerni sité. Oproti tomu hydrogely jsou hydrofilni polymerni sité,
které jsou schopné absorbovat od desitek procent az po tisice nasobky jejich suché hmotnosti
a zachovat si svoji 3D strukturu. Fyzikalni hydrogely nejsou homogenni. Takto kovalentné
sitované sité jsou nazyvany permanentnimi nebo chemickymi gely.[6]

Charakter vody v hydrogelech muze urcit cely zplisob prostoupeni Zivit do gelu a bunéénych
produkt z gelu. Kdyz suchy hydrogel za¢ne absorbovat vodu, prvni vstupujici molekuly
vody hydratuji matrici nejpolarnéji, hydrofilni skupiny vedou k primarn¢ véazané vode¢.
Jakmile jsou polarni skupiny hydratovany, sit’ bobtna a odhaluje hydrofobni skupiny, které
také interaguji s molekulami vody, vedou k hydrofobné vazané vod¢ nebo sekundarné vazané
vode. Primarné a sekundarné vazané vody jsou Casto kombinovany a nazyvany celkova
vazand voda. Poté sit’ nasaje dalsi vodu pomoci osmotického tlaku. Pfidana bobtnaci voda je
nazyvana volna voda nebo objemova voda a piedpoklada se, Ze vyplituje prostor mezi fetézci
V siti, pory, makropory a dutinami. A tak by gely pouzivané pro tkanové inZzenyrstvi by nikdy
nemély byt suché, ale slozené z volné a objemové vody. Mély by obsahovat pory velké tak,
aby obsahly zivé bunky. Nebo mohou byt navrzeny pro degradaci a uvolnéni rastovych
faktorii a vytvoteni pord, do kterych mohou zivé bunky penetrovat a mnozit se.

Tti hlavni metody pro charakterizaci vody V hydrogelech jsou zaloZzené na malych
molekularnich sondach, diferencidlni skenovaci kalorimetrii a nuklearni magnetické
rezonanci.[7] Hydrogelové sité tradicné vznikaji ve vodném roztoku pii vzniku
polyelektrolytovych komplexii. Gelace je zakladni fazovy ptechod, ktery nastava pfi reakcich
polymerti, hydrokoloidii a koloidt. Shlukovani monomerti mize probihat mezi rozvétvenymi
nebo nerozvétvenymi fetézci, piipadné tvorbou siti. Gelace mize byt také vratna.[8] Gel je
obvykle utvaren ze shlukl ¢astic, které dosahly takového rozméru, ze vypliuji cely prostor
puvodni disperze.

Pro vytvoreni 3D sité se musi shluky ¢astic propojit mezi sebou. Mechanismus tohoto spojeni
se znaéné lisi od shlukovani. Neprobihd nahodné, ale shluky ¢astic jsou brzdény jejich
nejbliz§imi sousedy.[9] PK vznikaji smichanim vodnych roztokt polykationtii a polyaniontd.
Oba polymery tedy nesou opac¢ny naboj. To znamend, ze reakce miiZze probéhnout pouze pfi
hodnotach pH v okoli pKaintervalu obou polymerd. Pro pfipravu nejsou nutné zadné pomocné
molekuly jako katalyzatory nebo inicidtory. Srazeni je mozné se vyhnout pfidavkem soli,
naptiklad NaCl, ktera snizi elektrostatickou pfitazlivost.[10]

3.2.1. Rizené uvoliiovani
U polymernich systémt pro fizené uvoliovani tradicné rozliSujeme dva typy: matrice a
rezervoaru. Matricové systémy jsou nejcastéji voleny pro jejich jednoduchost vytvofeni,
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cenovou efektivitu a lepsi vykon. Avsak tyto systémy tihnou k Higuchiovu modelu, kde
uvoliiovani 1é¢iva odpovidd odmocning z Gasu (t2). To vede k nestejnomérnému uvoliiovani,
nizkému na zacatku a vysokému na konci. Klicovou vyhodou hydrogeli je konstantni
rychlost uvoliiovani.

Uvoliovani 1é¢iv obecné zahrnuje soucasné absorpci vody a desorpci 1é¢iva prostiednictvim
kontrolovaného mechanismu botndni. Rychlost uvoliiovani 1é¢iva je regulovana faktorem
rezistence polymeru ke zvySeni objemu a zméné¢ tvaru. Existuji rizné metody pro
ptedpovézeni téchto mechanisma.

Idealni systém pro podani 1éku by mél odpovidat fyziologickym pozadavkiim, vycitit zmény a
odpovidajicim zplsobem na n¢ reagovat mirou uvoliiovani 1é¢iva. Symptomy vétsiny chorob
maji rytmicky model a je tieba jej ctit i pfi davkovani 1é¢iva, aby nedochazelo ke zbyte¢nému
zatizeni metabolického systému. Byly zkouSeny rtizné formy stimulace hydrogeld, jak
naznacuje nasledujici obrazek.

Vétsinou je uvoliovani 1éCiva pozorovano pravé pii botndni hydrogeld. AvSak nékolik
pripadii zaznamenalo tento proces pii synerezi hydrogelu jako vysledek mechanismu
stlacovani.

Gely reagujici na zmény pH jsou slozené zpolymerni opory siontovymi postrannimi
skupinami. Ve vodném médiu pii vhodném pH a iontové sile tyto skupiny ionizuji a vytvari
fixni naboj polymerni sité, ktery vytvari elektrostatické sily odpovédné za zmény hydrogelu,
¢imz se kontroluje uvoliiovani 1é€iva. Malé¢ zmény pH mohou znamenat znaéné¢ zmény ve
velikosti polymerni sité. V lidském téle je znamo nékolik mist, kde se zména pH da takto
vyuzit. Jsou jimi gastrointestindlni trakt, vagina a cévy.

Aplikace hydrogeli se neomezuje jen na uvoliiovani 1é¢iv, ale je mozné je vyuzit v mnoha
smérech biomediciny. Pfikladem mohou byt jiz zminované kontaktni coc€ky, chirurgické
implantaty, prsni implantaty, chirurgické katétry, povlaky, obvazy, absorbenty, hybridni
organy, biosenzory a tak dale. [6]

3.2.2. Botnani

Botnani je definovano jako pohlcovani nizkomolekuldrniho rozpoustédla (naptiklad vodou)
vysokomolekularni latkou (xerogelem), kterd tak zvétSuje svoji hmotnost i objem. Je to
samovolny d¢j, ktery spéje k rovnovaznému stavu a mize k nému dochazet pouze u gelt
reverzibilnich. Vysledkem je lyogel, ve kterém pohlcena kapalina tvoii disperzni prostiedi.

12



Polymen fetézee Polymemi fetézce
rozpouite]icl ge ve vodé botnajicl ve vodé

Obrazek 4: Formovani gelu a hydrogelu znazornujict odlisné
chovani ve vodném prostredi

RozliSujeme botnani omezené a neomezené. JestliZze se botndni xerogelu v ptebytku kapaliny
zastavi ve stadiu lyogelu (neni pohlcovana dal$i kapalina), jedna se o omezené botnani. Pokud
se ovSem botnani ve stavu lyogelu nezastavi, ale za¢nou zanikat sty¢né body, nastava botnani
neomezené. Jednotlivé makromolekuly tak ptechdzeji do roztoku a ptiddvanim dalSiho
rozpoustédla je mozné roztok dale fedit. [11]

3.2.3. Aplikace hydrogelovych nosi¢ovych systémii

Polymerni hydrogely byly a jsou vyuzivany jako hnojiva s fizenym uvoliovanim. [12]
V zemédélstvi jsou hnojiva velice dulezitym aspektem. Jednim z diivodd je 40-70% ztrata
Vv prosttedi z diivodu neabsorbce plodinami a stromy. Pokud jsou hnojiva aplikovéana piimo,
nejen, ze dochazi k velkym ztratam, ale také k vaznému znecisténi zivotniho prostiedi. A tak
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se hnojiva inkorporovana v superabsorpcnich polymernich sitich stdvaji efektivnim fesenim
pro vyssi efektivitu vyuziti vody a hnojiv. Pravé obsah huméatu sodného v polymerech je Casto
zkouman a méfen. Bylo pozorovano zvyseni absorbance vody se zvySujicim se obsahem
humatu v rozsahu 0-30 hm. %. a s dalsim pfidavanim humatu naopak snizovani absorbance.
Pravé pfi tficeti hmotnostnich procentech byla absorbance vody nejvyssi. Huméat sodny
obsahuje velké mnozstvi funkénich skupin (karboxylové, hydroxylové, enolové, alkoholové
atd.). Diky tomu muze vytvaret chemické vazby a vylepSovat tak polymerni sit’ béhem
procesu polymerizace. Pozorované sniZzeni absorbance vody pii 30 % je zplsobeno tim, Ze
prebytek humatu se chova jako plnivo a mnozstvi hydrofilickych skupin se s mnozstvim
humatu snizuje. To zplsobuje snizeni rozdilu osmotickych tlakii a smrstovani kompozitu
superabsorbentu. Také cas pro dosazeni absorpéni rovnovahy se 1i§i. Zatimco pii 5%
mnozstvi humatu trva ustaleni 40 minut, pii 40% obsahu jsou to dvé hodiny. To je zptisobeno
zménami rychlosti difuze vody vnikajici dovnitf polymerni sité, kterd je zavisla pravé na
mnozstvi hydrofilnich skupin.

Suchy vzorek Nabotnaly vzorek

Botnan

Prvotn
uvolilovant

Pokradovam -
uvoliovant

Obrazek 5: Schema botnani

Velkou roli hraje také iontova sila. 10% humat sodny ma vyssi absorbce vody V solnych
roztocich nez 30%. Tento fenomén je spojen jednak siontovou silou, ale také
s polyelektrolytovou povahou polymernich siti.

Uvolniovani humatu z kompozitu v destilované vodé je vyssi v prvnich dvou dnech. To muze
byt zptisobeno vyskytem humatu na povrchu a volné uvnitt kompozitu. Poté je difuzi potieba
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vice Casu. Navic sila nabobtnalého gelu po uvolnéni humatu slabne. Nékteré z vazeb v siti
zmizi, coz muze zpusobit disperzi materialu do prostiedi.[13]

S vyuzitim chitosanu pro hnojiva s fizenym uvoliiovanim se v literatufe setkavame pomérné
Casto. Jamnongan a Kaewpirom porovnavali hydrogely z chitosanu a polyvinyl alkoholu,
ptipadné kombinaci obou. Spojeni chitosanu s dalSim polymerem totiz poméhalo zlepsit
absorbanci vody do gelu. Pravé na této vlastnosti geli totiz zavisi zkoumané fizené
uvoliiovani. Testovali mnoho faktorti a dospéli k zavéru, ze chitosanové hydrogely vykazuji
nejvyssi procento uvolnéného drasliku (oproti gelim z polyvinyl alkoholu a kombinace obou
polymeri). Je to zptisobeno excelentni biodegradabilitou materidlu a tady snadnému piistupu
pro mikroogranismy a ionty v pudé.[12]

Rashidzadeh a Olad se zabyvali enkapsulovanymi NPK hnojivy s pomalym uvoliiovanim.
K polymerizaci pouzivali alginat sodny, kyselinu akrylovou, akrylamid a montmorilonit pravé
Vv pritomnosti slozenych hnojiv. Podrobné charakterizace vzniklych materiali a testovani
aplikaci ukazaly excelentni vlastnosti pro pomalé uvolfiovani a dobrou retenc¢ni kapacitu
vody. To redukuje ztratu hnojiv a vylepSuje vyuziti vody v zemédé€lskych aplikacich.[14]
Podobnym tématem se jiz diive zabyvali védci Wu a Liu, kteti tvofili CS ¢astice z chitosanu,
polyakrylamidu a NPK hnojiv. Absorbce vody byla az sedmdesati nasobek vlastni hmotnosti
¢astic (za dobu 90 minut pii pokojové teploté). Cena chitosanu zde byla hodnocena jako
pifiznivé nizkda a umoziujici klasifikovat techniku jako Setrnou k Zivotnimu prostiedi.[15]
Komponenty modelovych hydrogeli

3.2.4. Huminové latky

Huminové latky ptedstavuji specifickou skupinu latek tmavé barvy, které vznikaji v procesu
rozkladu organickych zbytkd v pudé€, to znamena v procesu jejich humifikace. Jejich vzniku
zna¢né napomaha i Cinnost zizal v pudé. [16] HK jsou schopné interagovat s dal§imi
polymery, s nizkomolekularnimi organickymi a anorganickymi slou¢eninami a zejména
s kovy (za tvorby chelatovych komplext). Tradi¢né se vyuzivaji jako palivo a organicka
hnojiva.[17]

HL lze podle fyzikalné-chemickych vlastnosti rozdélit na humusové kyseliny, huminy a
humusové uhli. Humusové kyseliny déale délime na huminové kyseliny, fulvokyseliny a
hymatomelanové kyseliny. Jednotlivé skupiny se 1i§i napiiklad molekulovou hmotnosti,
obsahem funk¢nich skupin, kyselosti. Huminy a humusové uhli jsou ve vodé& prakticky
nerozpustné, proto jsou vyznamné predev§im humusové kyseliny. Huminové kyseliny jsou
rozpustné v zasadach, ale ne v kyselinach. Fulvokyseliny jsou rozpustné v zasadach i
Vv kyselinach a huminy nejsou rozpustné ani v zdsadach ani v kyselinach. Pro svoji vyssi
rozpustnost najdeme v ptirodnich vodach ptevazné fulvokyseliny. Maji navic ve srovnani
s HK vice procent obsahu kysliku a méné uhliku. [18]

Jsou to slozité vysokomolekularni polycyklické slouceniny s relativni molekulovou hmotnosti
v rozmezi stovek az desitek tisici. Ve vodé se vyskytuji jako jednotlivé molekuly nebo
spojené do supramolekularnich struktur pomoci slabych vazebnych interakci. Mohou tvofit i
micelarni koloidy s hydrofobni ¢asti molekuly uvniti a hydrofilni ¢asti vné. [18] Jsou to latky

15



zatim neuplné popsané, mohou se liSit velikosti ¢astic, elementarnim slozenim nebo se déle
délit na frakce. Jednim z navrhit mozné struktury je Steelinkiiv model (Obréazek 6). [19]

0
HO

Obrazek 6: Steelinkitv model HK

Z chemického pohledu se jednd o aromatické jadro s alifatickymi fetézci a specifickym
obsahem riznych funkénich skupin. Nejvice reaktivni se zdaji byt skupiny karboxylové,
aromatické a fenolické. Diky tomu jsou tyto latky schopné vézat polarni i nepoléarni
slouCeniny. V pribéhu tvorby huminovych kyselin (proces humifikace) se zvySuje obsah
karboxylovych a ketonovych skupin. Naopak obsah OH a OCHzs skupin se snizuje. Struktura
je také ovlivnéna materidlem, ze kterého byly huminové kyseliny izolované. Napiiklad po
izolaci zligninu ziskavame strukturu bohat$i na aromatické struktury a pii izolaci
z oxyhumolitu strukturu s vice nerozvétvenymi fetézci.

Z pohledu struktury jsou huminové kyseliny vhodné pro sorp¢ni, iontovo-vyménné a
biodegradacni procesy. Biologickd aktivita huminovych kyselin zavisi na jejich pivodu a
zpracovani.[20] Huminové latky mohou byt tvofeny jako konecéné produkty syntetické
¢innosti mikroorganismi, degradaci a pfeménou produkti v rostlinach, syntetickou oxidaci
fenolickych sloucenin, pfipadné prazenim polymerid (napiiklad prazenim kavy).[17] Zdrojem
huminovych latek pro primysl jsou predevSim raSelina, lignit a oxyhumolit (zoxidované
hnédé uhli) u divodu obsahu huminovych latek az v desitkdch procent. Ty se pfirozené
vyskytuji i v dalSich materidlech (napf. v sedimentech, zeminach, hnédém uhli), ale jejich
obsah kolisa od jednotek po desitky procent.[21]

Z vodohospodaiského hlediska rozliSujeme ptdni a pidni humus, které se 1i$i svym slozenim.
Vodni humus vznika rozkladem planktonu a rostlin hromadiciho se ve dnovych sedimentech
nadrzi, nebo tokdl. Vodni humus je méné stabilni nez plidni humus a obsahuje méné
aromatickych struktur, méné€ uhliku a dusiku a vice kysliku. HL miiZzeme nalézt téméf ve
vsech pfirodnich vodach, kde Casto tvofi hlavni podil organickych latek.[22] Huminové latky
se dostavaji do vody béhem silnych destti. HL ve vodé mohou zplsobit lidem zavazné
zdravotni problémy jako atrofickou akrodermatitidu ¢i rakovinu. Koncentrace HK v pitné
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vodé by proto neméla piekro¢it 2mg/l. Cisténi vody od tdchto latek se provadi mimo jiné
pomoci membranové separace. Konkrétné byly studovany napiiklad membrany z chitosanu a
polyakrylonitrild. Mechanismus odstranéni funguje na principu silné elektrostatické interakce
mezi pozitivn€ nabitou membranou a negativni karboxylovou skupinou HK. Molekuly HK
jsou primarné vazany k protonovanym aminoskupinam chitosanu.[23]

Jind zajimava studie vyuzivala téchto mechanismii pii zkoumani vlivu vodnych huminovych
substanci na koloidni stabilitu a toxicitu, kdy byly herbicidy vazany pravé chitosanovymi
nanocasticemi.[24]

Komplexotvorné vlastnosti HK jsou pficinou vétSich koncentraci kovi v huminovych vodach.
Kovy jsou pak sndze vyluhovatelné z pid a sedimentd. V pfirodnich vodach tvoii HK
prevazné nabité koloidni castice, které mohou koagulovat s velkou koncentraci vapniku a
hoi¢iku. K agregaci dochazi v kyselém prostiedi. [22]

Studie porovnavajici aplikac¢ni uc¢inky HK extrahovanych z vermikompostu (rostlinné zbytky
pfeménéné Zizalami na organické hnojivo) a komer¢ni riistovy hormon kyselinu indoloctovou
je pro praktickou ¢ast této prace velmi zajimava. Mechanismus G¢inku HK na rist rostlin je
zde popsan jako velmi podobny hormondalnim ucéinkim. Diskutuji navic synergické ucinky
HK a kyseliny indoloctové. Ta je rozpustnd ve vodé a degradovatelné na svétle. Prave
adsorpce do humatu by mohla zptisobit jeji vyssi odolnost k piidé a delsi plisobeni na rast
rostlin. Je ovSem tfeba dbat na optimalni koncentraci téchto hormont. Pokud se auxiny
aplikuji v pfili$ vysokych davkach, dochazi k potlaceni riistu a vyvoje rostlin.[25]

3.2.5. Chitosan

Chitosan, (poly—D—glukosamin), (1—4)-2—amino—2—-deoxy—p—D—glukan, ma vynikajici
biologické vlastnosti, je netoxicky, biokompatibilni a biodegradabilni. Patfi mezi pfirodni
polysacharidové polymery. Je odvozeny od piirodniho chitinu, coZz je po celuléze druhy
syntetizovan do podoby krystalickych mikrovldken znaénym poctem zivych organismu, které
ho vyuzivaji jako vyztuz pro své exoskelety. Pfirozen¢ se vyskytuje castecné deacetylovany, s
malym mnozstvim glukosaminovych jednotek a nerozpustny v obvyklych rozpoustédlech.
Prav¢ tato nerozpustnost zpusobuje hlavni piekazku v Sir§im vyuziti chitinu.[27]

Tento polymer se v piirodé vyskytuje jen v malém mnozstvi u nékolika typi hub.[28]
Komeréné se dosud chitin a chitosan ziskavaji z korysiu, napiiklad z krabi a krevet.[29]
Chitosan se ziskava alkalickou deacetylaci chitinu pomoci varu s50% NaOH nebo
enzymaticky pomoci N—deacetylasy.[26] Casto je zafazen i krok odbarveni, kdy je odstranén
piebytecny pigment. Vysledny produkt musi byt oznacen patfi€nou Cistotou a barvou, protoze
zbytkovy protein a pigment by mohl zplsobit problémy pii dalSim vyuZiti (zejména pro
biomedicinské potieby). Tento proces musi byt ptizplisoben kazdému jednotlivému zdroji.
[27]
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Obrazek 7: Strukturni vzorec chitosanu

Chitosan je tvofeny nahodné nebo blokové uspofadanymi jednotkami N—acetyl-glukosaminu
a N—glukosaminu.[29] Pokud je pocet N—acetyl-glukosaminovych jednotek vyssi nez 50 %,
jedna se o chitin. V opa¢ném piipadé€ jsou latky souhrnné nazyvany chitosan.[30] V pevném
stavu je semikrystalicky polymer (pfechod mezi krystalickou a amorfni fazi).[27] Reaktivni
aminoskupiny a primdrni 1 sekundarni hydroxyskupiny mohou chemicky upravit jeho
vlastnosti pti mirnych reakénich podminkach.[1] Rozpusténi nastava protonaci aminoskupin
na pozici C2 opakujicich se jednotek D-glukosaminu. Polysacharid je pifeménén na
polyelektrolyt v kyselém médiu. Pro charakterizaci vzorku chitosanu je nutné ur¢eni jeho
prumérné molekulové hmotnosti.

Chitosan je jako polyelektrolyt schopny tvofit v kyselém prostiedi elektrostatické komplexy.
Zvlastni pozornosti se dostava komplexiim s opa¢né nabitymi povrchové aktivnimi latkami a
PK.[27] Pokud smichame polyelektrolyty v takovém poméru, kdy jeden naboj (pozitivni nebo
negativni) pfevaZzuje, vznikd nestechiometricky komplex, ktery je vétSinou rozpustny. Na
druhou stranu stechiometricky polyelektrolytovy komplex obsahuje stejné mnozstvi obou
naboji s vyslednym nulovym nabojem. Tyto jsou vétsinou nerozpustné a srazeji se z roztoku.
Polyelektrolytové komplexy chitosanu byly popsany s riznymi piirodnimi polymery. Jako
priklady bych uvedla alginat, karagenan, pektin, kyselinu hyaluronovou, kondagogova guma,
Zelatina a y—polyglutamova kyselina. Ze syntetickych polymeri jsou zminovany polyakrylova
kyselina, polymethakrylat a polyalkyloxid maleinové kyseliny. [31]

Hlavni nevyhodou fyzikdln¢ vazanych hydrogeld oproti chemicky vazanym je niZsi
mechanické stabilita a risk rozpousténi z diivodu vysoce pH senzitivniho botnani. Cilem
studie, kterou vedla Claudia Silva, bylo vyvinout a charakterizovat PEC filmy zaloZzené na
chitosanu a PAA s dobrymi funk¢énimi vlastnostmi a atraktivitou pro potencialni aplikace
v kosmetice a pro podavani 1é¢iv pies kuzi. [32]

Biodegradabilni polymery jsou v oblasti zemé&d€lstvi hojné vyuzivany. Jsou rozliSovany dva
zpusoby kombinace agrochemické slozky (herbicid, pesticidy, nebo hnojiva) s polymerem.
Prvni moznosti je fyzikalni kombinace (enkapsulace, nebo heterogenni disperze) kdy je
regulovana rychlost uvoliovéani. Druhym zptsobem je chemickd kombinace, kterd se chova
jako nosi¢. Polymerni materialy, které funguji jako hnojiva i herbicidy soucasné byly také
zkoumany. Pro tyto ucely se pouzily hydrofilni polymery.
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Chitosan je mezi biodegradovatelnymi polymery velmi zajimavy z hlediska moznosti vyuziti
pro odstranovani tézkych kovl zprimyslovych odpadnich vod. Diky pfitomnosti
acetylglukosaminovych a glukosaminovych jednotek obsahuje mnoho aminovych skupin. Tyt
jsou zodpoveédné za odebirani kovovych kationtii chelatovym mechanismem. Dusikové atomy
navic drzi volné elektronové dublety, které mohou reagovat s kationty kovi. Mimo to,
aminové skupiny mohou byt snadno protonované v kyselych roztocich.[33]

3.2.6. Modelova hnojiva

Ro¢né je aplikovano okolo 2 milionti metrickych tun pesticidd, z kterych je 90 % nevyuzito
(ztraceno v prubéhu aplikace do vzduchu). To navic zpusobuje zna¢ny narust pouZzivani
hnojiv v jiz tak dost kiehkém piirodnim systému.[34] Rust rostlin a jejich kvalita jsou
predevsim funkci kvantity hnojiv a vody. Proto je velmi dulezité vylepSovat vyuziti vodnich
zdroji a zivin z hnojiv. AvSak 40-70 % dusiku, 80-90 % fosforu a 50-70 % drasliku
aplikovanych klasickymi hnojivy je ztraceno v prostfedi a nemiize byt absorbovano
rostlinami. To zplsobuje nejen obrovské ekonomické ztraty a ztraty zdroju, ale také vazné
znecisténi zivotniho prosttedi. V poslednich letech se objevil trend Setfit spotfebu hnojiv a
minimalizovat zneCisténi prostiedi.

Tyto problémy davaji prilezitost stale vice se rozvijejicimu odvétvi — nanomateridlim. Prave
ty by mohly pomoci pii fizeném uvoliiovani vyzivy rostlin a k ochrané proti pesticidim a
patogentim. Jednim z piikladii a testovanych materiald jsou pravé polymerni chitosanové
nanocastice (78nm), které prokdzaly pomalé uvoliiovani enkapsulovanych pesticidi a
hnojiv.[34]

Superabsorbenty jsou volné vazané hydrofilni polymery, které mohou absorbovat a uchovat
kapaliny az do tisicenasobki jejich vlastni hmotnosti. Absorbovanou vodu je moZné uvolnit
pouze pod tlakem. Optimalizovana kombinace hnojiv s pomalym uvoliovanim a
superabsorbentnich polymerti mize zlepS$it vyzivu rostlin, zmirnit dopad vodé-rozpustnych
hnojiv na Zivotni prostfedi, redukovat ztraty vody odpafovanim a snizit frekvenci
zavodnovani.[15]

NPK je ptimé mineralni viceslozkové hnojivo, které obsahuje dusik, fosfor a draslik (tedy
vSechny tfi1 zdkladni biogenni prvky). Jejich funkci je zajistit zakladni vyzivu pidy. Pomér
zastoupeni jednotlivych prvkd zavisi na pozadavcich. Naptiklad NPK hnojivo 20-8-8
(vyuzivané v této praci) obsahuje 20 % dusiku, 8 % fosforu a 8 % drasliku. Dusikaté slozky
se V hnojivu vyskytuji formou mocovinoformaldehydu.

Pida slouZzi jako zasobéarna pro Ziviny rostlin a obvykle poskytuje zna¢né mnozstvi Zivin,
které rostliny potiebuji. Nékteré pudy poskytuji potiebné mnozstvi zivin, u jinych je tieba
doplnéni formou hnojiv. Hnojivo je jakykoli material, obsahujici jednu nebo vice esencidlnich
zivin, ktery je pfidan do pudy, média nebo aplikovan na rostlinu za ucelem nédhrady jeji
VYyZivy.

Délime je do typt podle hlavni slozky — dusikaté, fosforecné a tak dale. Jednou z ¢im dal

popularnéjSich skupin jsou hnojiva s pomalym uvoliiovanim. Do této kategorie patii i
enkapsulovand hnojiva.
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Tento pojem charakterizuje produkty, u kterych je granule vodé-rozpustného hnojiva potazena
vrstvou. MnoZstvi obsazeného materialu se li§i v zavislosti na metodé a materidlu. Ctyfi
kategorie jsou nasledujici:

e pouziti siry jako potahovaciho materialu,

e vyuziti polymerniho materialu,

hybridni produkty s potahovaci multivrstvou — kombinace siry a polymeru,
pouziti kondenzovaného fosfore¢nanu hotecnatého jako potahovaciho materialu.

Polymer-coated fertilizer (PCF) jsou vytvafeny pomoci tepla k obaleni hnojiva substratem.
Vyuzivame je k obalovani jednoslozkovych hnojiv nebo NPK substratli zalozenych na dusiku.
Sekundarni vyzivové latky mohou byt inkorporovany do €astic v priibéhu procesu.

Uvolnovani probihd podle mechanismu difuze. Voda musi prostoupit pfes polymerni
membranu, kdy mira difuze zavisi na tloust’ce a sloZeni obalu. Voda poté rozpusti hnojivo a
difunduje zpét pfes membranu diky rozdilnym osmotickym tlakim. Tento difuzné-
kontrolovany mechanismus umozinuje jednotnost uvoliiovani v obdobi od 3 do 36 mésicu.
Mnozstvi uvolnéného hnojiva se zvysuje s rostouci teplotou. [35]

Hlavnimi prvky, které rostliny potfebuji pro vyzivu, jsou dusik, fosfor a draslik. Pravé dusiku
a drasliku pottebuji vice, nez kteréhokoli jiného esencidlniho prvku (mimo uhlik, vodik a
kyslik, které ziskavaji ze vzduchu). Jako sekundarni jsou uvadény vapnik, hoi¢ik a sira.[36]

3.2.7. Modelova biologicky aktivni molekula

Jako modelova biologicky aktivni molekula byla pro naSe potieby zvolena kyselina
indoloctova (IAA) je bila az nartizovéla krystalicka latka, ne zcela rozpustna ve vodé.[37] Je
nejznaméj$im, piirodné se vyskytujicim rostlinnym hormonem z tfidy auxini (dalsi dvé

OH
A\

N
H

Obrazek 8: Strukturni vzorec kyseliny 3-indoloctové

O

primarni tfidy jsou cytokininy a gibereliny). [38] IAA je z auxinii navic nejvice fyziologicky
aktivni. BéZn€ je produktem metabolismu L-tryptofanu, ktery je produkovan néckolika
mikroorganismy vcetné¢ PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria). Pfi experimentech
s kyselinou indoloctovou byl prokazan pozitivni efekt na rist rostlin a je tedy povazovana za
latku podporujici rist.[39] Tento objev byl uskutec¢nén pii zkoumani vzorki lidské moci,
jelikoz v nizkych koncentracich se zde IAA pfirozen¢ vyskytuje. Je toxickd pouze po
oxidativni dekarboxylaci. [38]
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4. EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢éast této prace se zabyva tvorbou navrzenych nosiCovych systému, dale
optimalizaci metody enkapsulace a v neposledni fadé¢ analyzou uvolnovani jednotlivych
slozek. Byla zkoumadna a proméfena rychlost wuvolfiovani huminovych latek
z enkapsulovanych ¢éstic metodou UV-VIS spektrofotometrie. Déle bylo vyuzito kapalinové
chromatografie pro stanoveni uvoliiovani kyseliny 3-indoloctové z jadra Castic v zavislosti na
¢ase. Bylo pozorovano také chovani ¢astic pii opakovaném suseni a botnani ve vode.

4.1. Pouzité chemikalie

Chitosan medium molecular weight (Sigma-Aldrich)

Lihnohumat (Amagro)

Alginat sodny (

Kyselina octova (Lach-Ner, s.r.0.)

TPP — sodium triphosphate pentabasic (Sigma-Aldrich)

Chlorid vapenaty dihydrat (Penta)

3-Indolacetic acid (Sigma Aldrich)

Viceslozkové hnojivo LOVOFERT NPK 20-8-8 (Lovochemie a.s. Lovosice)

Viceslozkové granulované hnojivo LOVOFERT NPK je slozeno z KNOs, NH4CI,
NH4H2PO4, CaHPO4, NH4NOs3, CaF2, nerozpustné fosfore¢nany, H20. Tvoti Sedobilé granule
o velikosti 2 az 5 mm.

4.2. Pouzité pristroje

Enkapsulator B-395 Pro BUCHI

Magnetické michacky Variomag Poly a Heidolph MR HEI-Standard
Predvazky Scaltec SBC 31, Scaltec SBC 42
Lednicka Gorenje

Analytické vahy Boeco DEU

Stereomikroskop SteREO Discovery v12 ZEISS
Spektrometr UV-VIS HITACHI

HPLC Agilent 1260 Infinity

Lyofilizator BenchTop 4K ZL

Rotacni michacka RW 16 basic IKA® — WERKE
TA Instruments Q5000

Tensiometr KSV SIGMA 701
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4.3. Priprava mikroskopickych perel

Chitosan + Chitosan +
TPP TPP

Obrazek 9: Logicky ramec pripravy castic

Myslenkou navrhu slozeni pfipravovanych castic (Obrazek 9) bylo porovnat viceslozkové
komerc¢ni hnojivo (NPK) s huminovymi latkami. Prace se zabyvala pfedevS§im moznosti
pfipravy a studiem fyzikalnich vlastnosti enkapsulovanych ¢astic.

Zasobni roztok chitosanu byl pfipravovan rozpusténim navazeného mnozstvi v 5% kyseliné
octové a michanim minimalné¢ 24 hodin. Perly byly pfipravovany pomoci enkapsulace
na ptistroji Encapsulator B-395 Pro. Pro piipravu ¢astic byly pouzivany tyto roztoky:

e 1% chitosan v 5% CH3COOH
e 2% chitosan v 5% CH3COOH
e 1% alginat sodny ve vod¢

e 1% HK ve vodé

e 1% HK + 2% TPP ve vodé

e 1% HK + 2% CaCl; ve vodé

Trifosfat sodny byl pouzit jako vhodné sitovaci ¢inidlo chitosanu a chlorid vapenaty pro
alginat. Roztoky chitosanu nebo alginatu byly protlaceny tryskou do druhého michaného
roztoku (Obrazek 10). Velikost trysky a nastaveni enkapsulatoru bylo voleno na zakladé
dlouhého procesu optimalizace. Bylo tfeba dlouhého procesu pokus-omyl pro uzplisobeni
procesu danym roztoktim. Finalni nastaveni bylo s nésledujicimi parametry:

Tabulka 1. Parametry enkapsuldtoru

Parametr Konkrétni nastavent
Frekvence 1200 Hz
Elektroda 1 000 Hz
Michani 70 %
Pumpa (tfeti tryska) 19,5 ml/min
Tlak 350-400 mbar
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Castice byly pied dal§i manipulaci vzdy ponechany minimalné 24 hodin v ptivodnich

roztocich, do kterych byly enkapsulovany. Poté byly zfiltrovany a ulozeny do vody.

Obrazek 10: Ukdzka enkapsulace

Byly provedeny nésledujici kombinace enkapsulaci:

VZ1:
VZ2:
VZ3:
VZ4:
VZ5:

VZ6:

1% HK + 2% CH

1% HK + 2% TPP + 2% CH
1% HK + 2% CaCl, + 2% Alg
1% HK + 1% CH

1% HK + 2% TPP + 1% CH

1% HK + 2% CaCl, + 1% Alg
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Obrdzek 11: Vzorky enkapsulovanych cdstic uloZenych ve vodé

Pro vzorky s alginatem a 1% chitosanem byla pouzita tryska o praméru 450 mm. Pro 2%
chitosan bylo tieba pouzit trysku o priméru 750 mm. Vizualné nejlepsi (pevnost a
kompaktnost) byly vyhodnoceny vzorky VZ2 a VZ5. Z diivodu zachovani jednotné velikosti
perel byly pro dal§i enkapsulace pouzivany roztoky 1% chitosanu a tryska o praméru
450 mm. Vzorky bez sitovacich ¢inidel byly pro svoji nekompaktnost z dalsi ¢innosti také
vyfazeny.

Kromé riiznych koncentraci, slozeni a nastaveni enkapsulatoru byla vyzkouSena téz ptiprava
¢astic z nizkomolekularniho chitosanu. Pokud by dochazelo k sitovani polyelektrolytovych
komplexti jako u chitosanu se stfedni molekulovou hmotnosti, mohla by se ve fazi
enkapsulace pouzit tryska s menSim priimérem. To by mohlo zna¢né ovlivnit dalsi testované
parametry.

Obrazek 12 Obrdzek 13: Castice z nizkomolekuldrniho chitosanu
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Tato moznost se bohuzel ukazala jako nepftijatelnd, jelikoz nizkomolekularni chitosan netvofil

pii enkapsulaci dostate¢né pevné Castice a vznikala srazenina, piipadné velmi nekompaktni a
nepevné Castice (Obrazek 12 a 13).

Dalsim krokem bylo otestovani vyuziti treti trysky a tvorba CS ¢&astic. Roztok huminovych
kyselin byl pfivadén pistovou stiikackou do prostoru trysky. Byly otestovany tyto dvé
kombinace:

o 1% HK+2% TPP + 1% CH
o 1% HK + 2% CaCl; + 1% Alg

V tomto ptipadé dochdzelo k sitovani a tvorbé polyelektrolytovych komplexa jest¢ uvnitt
trysky (Obrazek 14 a 15). Tato varianta se tedy ukazala jako slepa ulicka, nicméné tieti tryska
byla otestovana a funkéni pro dalsi experimenty.

Obrdzek 15 Obrazek 14: Nezadouci sitovani a ucpavani trysky

4.4. Pridavek vicesloZkového hnojiva

Vzhledem Kk potencionalnimu vyuziti v zem&dé€lstvi jsme pro porovnani G¢inku a chovani
huminovych latek (viz Obrazek 9: Logicky ramec piipravy &astic) vyzkouSeli pouziti
viceslozkového hnojiva LOVOFERT NPK 20-8-8. Granule NPK hnojiva bylo nutné pied

pouzitim rozmélnit v tieci misce s tlouckem a poté byly rozpoustény ve vodé. Enkapsulaci
byly pfipravené nasledujici kombinace perel:

e 1% NPK + 2% TPP + 1% CH
e 3% NPK + 2% TPP + 1% CH
e 1% NPK + 2% CaCl, + 1% Alg
e 3% NPK + 2% CaCl, + 1% Alg
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Mezi 1% a 3% koncentraci NPK nebyl pozorovan vizualni rozdil perel. Dale byly pouzivany
1% roztoky NPK pro zachovani stejné koncentrace jako u HK.

4.5. Piiprava CS ¢astic s kyselinou 3-indoloctovou

0,1% roztok kyseliny 3-indoloctové byl ptivadén pistovou stiikackou do odlisného typu
trysky o priméru 400 mm rychlosti 29,5 ml/min. Byly pfipravené nasledujici kombinace:

o 1% HK+2% TPP + 1% CH

o 1% HK + 2% CaCl; + 1% Alg
o 1% NPK + 2% TPP + 1% CH
e 1% NPK + 2% CaCl, + 1% Alg

Céstice se na prvni pohled nijak vizualng neligily od piedchozich experimentii. Daldim
krokem bylo testovani uvolfiovani kyseliny 3-indoloctové z ¢astic do vody. Tato problematika
je podrobné popsana v kapitole 5.3.2.

Obrdzek 16: Strikackova pumpa pro pripravu CS castic

4.6. Optimalizované vzorky

Po sérii optimalizacnich experimentd byly pro podrobné analyzy vybrany castice s obsahem
chitosanu pro svoji kompaktnost. Konkrétni slozeni vzorkl je zndzorné€no nize. Byl vybran
zastupce bez obsahu aktivni latky (VZ7), ¢astice s obsahem NPK (VZ8), Castice s obsahem
huminovych latek (VZ9) a castice pouze s kyselinou 3-indoloctovou bez jakékoli formy
hnojiva (VZ10).

VZT7: 1% CH + 2%TPP + 1% HK
VZ8: 1% CH + 2% TPP + 1% NPK + IND
VZ9: 1% CH + 2% TPP + 1% HK + IND

VZ10: 1% CH + 2% TPP + IND
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Strukturni charakterizace

K vizualizaci piipravenych Castic byla vyuzita metoda stereomikroskopie, kterd umoznuje
ziskéavat vysoce kontrastni obraz s minimem odleskll a geometrickych zkresleni. Lidské oci a
mozek funguji spolecné a vytvareji to, cemu fikdme stereoskopické vidéni (3D obraz). Je to
z davodu interpretace dvou trochu odlisSnych obrazka, které mozek obdrzi z obou sitnic.
Primérmé jsou od sebe lidské oci vzdalené 64—65 milimetri a kazdé z nich vidi objekt
Z trochu jin¢ho uhlu. V mozku jsou obrazky spojeny do jednoho a vidime prostorove. Prave
toho vyuziva stereomikroskop.

Stereomikroskopy miZeme rozdélit do dvou zékladnich skupin, z nichz kazd4a ma své vyhody
1 nevyhody. Nejstar$i systém stereomikroskopu, pojmenovany po jeho vynalezci Greenough,
vyuziva oddélené tubusy, které produkuji stereo efekt. Novéjsi systém spojuje jeden velky
objektiv, ktery je sdilen parem tubusii a systémem cocek. Oba druhy mohou byt vybaveny
individualnimi ¢ockami pro rtizna zvétseni.[40]

Vzorky byly foceny pomoci stereomikroskopu SteREO Discovery v12 ZEISS. Snimky byly
pofizovany v mokrém i suchém stavu, kterého bylo dosdhnuto suSenim na vzduchu, nebo
lyofilizaci.

Obrazek 18: VZI10 v mokrém stavu Obrazek 17: VZ7 v mokréem stavu

Obrazek 17 a 18 zndzorfiuje ukdzku vzorkli v mokrém stavu po enkapsulaci. Rozméry
jednotlivych castic se 1iSi v zavislosti na sloZzeni. Homogenita castic je Uzce spjata
S nastavenim parametri enkapsuldtoru a udrzeni takzvaného idedlniho kuzelu roztoku
chitosanu.
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s
Obrazek 21: SuSeni na vzduch VZ9 Obrdazek 19: Lyofilizace vzorek VZ9

Na Obrazku 19 a 21 vidime porovnani suseni na vzduchu a lyofilizace u vzorka s obsahem
huminovych kyselin a kyseliny indoloctové. Vzorky se jiz na prvni pohled 1isi. Lyofilizované
castice maji svétlejsi barvu, nicméné dochdzi k rozsdhlejsimu vizualnimu poskozeni struktury.
U vzorku susené¢ho na vzduchu miizeme jasné identifikovat jednotlivé enkapsulované ¢astice.
BohuZel nebylo mozné ziskat rozmé&ry jednotlivych €astic (jako u vzorkli v mokrém stavu),
jelikoz pti pozaru laboratofe doSlo k nendvratnému poskozeni pocitace s prislusnym

Obrazek 22: Suseni na vzduchu VZ10 Obrazek 20: Lyofilizace VZ10

U vzorkt bez huminovych latek (Obrazky 20 a 22) nejsou patrné po suseni na vzduchu a po
lyofilizaci tak zasadni vizudlni rozdily.
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5.2. SuSeni a botnani

5.2.1. Vzorky suSené na vzduchu

Z diivodu oc¢ekavaného aplikaéniho potencidlu v padach bylo testovano opakované suSeni a
botnani ¢astic ve vode. Tak jak by k tomu mohlo dochézet v pfirodnich podminkéach. Vzorky
byly zvazeny (hmotnost mo), umistény na petriho misky a vlozeny do susarny. Tam byly
ponechany pti 40 °C po dobu minimaln¢ 12 hodin. Poté byly opét zvazeny a ulozeny do 10 ml
vody (Obrazek 23). Po dalSich minimalné 12 hodinach byly z vody odfiltrovany a opét
zvéazeny. Tento postup byl né€kolikrat opakovan. Namétené hodnoty znazoriuje tabulka nize.

Tabulka 2: SuSeni na vzduchu a botnani

SuSeni a botnani

vzorek mo [g] | 1. suSeni [g] | 1. botnani [g] | % | 2. suSeni [g] | 2. botnani [g] | %
VZ8 0,94 0,07 0,14 14,9 0,07 0,11 11,7
VZ10 0,94 0,05 0,14 14,9 0,05 0,11 11,7
VZ9 1,11 0,08 0,15 13,5 0,07 0,11 9,9
VZ7 0,96 0,07 0,13 13,5 0,07 0,11 11,5

Jak je patrné ze ziskanych dat, vzniklé ¢astice se chovaji jako ireverzibilni gely. K zp&tnému
botnani nedochdzi témét vibec. VysuSené vzorky svoji hmotnost sice piiblizné ctytikrat
znasobi, ale pfi porovnani s hmotnosti ptivodniho vzorku ziskavame pouze 10-15 % (Tabulka
2). Jednotlivé ¢astice s riznym sloZenim se v této vlastnosti nijak vyrazné nelisi.
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Obrdzek 23: Botnani enkapsulovanych castic
5.2.2. Termogravimetricka analyza

Pro jasngjsi predstavu o pribéhu procesu suSeni jsme provedli dynamickou
termogravimetrickou analyzu. Probihala v prostfedi oxida¢ni atmosféry (vzduchu) a teplota
byla zvySovana rychlosti 10 °C/min v rozmezi 25-600 °C. Po této teploté jiz nedochazi u
vzorkl k Zzddnym dalSim zménam.
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Pfi vizualnim hodnoceni zavislosti hmotnosti jednotlivych vzorkt na teploté (Obrazek 24) se
jevi pribeh suseni u vSech stejny. To potvrzuje prvni experiment suSeni v susarné.
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Obrdzek 24: Ubytek hmotnosti se zvysujici se teplotou

Nicméné pii vyneseni zavislosti derivace hmotnosti podle teploty vidime, ze n&jaké odlisnosti
Vv rychlosti suseni jednotlivych vzorka tam jsou (Obrazek 25). Vzorky bez huminovych kyselin
dosahuji vysSich hodnot jiz pfi niz8ich teplotach. Je tedy mozné, Ze drzi vodu pevnéji,
ptipadné obsahovaly jiz na pocatku vice vody. Mez stability je u vSech vzorkl téméf stejna.
To je dano nejlabilngj$i slozkou Castic (pravdépodobné chitosanem). Pocatek termického
rozkladu je mozné pozorovat v oblasti okolo 230 °C.
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Obrazek 25: Rychlost ubytku hmotnosti ¢astic o riizném slozeni

Pro kompletni pfedstavu o vazané vod¢ v pripravenych casticich byla provedena staticka
termogravimetricka analyza. Vzorky byly méfeny izotermalné pii 70 °C po dobu 40 minut.
Jak je vidét v grafu (Obrazek 26), slozeni astic zasadnim zptisobem hydrataci neovliviiuje.
Odpovédeli jsme si navic na otazku, pro¢ je rychlost ubytku hmotnosti nékterych vzorku
vyssi. Je to zptisobeno odlisnym celkovym mnozstvim vody ve vzorku, ale voda neni pevnéji
vazana (Tabulka 3).

10
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m [%]

dm/dt [%/min]

Obrazek 26.:Staticka termogravimetricka analyza
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Tabulka 3: Vysledné parametry jednotlivych vzorkii

Obsah susiny [hm. %] | Obsah vody [%0]
VZ7 43 95,7
VZ8 2,7 97,3
VZ9 5,1 94,9
VZ10 3,3 96,7
96,7
973 949
100,0 -
90,0 1‘
80,0 J|
70,0 - mVZi
60.0 T| mVZ8
[hm. %] 50,0 4‘ 23 .zio
40,0 ’ =
30,0 1 g.
20,0 - 2,7
10,0 4,3-
0,0 L g -

Obrdazek 27: Grafické znazornéni Tabulky 3 (mnoZstvi suSiny a vody v jednotlivych vzorcich)

Vzorky bez huminovych kyselin (VZ8 a VZ10) prokazuji o néco mensi mnozstvi susiny nez

vzorky s huminovou slozkou (VZ7 a VZ9). Z tohoto divodu prokazuji i o néco malo vyssi
mnozstvi vody.
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5.2.3. Vzorky susSené lyofilizaci

Lyofilizované vzorky bylo nutné proméfit jinou metodou, jelikoZz nezname pocatecni
hmotnost, a protoze vzorkii bylo omezené mnozstvi velmi malych hmotnosti. Analyzou
stejnou metodou by vznikla velkd chyba pti vazeni. Z tohoto diivodu byla pro lyofilizované
vzorky zvolena metoda tenziometrie. Vzhledem k naroc¢nosti lyofilizace byly vybrany pouze
dva reprezentativni vzorky.
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Obrdzek 28: Pririistek hmotnosti systému s lyofilizovanymi vzorky

Na analytickych vahach bylo 0,4 mg lyofilizovanych vzorki s kyselinou 3-indoloctovou. Tyto
vzorky byly umistény na fritu ponofenou do vody a byla zaznamenéavana jejich nartstajici
hmotnost pomoci tenziometru po dobu 40 hodin. Rozdil v nasdkavosti vzorkii s NPK a HK
neni vyrazny, nicméné ve srovnani s botnanim vzorka susenych na vzduchu je rozdil znacny.
Obrazek 28 znazorfiuje prirGstek hmotnosti celého systému (frity 1 €astic). V prvnich péti
hodinach je u vzorku s HK vidét dvojité ustalovani. K tomuto jevu doslo disledkem posunu
vzorku pro optimalizaci vysky hladiny vody.

Vzorek s NPK navysil svoji hmotnost o 0,511 g a vzorek sHK o 0,556 g. Timto
experimentem jsme potvrdili pfedpoklad o vyrazné vyssi schopnosti botndni gelt pii vysuseni
pomoci lyofilizace.
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5.3. Sledovani uvoliiovani aktivnich latek

5.3.1. Uvolitovani huminovych kyselin

Metodou studia uvoliiovani lignohumatu z ptipravenych gelovych ¢astic byla zvolena UV-
VIS spektroskopie. Pro vyhodnoceni uvolnéného mnozstvi bylo téeba sestavit kalibra¢ni fadu.
Byly pfipraveny kalibracni roztoky s definovanym mnoZzstvim lignohumatu ve vodé.
Praskovy lignohumat byl rozpustén ve 100 ml vody, tak aby vyslednd koncentrace roztoku
byla 0,2 g/1. Dalsi kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny postupnym fedénim. Takto piipravené
roztoky byly prométené na spektrofotometru. V programu MS Excel byl sestaven graf
zavislosti absorbance (pfi 465 nm) na koncentraci a byla ziskdna rovnice regresni piimky.
Pomoci té se nasledné urcovaly koncentrace uvolnéného lignohumatu v jednotlivych

vzorcich.
6 —

y =989,33x - 0,0717
R?=0,9999

Absorbance
w

0,0% 0,1% 0,2% 0,3% 0,4% 0,5% 0,6%
koncentrace [%]
Obrazek 29: Kalibracni rada HK ve vodé

Jednotlivé vzorky byly postupné umistovany do mikrokyvety. Byla proméfend spektra
v rozsahu vinovych délek 400-800 nm. Hodnoty absorbance byly odecitany pti vinové délce
465 nm a dale zpracovavany pomoci programu MS Excel. Vysledky jsou diskutované nize.
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Obrazek 30: Uvoliovani HK z enkapsulovanych castic v ¢ase

Po piiblizn¢ dvou dnech pozorujeme ustaleni rychlosti uvoliiovani u obou typi méfenych
castic. Pfi ukonceni experimentu bylo mnoZstvi uvolnénych huminovych latek ve vodé
ptiblizné 0,05 hmotnostnich procent. Dulezitym poznatkem plynoucim z tohoto experimentu
je schopnost ¢astic uvolnovat huminové latky do vody v modu pozvolného dlouhodobého
uvoliovani.
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5.3.2. Uvoliiovani kyseliny 3-indoloctové

Pro stanoveni mnozstvi uvolnéné kyseliny 3-indoloctové byla zvolena metoda vyuzivajici
HPLC s DAD detekci prostiednictvim UV-VIS spektrofotometru. HPLC Agilent 1260
Infinity, na kterém byly separace realizovany, je sestaveny z 10 mm absorb¢ni cely, kvarterni
pumpy, heliového degaséru, chlazeného autosampleru a z detektoru s diodovym polem.
Vlastni analyza probéhla pfi laboratorni teploté (25 °C) na koloné typu Kinetex EVO C18,
velikosti 150 mm x 4,6 mm s velikosti ¢astic 2,6 um.

Mobilni faze byla smési vody a methanolu v poméru 55:45. Kazdy vzorek byl pred
chromatografii pefiltrovan pfes membranovy filtr o velikosti péra 0,45 pm. Pro zpracovani
ziskanych dat byl pouzit software Agilent Chemstation a vyhodnoceni bylo provedeno
v programu MS Excel.

Pro ziskédni vysledkl bylo nutné pfipravit a proméfit standardizovany roztok a kalibracni fadu.
Jako standard byla zvolena koncentrace 100mg/l. Piesn¢ definované mnozstvi kyseliny 3-
indoloctové bylo navdzeno na analytickych vahach a rozpusténo ve vod¢. Takto pfipraveny
roztok byl prométen pomoci HPLC. Z namétfenych dat byly odecitané plochy piku, které
odpovidaly retenénimu casu kyseliny 3-indoloctové pii charakteristické vlnové délce
A=282 nm. Poté byla v programu MS Excel vynesena zavislost ploch pikdi na koncentraci
ptislusného vzorku kalibra¢ni fady a ziskali jsme rovnici linearni regrese, kterd byla pouzita
k dalsim vypoctam.
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Obrazek 31:Kalibracni Fada kyseliny 3-indoloctové
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Byla méteno uvoliiovani kyseliny 3-indoloctové do vody z enkapsulovanych perel o riizném
slozeni. Vzorky byly odebirany v pribéhu Sesti dnii znadobek umisténych na rotacni
michacce. V kazdé nadobce bylo 2,5 g enkapsulovanych ¢astic a 25 ml destilované vody.
Pribéh uvoliiovani je znazornén v nasledujicich grafech.
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Obrazek 32: Uvolnovani kyseliny 3-indoloctové z ¢astic o riizném slozeni

Jak je patrné, kyselina 3-indoloctova je v Casticich velmi pevné véazana a k uvolhovani
dochazi v Case zcela minimalné. Nepozorujeme tedy mod postupného uvoliovani. Mezi
vzorky bez NPK a s NPK nejsou patrné zadné zasadni rozdily. NPK ¢aste¢né napomaha
uvoliovani modelové aktivni latky. U €astic obsahujicich huminové latky sice nedochézi ke
zmén¢ pribéhu uvoliovani, nicméné je zde patrny synergicky efekt s kyselinou indoloctovou.
Nameétené hodnoty se totiz fadové lisi. To je velmi zajimavy jev, ktery nabada k hlubSimu
zkoumani mechanismu uvoliiovani.

Jako dalsi krok bych navrhovala otestovat jaké bude uvoliovani aktivni latky v pfitomnosti
pudnich enzymu. Je mozZné, Ze nami pozorovany jev byl zpisoben pravé Cist¢ vodnym
prostiedim. Cela tato ¢ast je hledanim spravné cesty, jak pfipravené Castice analyzovat,
abychom mohli metodu pfipravy jesté 1épe optimalizovat.

Neni mozné urcit efektivitu uvolfiovani, protoze neumime Stanovit celkovou koncentraci
kyseliny 3-indoloctové v konkrétnich casticich. Avsak bylo by mozné vyuzit poméru
koncentraci davkovaciho roztoku kyseliny 3-indoloctové a uvolnéného mnoZstvi
z pripravenych ¢astic (které zastava piiblizné stejné v rozmezi 1-6 dnu). Tato informace nam
dava ptedstavu o tom, jak je tfeba upravit koncentraci kyseliny 3-indoloctové v davkovacim
roztoku, aby bylo dosazeno pozadované koncentrace pifi uvolfiovani. Pfipadné jaké mnozstvi
¢astic bychom méli do pidy umistit, aby se uvolilovalo idealni mnozstvi aktivni latky.
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5.3.3. Uvoliiovani drasliku a fosforu

Zajimavym parametrem, kterym jsme chtéli tuto analyzu piipravenych castic doplnit, je
uvolnovani drasliku a fosforu ze vzorkt obsahujici NPK hnojivo. Méfeni byla provadéna na
pfistroji ICP-OES Horiba Jobin Yvone, typ Ultima 2 s radidlnim ulozenim plazmového
horaku pro Castice ulozené ve vod¢ v intervalech 2, 3, 6 a 10 dni. Plazmovym plynem byl
argon. Draslik byl méfen na vinové délce 766,49 nm, fosfor na vinové délce 213,62 nm.
Vykon radiofrekvencniho generatoru byl 1250 W, otacky peristaltické pumpy 18 ot./min,
pratok plazmového plynu 14 I/min a prutok stiniciho plynu 0,7 I/min. Kalibrace byla
v rozsahu koncentraci 0,5 - 1 -5 - 10 - 50 mg/I.
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Obrdzek 33: Uvolnovani drasliku a fosforu z pripravenych castic v case

Namétené hodnoty (Tabulka 4 i Obrazek 33) vypovidaji o téméf totozném uvoliiovani slozek
drasliku a fosforu v priitbéhu deseti dnii. Tohoto poznatku by bylo mozné vyuzit obdobné jako
u kyseliny 3-indoloctové. Tedy na zakladé poméru koncentrace vychoziho roztoku a
uvolnéného mnozstvi navrhnout optimalni ddvkovani pro pozadované koncentrace.

Tabulka 4. Namérené hodnoty uvolnéného drasliku a fosforu

¢as [dny] | Draslik [mg/l] | Fosfor [mg/l]
2 5,235 302,457
3 5,429 311,047
6 5,359 301,456
10 5,076 289,127
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6. ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala navrhem modelii hydrogelovych nosiovych systémi a
jejich ptipravou pomoci metody enkapsulace. Byla provedena literarni reserse tykajici se této
metody a pouziti vybranych modelovych materiali. Konkrétné se jednalo o huminové latky,
chitosan, viceslozkové NPK hnojivo a kyselinu 3-indoloctovou. Vyzkum navazoval
na bakalaiskou praci zabyvajici se podobnymi hydrogely v makroméfitku. Na zakladé téchto
zkusenosti a zminéné reserSe byl vytvoren navrh logického rdmce experimentt.

Postupnou optimalizaci metody a prace skomerénim enkapsuldtorem byly pfipraveny
vybrané hydrogelové Castice. Ty byly dale analyzovany predevsim ve tfech smérech. Prvnim
Z parametr byla vizualni stranka ptipravenych Castic, kterd byla hodnocena prostiednictvim
fotografii ze stereomikroskopu. Bohuzel vétSina dat byla zni¢ena pii pozaru v laboratofi a
nebylo mozné je do diplomové prace zahrnout.

DalSim smérem byla analyza vlastnosti ¢astic pfi suSeni a botnani. SuSeni bylo provadéno
na vzduchu i pomoci lyofilizace. Botnani Castic suSenych na vzduchu bylo pozorovéano
v nadobkach svodou a naslednym vazenim. Pro komplexnéj$i analyzu prib&hu suSeni
na vzduchu byla prométena staticka i dynamicka termogravimetricka spektra. Pribéh suseni
se v zavislosti na slozeni ¢astic nijak zdsadné neméni. Pro lyofilizované vzorky byla zvolena
metoda tenziometrie z divodu piedpokladané velké chyby pii vazeni. Vysledkem téchto
experimentl bylo ovéfeni vyrazné vyssi nasakavosti ¢astic vysuSenych metodou lyofilizace.

Posledni dtlezitou casti byla analyza uvolnovani jednotlivych komponentl z ptipravenych
¢astic. Bylo studovdno mnozstvi huminovych latek uvolnovanych zpét do vody pomoci
metody UV-VIS spektrofotometrie. Dale bylo analyzovano mnozstvi uvolnéné kyseliny
indoloctové do vody. Tato méfeni byla provadéna prostiednictvim metody HPLC s DAD
detektorem. Uvolinovani obou téchto slozek bylo studovano v ¢asovém intervalu 1-6 dni.
Na rozdil od uvoliiovani huminovych latek je kyselina 3-indoloctova v ¢asticich pevné vazana
a k postupnému uvolnovani nedochézi. Zajimavym faktem je synergicky efekt huminovych
kyselin a kyseliny 3-indoloctové, ktera se v jejich pfitomnosti uvoliiuje v fadové vyssim
mnozstvi. V ¢asticich obsahujicich NPK hnojivo bylo proméfeno uvolfiované mnozstvi
drasliku a fosforu v ¢ase. Oba tyto prvky se uvoliiuji v pribéhu deseti dnii témét konstantné.
Tohoto jevu by bylo mozné vyuzit pro piipravu cCastic s uvolfiovanim aktivnich latek
V pozadovaném mnozstvi pro konkrétni aplikacni vyuziti.

Pfinos prace vidim predev§im v optimalizaci vybrané metody a fyzikalné-chemickém
zhodnoceni pfipravenych ¢astic. Zminéné analyzy pfirozené¢ nepokryvaji vSechny parametry
nutné pro aplikaci do praxe, nicméné poskytuji dilezity piehled o moznych dalSich smérech
vyzkumu. Jako jeden znaslednych vhodnych krokli bych navrhovala otestovani
enzymatického rozkladu ¢astic a uvoliiovani jednotlivych slozek pii téchto podminkach.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

zkratka

HK
CH
TPP
NPK
IND
ALG

CS
HPLC

DAD

vyznam

huminové kyseliny

chitosan

trifosfat sodny

viceslozkové hnojivo NPK

kyselina 3-indoloctova

alginat

core-shell

vysokotlaka kapalinova chromatografie

detektor s diodovym polem
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9. PRILOHY

.

Priloha 1: Suchy VZ7 (huminové kyseliny bez pridavku
kyseliny indoloctove)

Priloha 2: Suchy VZ8 (NPK hnojivo a kyselina indoloctova)
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Priloha 3: Ukdzka spektra uvolniovani kyseliny 3-indoloctové méreného pomoci HPLC s DAD
detekci
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