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ABSTRAKT

V ramci této diplomové prace byly piipraveny polymerni mikro a submikro castice
z biodegradabilniho polymeru (PLA), do kterych byl enkapsulovan selektivni herbicid me-
tazachlor metodou odpaieni rozpoustédla. Velikost a distribuce velikosti ¢astic stejné tak
jako ucinnost enkapsulace a plnéni Castic herbicidem byla charakterizovana, a nasledné
byly sledovany uvolnovaci profily u kazdé série ¢astic. Nakonec byl testovan vliv enkapsu-
lovaného metazachloru na inhibici klieni cilovych a necilovych rostlin. Mezi cilovymi
rostlinami byl testovan mak a Echinochloa crus-galli, mezi necilovymi pak fepka a hof¢i-
ce. Ze ziskanych vysledkii vyplyva, Ze zatimco u malych ¢astic byla dosazena velikost
piiblizné 400 nm, u velkych se pohybovala okolo 9 um. Nejvyssi ucinnost enkapsulace
byla 91,16 % pro velké a 84 % pro malé ¢astice obsahujici na pocatku procesu 30 % me-
tazachloru k mnozstvi polymeru. Nejvyssi inhibici na cilovou rostlinu Echinochloa crus-

galli vykazovaly velké ¢astice obsahujici 20 % enkapsulovaného metazachloru.

Kli¢ova slova: mikro a submikro Castice, enkapsulace, metoda odpafeni rozpoustédla,

PLA, selektivni herbicid metazachlor, postupné uvoliovani, kli¢ivost.



ABSTRACT

In the presented master thesis the biodegradable micro and sub-micro particles loaded with
selective herbicide metazachlor were prepared from the Polylactic acid (PLA) by using the
solvent evaporation method. The size and particle size distribution as well as the encapsu-
lation efficiency and the herbicide loading of particles was characterized, subsequently the
release profiles were determined for each series, and finally the effect of loaded particles
with metazachlor on the inhibition of germination of target and non-target plants was test-
ed. As the targeted plants the poppies and Echinochloa was tested as the non-target the
canola and mustard was used. The obtained results showed that while smaller particles
formulations reached about 400 nm, larger ones was about 9 microns. The highest encap-
sulation efficiency was achieved 91.16% for larger and 84% for smaller particles contain-
ing 30% of amount of metazachlor to polymer at the beginning of the particles preparation
process. It was found that large particles containing 20% of encapsulated metazachlor
caused the highest inhibition of germination on the target plant Echinochloa crus-galli.

Key words: micro and sub-micro particles, encapsulation, solvent evaporation method,

Polylactic acid, Metazachlor, gradual release, inhibition, germination.



Rada bych podékovala vedoucimu mé diplomové prace panu Ing. Petru Stloukalovi, Ph.D.
za Vvstiicnost a trpélivost pii konzultacich, odborné vedeni a pomoc. Dale bych chtéla po-
dékovat mym koleglim a vSem ostatnim, ktefi mné poskytli potfebné informace a tém, kteti

me byli podporou po dobu mého studia.

Prohlasuji, ze odevzdana verze diplomové prace a verze elektronicka nahrana do IS/STAG

jsou totozné.



OBSAH

11 TYPY SYSTEMU. ...ciutiiiieiitiiieeeeitieee e e sttee e e st e e e e s stae e e s sntae e e e s ansaeaeeassteeeessnsnneeeasnnaeeens
12 POLYMERNI MIKRO, SUB MIKRO A NANOCASTICE ......ccceiiiiieeeiiireeesiirneeessiinnneeans
12,1 SHUKEUIG....oeiiiec et b e e s b e e sbeesnbeesneas
1.3 METODY PRIPRAVY CASTIC ..eeciiiiiieeiiiiie e e et e e e st e e e e st e e e s sitae e e s snnane e s s snnneaeesnnees
1.3.1  Metoda odpaieni rozpouStedla .........ccouviiiiiiiiiiiiiiii i
SYSIEM OV ettt
SYSIEM O/ O ...
SYSIEM STO/V et
14 LATKY PRO PRIPRAVU POLYMERNICH MIKRO A NANOCASTIC ......ccovvveeeeirveeeeennne.
1.41  Kyselina polymléna - PLA ...t
1.4.2  Faktory ovliviiyjici u€innost enkapsulace aktivni latky.........cccoooviiiiinnnn.
15 UVOLNOVACE MECHANIZMUS .......uuvtieeiitiieeesiiieeeesssreessassseesessssssesssasssssesssnssssessans
1.5.1  Kinetika uvolnovani aktivnich latek z mikroCastic............ccovvvnvvveiineeiiiininns
KDE: ZLOMEK JE UVOLNENI LECIVA V CASE T, K JE RYCHLOSTNI KONSTANTA
UVOLNOVANI A N JE EXPONENT UVOLNOVANI, KTERY SE POUZ{VA K
CHARAKTERIZACI RUZNEHO UVOLNOVANI Z MATRIC VALCOVITEHO TVARU.
ZISKANA DATA JSOU VYNASENA JAKO ZAVISLOST LOGARITMU

PROCENTUALNIHO UVOLNOVANI LECIVA NA LOGARITMU CASU. C JE
KONSTANTA, KTERA BERE V UVAHU UCINEK POCATECNIHO UVOLNENT. [37],

[B8], [52] ... e veeteeie ittt et raeae s
1.5.2  Faktory ovliviiujici uvoIROVANT .......cccoviviiiiiiii
2 S I 14 10 USRS
2.1 HERBICIDY ...ttt b ettt et et e e e e nneas
A S R o 11 (o] 1= PSSP
2.1.2  ROZACIENI.....cciiiee et
2.1.3  VIliv na Zivotni prostiedi a toxicita herbicidl...........ccocerviriiiiiiinciiincns
2.1.4  Priklady herDicidll .....ccooveiiiiiieiii e

3 STUDIE ZABIVAJICI SE PRIPRAVOU A TESTOVANIM
POLYMERNICH SYSTEMU KONTROLOVANEHO UVOLNOVANI.............



3.1 NANOKAPSLE POLY €-KAPROLAKTONU JAKO SYSTEM NOSICE PRO HERBICIDY:
FYZIKALNE CHEMICKA CHARAKTERIZACE A GENOTOXICKE HODNOCENI ......cccevveens

3.2 CHITOSAN / TRIFOSFATOVE NANOCASTICE OBSAHUJICI HERBICID PARAQUAT:
ALTERNATIVA OVLADANI PLEVELE SETRNEJS{ PRO ZIVOTNI PROSTREDI ..............

3.3 APLIKACE ATRAZINU NAPOLY E-KAPROLAKTONOVE NANOCASTICE JAKO
ALTERNATIVNI TECHNIKA PRO OVLADANI PLEVELE S NIZSiMI RIZIKY PRO
ZIVOTNI PROSTREDI 11tuiitititetetitis s e e e e et teettbs s e s e e et eeesabassseesssssssbasasseeesesessbarnnreees

34 MIKROCASTICE NiZKOMOLEKULARN{ POLYMLECNE KYSELINY PRO RiZENE
UVOLNOVANI HERBICIDU METAZACHLORU: PRIPRAVA, MORFOLOGIE A
KINETIKY UVOLNOV AN . ...tittiititiisii e eet ettt e e e et teesttsssseesssssssbasssseeesesessrasnnnseees

HPRAKTICKA CAST ..o e et ee et e e er et et e e e e s e e e e eses e e e e s eraraaeees
4  MATERIALY A METODY ..ooooooooooieeeeeeeeeeeeeee e oo e es e e eener s
4.1 MATERIAL A PRISTROJOVE VYBAVENT c.cetit ettt ettt e tee e e et e e e e e eteneeenenn s

4.1.1  Latky pro pripravu NANOCASTIC. ... ..eieeirieriiiiiiesiie et
4.1.2  Latky pro uvolNoVact tESTY ......cicveiirriiieiiieiie s
4.1.3  PTIStrOJOVE VYDAVENL...cciuiiiiiiiiiiiiieiiee e

4.2 V=8 ] 0] S TR OP RPN

4.2.1  Ptiprava 0,5 % roztoku PVA ..o
4.2.2  PHPIAVA CASIC ..eevieiiiieiiiieitece sttt
4.2.3  Ptiprava TRIS pufru pro uvolfiovaci testy ........ccvvveriiriiiiiiiienee e

4.3 CHARAKTERIZACE CASTIC ..ttt etttteuetueisseeeteeesstsassseessessssssnsssesssssssssnnsssesssessssssnnns

4.3.1  VElKOSE CASLIC ..eeeviiiiiieiiieiie et
4.3.2  PolydiSperzni iNAEX .........cccviiviiiiiiiiiiiesiiee et

4.3.3  MOTTOlOZIE CASLIC ..ovvviiviiiiiiiiiciie e
4.3.4  Stanoveni ucinnost enkapsulace MTZ (EE) a plnéni ¢astic MTZ (HL) ......

4.4 HERBICIDNI PLNENT (HERBICID LOADING, HL)....cooiiiiiiiiiiiiccc s
45 UCINNOST ENKAPSULACE........etetteteeeeeesotsesseesesessesssseseseseesesesesesssessesesesessenenees
4.6 UVOLNOVACE TESTY ..uutttttitiieeeiiiiittrereeeeeeesssistsreresesessssistsssseessesssssnsssssssesesesssnsnns
4.7 UVOLNOVANI V LAHVICKACH .......uttiiiiieie e iiiiitiieeeee e e e s seititeeeeeeee s s s snannsreseeesessennnns
4.8 UVOLNOVANI VE ZKUMAVKACH ....uvviiiiiieeiiiiiiiiieeeee e e s s seitiieeeesseesssssssssrssesesesssnnnns
4.9 HPLC —MS e e et e et e e e bre e e e e enres
A.10  FTIR - AT R ettt e et e e e et e e e e s ebra e e e e eareee s

411 TESTOVANIVLIVUMETAZACHLORU VE FORME NANOCASTIC
NA KLICTVOST SEMEN ..o oeeeeeeeee oo e ee e er e s e e s

5  VYSLEDKY A DISKUZE ..........cccocovviiiiieieeeeeeseeseeseesenesenenessesses s
51 CHARAKTERIZACE CASTIC .. .uuiiieiiiiee e e ettt e e e ettt e e e e etae e e e eateeeessatteeessnnraeeessnnneaeanns
S5.1.1  MorfolOgie CASHIC ...vvvvviiiiiiiiiiiiieiccee e

5.2 UVOLNOVACE TESTY ..uuttitieiittieeeeiititeeeseitteeeessteeeeesassseeasassssesessnssssessansseseessnsssneesns

521 UvolRovani v 1ahvVICKACK.......ooeeeeeee et aaaeeens
5.2.2  Uvolovani ve ZKUMAVKACK .......vveeeee oo eetee e e e e e eeeeens
B 2.3 T R m A T R ettt nennnennnnnnnnnnes

5.3 TESTOVANI VLIVU CASTIC NA CILOVE ROSTLINY +..eteteeetttinieeeeeseeessrninseeessseesssnnnnns
54 TESTOVANI VLIVU CASTIC NA NECILOVE ROSTLINY eevvvvvueieeeeereeerrrnnseeseereeessnnnnns



SEZNAM POUZITE LITERATURY ..ottt teeteet s es s sene et en s, 68
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ........oovoiieieeeeeeeeeeeeeereeeereeseenen, 78
SEZNAM OBRAZKU ...ttt ettt ettt ee et s et en e een e eeenens 79
SEZNAM TABULEK ..ottt ettt ettt ettt et s ee e s e een et eneseeneeesenens 81



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

UvVOD

V dnesni dob¢ je v zemédélstvi vyuzivano velké mnozstvi agrochemikalii. Jejich nadmér-
nym uzitim maze dochazet nejen k zatézovani zivotniho prostiedi, ale hrozi také poskozeni
samotnych rostlin, u kterych maji byt zvySeny vynosy. Moznosti jak snizit zatizeni Zivot-
niho prostfedi a eliminovat i dal$i negativa agrochemikalii pfedstavuje systém kontrolova-
ného uvoliovani bioaktivnich latek. O tyto systémy je Vv poslednich tfech desetiletich vyvi-
jen stale vétsi zajem jak v oblasti farmaceutického primyslu, zivotniho prostfedi tak i
v zemédélstvi. Aplikaci agrochemikalii do polymernich c¢astic, vhodnych pro postupné
kontrolované uvoliiovani, by bylo mozné v zemédé€lstvi docilit snizeni vyluhovani aktiv-
nich latek pres pudy, zamezit jejich piedcasné degradaci, ¢i volality. Dal§im pozitivnim
jevem je moznost rozsifeni aktivity v ptid€, zlepSeni stability a sniZzeni nezadouci toxicity
aplikovanych bioaktivnich latek. Dosazenim téchto vlastnosti by mélo za nasledek nejen
pozitivni vliv na Zivotni prostiedi, ale i snadn&jsi manipulaci a samotnou aplikaci. Jako
vhodny materidl pro enkapsulaci s minimalnim dopadem na Zivotni prostiedi se jevi poly-
mlécné kyselina (PLA). Pii vyuziti PLA o nizké molekulové hmotnosti, dochazi ke vzniku
jemnych homogennich suspenzi, které se vyznacuji rychlejsi biodegradaci, a predstavuji

tak nizsi zatéz pro zivotni prostiedi. [1], [2], [3]

Cilem této prace bylo zjistit mechanismus a rychlost uvoliiovani enkapsulované aktivni

latky a otestovat jaky ma enkapsulace vliv na jeji G€inky.
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. TEORETICKA CAST
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1 SYSTEMY S POSTUPNYM UVOLNOVANIMYV ZEMEDELSTVI

1.1 Typy systému

V soucasné dob¢ se pouziva n€kolik znac¢né rozli¢nych systémi nanopesticidnich aplikaci.

Podle strukturni podstaty Ize tyto systémy rozdélit do n¢kolika skupin jako napiiklad nano-

emulze, polymerni ¢astice, nanogely a dalsi.

V nasledujici Tabulce 1. je uveden vybér nékolika nanopesticidnich aplikaci, které jsou

rozdeleny podle jejich fyzikalni podstaty. U kazdé aplikace je uvedena aktivni latka, ktera

byla pouzita a dale vyhoda systému s kontrolovanym uvoliiovanim oproti davkovani sa-

motné aktivni latky. [2]

Tabulka 1 Systémy nanopesticidnich aplikaci. [44], [45],[46], [47]

NANOEMULZE

Pouzita aktivni latka

Zjisténé vlastnosti

Nimbovy rostlinny o . . .
lei LCsonebo-li letalni koncentrace, Se snizuje s velikosti kapicek
olej
) VEtsi ucinnost proti larvam nez Cista aktivni latka, ma sniZené
Permethrin

uc¢inky na necilové organismy (ptdni bakterie a rostliny)

POLYMERY NA BAZIPOLYETYLENGLYKOLU

Beta-cyfluthrin

Vyssi ucinnost nez komer¢ni formulace (hodnoceni dlouho-

dobych ucink)
Karbofuran Vyssi ucinnost nez komeréni formulace
DALSI POLYMERY
Podobna nebo mirné vyssi u¢innost nez U komer¢ni formulace
Emamectin (laboratorni testy byly provadény po dobu 24 ha72h expozice,

na omezeném poctu hmyzu)

Lansiumamide B

Vyssi u€innost nez u Cisté aktivni latky
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NANOGELY

Esencialni olej

Vyssi ucinnost nez U volného oleje

Meéd’

Synergicky u¢inek mezi chitosanem a médi (testovano po do-
bu 7 dnt)

ELEKTROSTATICKA NANOVLAKNA

Thiamethoxam

Efektivni pti 50% doporucené davce (sklenikové testy po do-

bu 9 dnii)

OBALENELIPOSOMY

Pyrifluquinazon

Zpozdéna ucinnost (testovano 14 dnd) ve srovnani s ¢istou

aktivni latkou (testovano po dobu 2 dnii)

Etofenprox

Dlouho trvajici efekt ve srovnani s komeréni formulaci

ANORGANICKE NANOCASTICE+ORGANICKE AKTIVNI LATKY

Chlorfenapyr

Dvakrat vyssi insekticidni u€innost nanocastic oxidu kiemici-

tého nez U mikroc¢astic (laboratorni a polni zkousky)

1-naftyl octova kyse-

lina

Vys8i podpora ristu nez u Cisté aktivni latky

ANORGANICKE NANOCASTICE JAKO AKTIVNI LATKY

Oxid kiemicity Podobna ucinnost jako u komer¢ni kiemeliny
Tio Lepsi ucinnost ve srovnani se standardnim oSetfenim (skleni-
102
kové a polni pokusy)
Sl Vyssi fungicidni G¢inek proti 18 puvodcim chorob rostlin
lver
(testovano na Petriho miskach)
i Vyssi Gcinnost nez U oxichloridu médi (in vitro potlaceni bak-
Méd
terialni plisn€ z granatového jablka)
podobna nebo vyssi insekticidni i¢innost nez je U nejucinngjsi
Hlinik

komercné dostupné kiemelinové formulace




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

1.2 Polymerni mikro, sub mikro a nanocastice

Mikrocastice jsou castice kulovitého tvaru s primérem v fadu mikrometrti zhruba od 1pum
do 1 000 wm. Submikro ¢astice maji mensi pramér a to v fadu stovek nanometrti. Nanocas-
tice jsou pak mensi nez 100nm. Mimo zminéné Castice jsou jesté tzv. pelety, coz jsou Cas-

tice vEtsi nez mikro ¢astice a mohou dosahovat priméru az nékolika milimetrd. [9]

Mikrocastice jsou diky svym vlastnostem vhodné pro zapouzdieni uCinnych aktivnich latek
s jejich naslednym fizenym uvoliiovanim. Zapouzdieni do téchto polymernich ¢astic piina-
§i predevsim vyhody jako napiiklad ochrana zapouzdienych latek pred jejich degradaci
vlivem kyselin, zasad, dehydrataci, oxidaci, UV zafenim ¢i vlivem teploty. Zapouzdienim
aktivnich latek do polymernich castic 1ze maskovat i jejich organoleptické vlastnosti jako
barva, chut’ ¢i pach. Polymerni mikrocastice byvaji obvykle tvofeny polymerni matrici, do
které mlze byt imobilizovana aktivni latka v uréitém mnozstvi, naptiklad 1é¢iva, proteiny,
pesticidy apod. Kromé enkapsulace 1ze mikrocastice vyuzit také jako sorbenty. Sorpénich
vlastnosti mikroc¢astic Ize docilit zménou vyrobnich parametrii tak aby doSlo ke zméné
porh. Diky vzniklym périm se zvysi specificky povrch ¢astic, diky némuz dojde ke zlep-
Seni sorp¢nich vlastnosti ¢astic. Na ty mohou byt nasledné adsorbovany rizné latky z vody

¢i z pud. [16]
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1.2.1 Struktura

Polymerni systémy ve formé ¢éstic 1ze rozd¢lit na zéklad¢ jejich vnitini struktury do dvou
skupin a to na nanosféry a nanokapsle. [4] Nanosféry maji typ struktury zvany matrix. Tuto
strukturu maji ¢astice pevnych latek, bez rozdili mezi jadrem a plastém jejich astic. [5]
Tvar nanosfér je pievazné kulovity. Bioaktivni latka je absorbovand na povrchu castice,
popiipadé je enkapsulovana dovniti ¢astice. Nanokapsle se naopak skladaji z polymerni
membrany, ktera obklopuje dutinu s vnitinim jadrem kapaliny, v némz je bioaktivni latka
obvykle rozpusténa. Kapalné jadro je slozeno z olejové faze, ktera slouzi jako nosi¢ pro
nepolarni lipofilni slou¢eniny. Jadro sloZzené z vodné faze je naopak vhodnym nosi¢em pro
ve vod¢ rozpustné slouceniny. [6], [7] Zapouzdienim aktivnich latek uvniti ¢astic je mozno
zabranit degradaci ¢i Uvoliovani, pfi kterém dochézi k velmi rychlému uvoliovani aktivni

latky a k jeji Castecné adsorpci na povrchu nanocastic.

Nanosféra Nanokapsle

Obr. 1 Struktura nanokapsli a nanosfér



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

1.3 Metody pripravy ¢astic

V prubéhu nékolika let bylo vyvinuto mnoho metod pro piipravu polymernich mikro,
submikro a nanocastic. VétSina metod piipravy téchto ¢astic se sklada ze dvou fazi a to z
vytvoteni emulgovaného systému monomert nebo polymert, a nasledné formovani castic

pomoci polymerace nebo srazeni.

Piiklady metod tvorby mikrodastic:

Metoda odpateni rozpoustédla

- Metoda emulgace s difuzi rozpoustédla

- Metoda emulgace s reverznim vysolovanim

- Metody zaloZené na iontové gelaci

- Mezifazova polykondenzaéni reakce

- Nanoprecipitace polymeru

- Tvorba nanocéstic z neutralnich nanogelt

- Zisk&vani nanoc¢astic pomoci gemace emulznich kapek

[48], [49], [50]

1.3.1 Metoda odpareni rozpoustédla

Metoda odpateni rozpoustédla patfi mezi jednu z nejpouzivanéjSich fyzikalné mechanic-
kych metod k ptipravé mikroc€astic z jiz ptipraveného polymeru. Metoda patii mezi oblibe-
né diky své snadné proveditelnosti a ptistrojové nenarocnosti. Pfi této metodé dochazi ke
vzniku tzv. mikrosfér. Enkapsulace bioaktivnich latek ma pti této metodé velmi vysokou
ucinnost. Nevyhodou vSak je nutnost pouziti organickych rozpoustédel. VSechny metody,
které vyuzivaji principu odpateni rozpoustédla vcetné jejich modifikaci, jsou zaloZzeny na
stejném zakladnim principu. Nejprve je vytvoien vhodny emulzni systém, a poté se
Z tohoto emulzniho systému za pouziti vhodného zpiisobu odstrani rozpoustédlo, diky
c¢emuz dojde K vysrazeni polymernich ¢astic.

Princip metody spoc¢iva v odpateni rozpoustédla, které obsahuje rozpusténé nebo dispergo-
vané latky (v nasem piipadé¢ metazachlor) a polymer. Nejprve je polymer rozpustén

Vv rozpoustédle, které je nemisitelné s vodou. Nasledné se k roztoku polymeru a rozpousté-
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dla prida aktivni latka, kterd je zde rozpusténa i dispergovana a nasledné€ uzaviena
V polymeru. Vznika lipofilni faze, ktera je poté, Casto za pomoci tenzidl, emulgovana do
kontinualni vodné faze za vzniku jemné emulze O/V (olejova faze/vodna faze). Pozadova-
ného stupné emulze 1ze dosahnout pomoci vysokorychlostniho michani, homogeniza¢niho
zafizeni, poptipad€ pomoci ultrazvukové ldzné. Organické rozpoustédlo nasledné difundu-
je do vodné faze a dochazi k jeho odpaieni na rozhrani voda/vzduch. Vlivem michéni a
ubytku rozpoustédla dojde k vysrazeni polymeru a tak k tvorbé mikrocastice. Tyto mikro-

Castice se nasledné zfiltruji, pomyvaji a susi. Casto je v tomto kroku vyuZivana lyofilizace.

8], [9], [51]

Systém O/V

Systém O/V je zaloZen na principu enkapsulace. Misi se zde dv€ nemisitelné slozky konti-
nuélni vodné faze (znaceno V) s vodou nemisitelného roztoku polymeru (znaceno O). Po-
moci emulzifikace dochazi kjejich smiseni a vzniku emulze O/V. Organickd faze
S rozpuSténym polymerem je rozptylena ve form¢ malych kapicek a pfi nasledném odpaio-
vani rozpoustédla se vysrazenim z téchto kapicek vytvoii Céstice, V jejichz struktufe je en-
kapsulovana, rozpusténa ¢i rozptylena aktivni latka. Metoda je vyuZivdna pro piipravu

mikrocastic s aktivnimi latkami, které jsou obtiZzné rozpustné ve vode.

Latky dobfe rozpustné ve vodé nejsou pro modifikaci O/V pfili§ vhodna, a to proto, ze
velka ¢ast rozpusténych latek unikd z roztoku polymeru, neboli z vnitini faze do vodné
kontinualni faze. Tento problém ma za nasledek nizsi obsah aktivnich latek, jez jsme chtéli
uzaviit v mikroc¢asticich polymeru. Problém s unikanim latek do vodné faze, méa nékolik
feSeni. Naptiklad snizenim hydrofilniho charakteru latek za zvySeni lipofility nebo pouzi-
tim neionizovanych forem ve vodé rozpustnych latek, které maji Casto vyssi lipofilitu. Dale
1ze vyuzit hydrofilni kosolventy, které zvySuji rozpustnost latek v organickych rozpousté-
dlech, diky ¢emuz se snizi Gnik rozpusténych latek do vodné faze. Ptidavkem anorganic-
kych soli jako napt. NaH2,PO4 a KH2POj4 Ize také dosahnout snizeni rozpustnosti ve vodni
vnéjsi kontinualni fazi. Nasycenim kontinualni faze latkou, kterou chceme enkapsulovat
lze také dosdhnout vysSiho obsahu latky v polymernich mikroc¢asticich avsak, v piipadé

vyssi cenové kategorie, by se vyrazné zvysily naklady na vyrobu. [9], [10]
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Obr. 2 Schéma pripravy castic metodou odpareni rozpoustédia. [14]

Systém O/V byl vyuzit také v ¢lanku Low Molecular Weight Poly(lactic acid) Micropar-
ticles for Controlled Release of the Herbicide Metazachlor [2] zde bylo pro pfipravu ¢astic
vyuzito PLA s enkapsulovanym metazachlorem, ktery se vyuziva v zemédélstvi jako her-
bicid. Piiprava téchto Ccastic prob&hla nasledovné: nejprve bylo PLA rozpusténo
v chloroformu spolu s metazachlorem za vzniku olejové faze. Jako vodna faze byla vyuzita
Zelatina ve formé roztoku, ktera slouzila jako stabilizator emulze. Nasledné byla smés dis-
pergovana pii vysokych otackach (11 000 — 18 000) podobu 5 minut. Smés byla dispergo-
vana za stalého chlazeni, a to z diivodu, aby nedochazelo k pfed¢asnému odpaieni rozpous-
tédla. Nasledné byla emulze pomoci ultrazvukové sondy sonifikovana a poté bylo za sni-
zeného tlaku a stadlého michani odpafeno rozpoustédlo. Vzniklé Castice byly oddéleny
z emulze centrifugaci a dale byly promyty dekantaci. Takto pfipravené ¢astice byly zamra-
Zeny a lyofilizovany. [1]

Systém O/W byl vyuzit i v této diplomové préci, pii vyrobé mikro¢astic do kterych byl

enkapsulovén jiz zminovany metazachlor.

Systém 0/0

V tomto systému je vodna kontinudlni faze nahrazena fazi lipofilni, ve které¢ nedochazi
K rozpusténi 1é¢iva. Diky tomuto jevu je U¢inné eliminovan unik aktivni latky praveé do
vodné kontinudlni faze, jako je tomu v systému O/V. Obé¢ faze systému O/O, vnitini 1 vnéj-

$1 jsou vzajemné nemisitelné a jako kontinudlni fdze se naptiklad pouZzivaji kapaliny lipo-
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filni nebo organické oleje (minerdlni ¢i rostlinné), nebo netékava organicka rozpoustédla.
Jako vnitini faze se vyuziva napiiklad dichlormethan. Odpafenim rozpoustédla vzniknou
mikro¢astice s trojfazovym uvolnovanim aktivnich latek, kdy nejprve dochézi
K uvolnovani aktivni latky z povrchu mikroc¢astic, poté pomalé uvoliovani z matrice, a
nasledné rychlé uvolnéni posledni ¢asti aktivni latky. Kinetika uvolnovani je obdobna jako

u systému O/V. [9]

Systém S/ON

Princip systému S/O/V spociva v tom, ze aktivni latka, ktera je malo rozpustna az neroz-
pustna v organické olejové fazi, je rozptylena v roztoku v pevné formé malych ¢astic. Ak-
tivni latku je tfeba pred aplikaci do roztoku nadrtit na velmi jemny prasek, ktery je poté

dispergovan do organické faze Nasledny postup je obdobny jako v pripade systému O/V.

Mezi dalsi metody patii napiiklad Systém V/O/V ktery je vhodny pro enkapsulaci hydro-
filnich latek, O/V/O ktery je naopak vhodny pro inkorporaci lipofilnich substanci, a dalsi.

[91.[15]

1.4 Latky pro pripravu polymernich mikro a nanocastic

Latky pouzivané pro ptipravu mikrocastic jsou vybirany piedevsim z hlediska jejich bio-
degradability ¢i biokompatibility. Mezi prvni materidly , ktery zacal byt vyuzivan pro vy-
robu mikroc¢astic patii kyselina polymlécna (PLA), ktera spliiuje oba pozadavky. Pro tvor-
bu mikrocastic je také vyuzivan kopolymer poly(mlécné kyseliny) a poly(glykolové kyse-
liny) ( PLGA) ktery je taktéz biokompatibilni a biodegradovatelny. Dalsim biologicky roz-
lozitelnym polymerem je casto vyuzivan polykaprolakton (PCL) a jeho kopolymery.
Vsechny uvedené materialy netvoii pfi jejich degradaci toxické produkty, a jsou povazo-

vany za bezpecné i pro zdravi ¢lovéka pii uziti in vivo. [9]
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1.4.1 Kyselina polymlécna - PLA

Kyselina polymlécna je biodegradabilni alifaticky polyester, ktery ma chiralni strukturu a
vyskytuje se ve form¢ dvou izomerti D (-) a L (+). Kyselina polymlécna je diky pfitomné
methylové skupiné malo nachylna k hydrolytickému stépeni. Methylova skupina brani
proniknuti vody k labilnim vazbam. Vznika otevienim polymerniho kruhu laktidu kyseliny
mlécné. Kyselinu mlécnou jako vychozi latku pro ptipravu laktidu, lze ziskat fermentac-
nim kvasenim glukézy, kterd se ziskava st€penim Skrobu ze zemédélskych plodin, jako
jsou kukufice, cukrova fepa, nebo cukrova titina. PLA mé& mnoho vyuziti a to diky jejim
zadanym vlastnostem. Je to predevSim jeji dobrda mechanicka pevnost, nizka hodnota taz-
nosti, prihlednost a pro zivotni prostfedi je to pfedev§im dobra biodegradabilita. Vlivem
klimatickych a mikrobialnich procest se $t€pi postupné pres oligomery aZz na monomer.
PLA lze $tépit na Cisty monomer i chemicky. [28] Rozklad PLA probiha jak v kyselém tak
1 zasaditém prostfedi vlivem molekul vody, které hydrolyzuji esterové vazby na jejim fe-
tézci. [34],[36] V prumyslu se nejéastéji vyuziva jako obalovy material. Sumarni vzorec:

(CSH402)n

CH3 CHs

HO
O CHs O

Obr. 3 Strukturni schéma PLA [28]
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1.4.2 Faktory ovliviiujici icinnost enkapsulace aktivni latky

Velmi vyznamny faktor pro tvorbu mikrocastic je koncentrace polymeru. Z pravidla plati,
ze s rostouci koncentraci polymeru roste i velikost pfipravenych mikrocastic. Zaroven pla-
ti, ze ¢im vyssi koncentrace polymeru, tim vyssi je enkapsula¢ni ti¢innost. Naopak pfi niz-
kych koncentracich dochazi ke vzniku mikrocastic s porovitéjsi strukturou, diky ¢emuz je
aktivni latka rychleji uvoliiovana. Dal$im vyznamnym faktorem je také typ a koncentrace
emulgatoru. Plati zde umeéra ¢im vétsi koncentrace emulgatoru, tim jemnéjsi emulze a tim
mensi mikroc¢astice. Koncentrace emulgatoru je dilezitd z divodu, jejiho vlivu na enkapsu-
la¢ni ucinnost. Do urcité koncentrace je emulgator schopen enkapsulaéni G¢innost zvysit.
Pfi prekroceni této limitni koncentrace, mize dojit naopak k poklesu schopnosti enkapsu-
lace. Vznik mikrocastic je také ovlivnén dobou a rychlosti mechanického michani, ultraso-
nifikaci, rychlosti michani pfi odpafovani rozpoustédla, nebo teplotou. Piipravu mikrocas-
tic a nanocastic miizeme rozdélit podle toho, zda mame nami pouzivany polymer jiz pfi-
praveny nebo jej musime prvné vytvofit. Pfi samotné volbé vhodné metody pro zachyceni
pozadovaného mnozstvi latky, se musime fidit fyzikalné-chemickymi vlastnostmi latek,
které chceme enkapsulovat a také vlastnostmi polymerniho materidlu do kterého ma byt

latka zachycena. [16]
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1.5 Uvolnovaci mechanizmus

K uvolnovani bioaktivnich latek tvofenych z biologicky rozlozitelnych ¢astic mize docha-
zet pomoci dvou hlavnich mechanisma, a to diftzi nebo eroznim mechanismem. Oba me-
chanismy jsou vhodné pro uvoliovani aktivnich latek. Obvykle jeden z principt prevazuje.
[17] Systémy, které funguji na principu diftze, uvolnuji aktivni latku na zakladé rozdila
koncentraci uvnitt a vné polymerni matrice. Samotné Sifeni uvolnéné latky je ovlivnéno
jeji rozpustnosti a difuzivitou v zavislosti na vlastnostech aktivni u¢inné latky a polymerni
matrici. Naproti tomu systémy, které funguji na principu eroze, postupné uvoliuji aktivni
latku do okolniho prostiedi pomoci rozpadu polymeru v disledku pfitomnosti hydrolyticky
nebo enzymaticky Stépitelné vazby. [18], [9] Tato technika je vhodna pro slouceniny s niz-
kou rozpustnosti ve vodé. Erozi mizeme rozdélit na povrchovou a objemovou. O povr-
chovou erozi se jedna v ptipadé¢, kdy je rychlost degradace povrchu vyssi nez rychlost di-
fuze vody do polymeru. Povrchova eroze je Zddouci mechanizmus a to z ditvodu, Ze rych-
lost uvolfiovani je mozné fidit pomoci velikosti povrchu ¢astic. [18] Objemova eroze na-
stava v ptipadé, kdy je prinik vody do polymeru rychlejsi nez eroze povrchu polymeru.
V tomto ptipad€ dochazi spiSe k neZadoucimu rychlému uvolnéni aktivni latky pfi celko-

vém rozpadu polymerni matrice.

o® ° Y o
Diftze ‘@ ’@:

Eroze

Obr. 4 Schéma difiizniho a erozniho uvoliiovani aktivnich latek z nanocdstic
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1.5.1 Kinetika uvoliiovani aktivnich latek z mikrocastic

V prubéhu nékolika desetileti bylo vytvoieno mnoho modeli, které popisuji kinetiku uvol-
novani aktivnich latek z polymernich matric. Modely se rozd€luji na statické metody (opa-
kované meéfeni, prizkumné analyzy dat), modelové zavislé metody (nulty a prvni fad,
Korsmeyer-Peppastiv model, Higuchiho model) a modelové nezavislé metody (faktory
podobnosti a rozdilnosti). Nize budou popsany dva zékladni matematické modely uvolno-
vani. [29]

Kinetika nultého radu:

Matrice, v niz se nachazi aktivni latka, zistava neporusena a dochazi k pozvolnému roz-
pousténi aktivni latky. Tuto reakci 1ze popsat nésledujici rovnici (1) ktera popisuje mnoz-

stvi uvolnéné aktivni latky za urcity cas.

Qt = Qo + Kot 1)

Kde: Qt zna¢i mnozstvi aktivni latky uvolnéné v Case t, Qoje pocateéni mnozstvi aktivni
latky obsazené v roztoku, Koznaéi rychlostni konstantu rovnice nultého fadu vyjadienou
jednotkou koncentrace za ¢as. [29]

Kinetika prvniho radu:

Popisuje absorpci popiipade eliminaci aktivni latky. Uvoliiovani aktivni latky lze popsat
rovnici (2):

C (1) = Coexp (-ki) )

kde C(t) je zbyvajici mnozstvi herbicidu (% z pocate¢ni aplikované davky) v Case t, Co je
pocateéni extrahovatelné procento herbicidu v polymerni ¢astici a K je rychlostni konstanta

prvniho fadu [¢as™!]. Rychlostni konstanta se uréuje pomoci nelinearni regrese. [35]
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Korsmeyer-Peppas model

Korsmeyer a spol. odvodili jednoduchy vztah, ktery popisuje uvoliiovani 1é¢iv z polymer-
nich systémi, tento vztah (4) se da vsak pouzit nejen na uvoliovani 1éCiv, ale na jakékoliv

aktivni latky.

M _ Kt" + C 4)
Mo

Kde: zlomek je uvolnéni 1é¢iva v Case t, K je rychlostni konstanta uvoliiovani a n je expo-

nent uvolnovani, ktery se pouziva k charakterizaci rizného uvoliiovani z matric valcovité-

ho tvaru. Ziskana data jsou vynasena jako zavislost logaritmu procentuélniho uvoliiovani

1é¢iva na logaritmu Casu. C je konstanta, ktera bere v ivahu uc¢inek pocateéniho uvolnéni.

[37], [38], [52]

Pokud dosazenim hodnot do tohoto vzorce (4) ziskame n = 1, mizeme Fici, Ze se jedna 0
erozni mechanismus, ktery se vyznacuje tzv. , burst efektem* — ve vzorci je vyjadieno
konstantou C. Jedna se o rychlé pocatecni uvolnéni aktivni latky, a tento efekt je nezadou-

ci. Plati zde pravidlo, ¢im je konstanta C vyssi, tim vyssi je i burst efekt. [1], [29], [53]
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1.5.2 Faktory ovliviiujici uvolfiovani

Uvoliovani aktivnich latek z polymerni matrice ve formé mikrocastic zavisi naptiklad na
zpusobu jejich ptipravy. Rtzné metody ptiprav mikrocastic ovlivituji morfologii povrchu,
velikost Castic, krystalovou strukturu polymeru ale i jeho stabilitu jako nosic¢e pro aktivni
latky. Velikost ¢astic je dalsi z faktord ovliviiujici uvolilovani aktivni latky. Dalsi vliv mé
obsah enkapsulované latky, s jeho rostoucim mnozstvim, se snizuje stabilita micel a hydro-
fobné-hydrofilni rovnovaha. V neposledni fadé je uvolnovani ovlivnéno délkou polymer-
nich fetézcu a molekulovou hmotnosti. Ren Zhong Xiao a spol. zjistili, Ze delsi fetézce
PLA zajisti vétsi primér micel, a tim 1 vEtsi obsah enkapsulované aktivni latky a jeji poma-
lejsi uvolnéni z micel. [30] Dale uvoliovani ovliviiuje polymerni mikrostruktura, polarita
segmenti kopolymeru, teplota skelného ptfechodu polymeru, pruznost hlavniho fetézce
polymeru, molekulovd hmotnost polymeru, hustota zesitovani polymerniho fetézce, inter-

akce mimo fetézec, také stupen rozvétveni, pritomnost ko-monomernich bo¢nich skupin.
[1]

Uvolnovani aktivni latky pomoci fizeného difizniho systému ma tfi omezujici ptipady,

které toto uvolnovani ovliviuji.

1. Pokud je pocate¢ni mnozstvi latky mensi nebo rovno, neZ maximalni rozpustnost
latky v polymeru zavisi rychlost uvoliiovani na difuznim koeficientu a po¢ate¢nim
mnozstvi aktivni latky v ¢astici. Plati pro homogenni matrice, ve kterych je aktivni
latka rozpusténa.

2. Pokud je vétsi nez maximalni rozpustnost latky v polymeru, ale vyrazné mensi nez
hmotnost polymeru (napt. méné 10% w/w v zavislosti na druhu polymeru), tak
rychlost uvoliovani opét zavisi na difuznim koeficientu a po¢ate¢nim mnozstvi ak-
tivni latky v ¢astici. Plati pro heterogenni matrice a matrice, ve kterych je aktivni
latka dispergovana.

3. Pokud je mnozstvi aktivni latky vyssi nez cca 10 % hmotnostniho objemu (w/w)
polymeru, dochazi v pribéhu uvoliiovani k tvorbé kontinualnich porti nebo kanalku
V polymerni matrici, které zde vytvofila pfitomnost jiz vyluhované aktivni latky, a
témito pory / kanalky bude probihat difuze dalsiho obsahu aktivni latky
V polymerni matrici. Rychlost uvoliiovani pak bude zaviset na diftizni charakteristi-

ce eluéniho média. Plati pro porézni / granulované matrice. [54], [55]


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xiao%20RZ%5Bauth%5D
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2 PESTICIDY

Podle definice Food and Agricultural Organisation jsou pesticidy latky urcené k niceni,
potlaceni, odpuzeni, ale také k prevenci proti nezadoucim rostlindm, mikroorganismim c¢i
zivo¢ichiim v dobé ristu, zpracovani, transportu, vyroby, distribuce a skladovani potravin,
zemédelskych komodit nebo krmiv. Pesticidy jsou v zemédélstvi dnesni doby velmi dilezi-
tou soucasti. Diky nim dochazi k omezeni ztrat produkti a zvyseni jejich jakosti. I pfesto
ze pesticidy maji pozitivni vliv na zeméd¢€lskou produkci, je zde fada negativnich dopadt
na necilové skupiny, jako je zivotni prostiedi a zivé organismy. Dal$im negativem je také
moznost vzniku jisté rezistence skudct viici u€inklim pesticidl, predevsim pti nadmérném,
neuvazeném a neodborném pouzivani. Z tohoto duvodu byly stanoveny maximalni limity

rezidui pesticidi. Rezidua pesticidi jsou velkym rizikovym faktorem pro Zivotni prostiedi

vvvvvv

Pesticidy lze rozdélit do n¢kolika zakladnich skupin podle jejich cilové skupiny plisobeni:

Tabulka 2 Zakladni rozdéleni pesticidii [20]

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

Regulatory rlstu rostlin pfirozeny rust
Insekticidy hmyz
Akaricidy pavoukoviti

Moluskocidy mekkysi
Rodenticidy hlodavci

V této diplomové praci byl jako druh uvoliiované aktivni latky vybran Metazachlor, fadici

se mezi skupinu herbicidd, které jsou popsany nize.
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2.1 Herbicidy

Herbicidy jsou ptipravky, které slouzi k potlaceni ristu a k hubeni plevelnych rostlin. Jsou
vyuzivany jiz desitky let, a v dnesni dob¢ se jiz bez nich neobejdeme. Nachazi vyuziti ne-
jen v oblasti zemédé€lstvi, ale také ve stavebnim primyslu, kde je vyuzivame k odpleveleni
zastavovanych ploch, vystavbé silnic, chodniki, apod. Je to smés ucinné latky, emulgatort,
plnidel a ¢asto barviv. Velké mnozstvi herbicidi je pro své nebezpeéné vlastnosti klasifi-
kovéano jako jedy. Kromé uzitku, mohou piinést také fadu problémi. Nebezpecné jsou
zvlasté pro povrchové a podzemni vody, kam se mohou dostat erozi pad, ¢i prasakem. Vo-
dy znehodnocené herbicidy nelze poté vyuzit ve vodarenském primyslu. Dal§im rizikem je
mozny vznik rezidui herbicidl v potravinach. Tyto jevy lze vSak sledovat jen u perzistent-
nich herbicidl. Smrtelné riziko pfedstavuji pro fadu ZivociSnych organismu. Pfi neopatrné

manipulaci, mohou ohrozit i zdravi ¢lovéka. [21]

Vyhoda pouzivéani herbicidii spoc¢iva v nenarocné aplikaci, a pomérné nizkych ndklada. Pii
vyuziti pro zemédé€lské plodiny, je vSak dllezita spravnost jejich uziti. Nadmérné pouziva-
ni muze poskodit nejen zivotni prostiedi, vody ¢i zdravi ¢loveéka, ale v neposledni fadé
mohou poskodit i samotné plodiny, u kterych chceme dosdhnout vysSich vynost. Pro

spravnou aplikaci je dulezité znat mechanismy ptsobeni herbicidu. [22], [23]

2.1.1 Historie

Herbicidy jsou vyuzivané jiz od 19. stoleti. Jako prvni herbicid se vyuzivala modra skalice
neboli siran méd’naty. Jako dalsi byly vyzkouSeny naptiklad siran Zeleznaty, kyselina siro-
va a chlore¢nan sodny. Na konci 19. Stoleti se zacaly pouzivat 1 organicka hnojiva jako
dusikaté vapno. To slouzilo prvné jako hnojivo, pozdé&ji se také ptislo na jeho herbicidni
ucinky. Ve druhé vietnamské valce, Laosu a Kampucii byly herbicidy dokonce pouZity
Kk vojenskym tielim, presnéji k uc¢elim defoliace lesnich porostl, ni¢eni pfirozenych tkry-
tt a urodnych pud. Pro tyto ucely byl vyuzit smésny herbicid fenoxy herbicidt, znamy pod
nazvem Agent Orange. Fenoxy herbicidy, jsou jedny z nejtoxictéjSich nizkomolekularnich
jedi a to diky obsazenym dioxintm. [21]

Triaziny a jejich herbicidni u¢inky se zacaly vyuzivat az v 50. letech 20. stoleti. Triaziny
meli jak selektivni tak neselektivni uc¢inky. Mezi nejdileZitéjsi objev patii simazin, ktery
byl uveden na trh jako prvni, dale pak atrazin, terbytryn a terbuthylazin. Jako dal$i byly
vyvinuty herbicidy na bazi chloracetamidi naptiklad alachlor, a herbicidy na bazi substitu-

ovanych mocovin napiiklad isoproturon. Pouzivani té€chto herbicidi spolu s tiaziny je
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v Evropé postupné omezovano, a to pro jejich velkou perzistenci, zatizeni pud, okolniho
prostfedi i podzemnich vod. Herbicidy jsou v neustalém vyvoji, avSak vyvoj a vyzkum
novych herbicidl je znacn€ nakladny. Muze trvat 8-10 let nez je vyvijeny herbicid uveden
na trh. U nové vyvijenych herbicidl je pozadovana vysoka a rychla u¢innost, vysoka selek-
tivita, bezpec¢na a rychla degradace v prostiedi a také cenova dostupnost a syntéza. [21],
[22]

2.1.2 Rozdéleni

Zékladni rozdéleni herbicidi je podle toho, zda se jedna o herbicidy selektivni nebo nese-

lektivni neboli, dle jejich Géinku.

Selektivni herbicidy

Dokézou nicit pouze urcité druhy plevell, aniz by byla poSkozena péstovana rostlina. Ten-
to jev funguje na principu odliSnosti, které jsou mezi péstovanymi kulturnimi rostlinami a
druhem plevelt. Rozdily jsou jak v tvaru ¢i postaveni listt, ale i v jejich pokryti voskovou
vrstvou, ochlupenim nebo zpisobu ulozeni vegetacniho vrcholu. Mizeme je délit podle

druhu aplikace na plosné, fadkové, ohniskové, pod listové a délené aplikace.[21], [22], [23]

Neselektivni herbicidy

Jsou to takové chemické latky, které slouZi k niceni veSkeré vegetace, nehled€ na rozdily,
které mezi rostlinnymi druhy jsou. Jsou to jedny z nejpouZzivanéjSich herbicidi. Kromé
vyuziti na zemédelskych pudach napiiklad v mezi-porostnim obdobi, nachazi vyuziti i na
nezeméd¢lskych ptidach pii hubeni nezddouci vegetace, jako naptiklad na cestach, hiistich,
apod. Na nezemédé€lské pudy se Castéji pouzivaji neselektivni herbicidy s dlouhymi rezidu-
alnimi G¢inky a tim vznika vétsi ekologické riziko. Herbicidy s kratkym rezidudlnim G¢in-
kem pronikaji do rostlin nadzemni ¢asti a v pidé€ se rychle eliminuji. Herbicidy s kratkym
rezidualnim ucinkem, jsou bud’ schopné potlacovat nadzemni ¢4sti rostlin, anebo nadzemni

i podzemni ¢asti rostlin. [21], [22], [23]

Herbicidy podle zpiisobu ucinku mizeme také rozdélit na herbicidy dotykové — kontaktni,
translokacni neboli systémove piisobici, a na herbicidy sterilizujici piidu. To jakym zptlso-
bem je herbicid rostlinou pfijiman mizeme tuto aplikaci rozd¢lit na listovou a kofenovou.
Listova aplikace, se vyuziva v dobé vegetace pro dotykové a systematické herbicidy. U

kotenové aplikace je herbicidni latka pfijimana za pomoci kofenového systému rostliny.
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Kofenova aplikace je vyuzivana pfedevsim pro pudni sterilaci. [23]
Doba aplikace herbicidu se déli na:
a) Predsetovou aplikaci — ptda je oSetiena pied vysazenim plodin.
b) Preemergentni aplikaci — ptida je oSetiena herbicidem po zaseti plodin.

c) Postemergentni aplikaci — puida je oSetiena po vzejiti plodiny. [23]

2.1.3 Vliv na Zivotni prosti‘edi a toxicita herbicidi

Rada herbicidu jsou zdravi $kodlivé, jedovaté i zvlasté nebezpedné jedovaté. Nejvétsim
problémem z hlediska toxicity jsou fenoxy herbicidy, které jsou zdrojem nebezpe¢nych
dioxind. Pfi nadmérném pouzivani téchto latek se snadno dostavaji do ovzdusi (v obdobi
suchého 1éta), do povrchovych i podzemnich vod a v neposledni fad¢ i do potravniho fe-
tézce. V pudé¢ se miiZzou dioxiny dostat aZ metr pod povrch. Problémem dioxint, je jejich
stalost v prostfedi, a akumulace. Byla také dokdzana souvislost mezi dioxiny a zvySenym
vyskytem rakovinotvorného bujeni. Byl prokdzan naptiklad sarkom mékkych tkani, lym-
fomy, nonhodgkinsky lymfom a karcinom plic. Dale ma reduk¢ni vliv na metabolismus a
negativné piisobi na rist plodu. Mezi herbicidy jez mohou vyvolat genetické mutace u Zi-
vocichill a lidi se fadi zvlasté nebezpecna latka 2,4,5-trichlorfenoxyoctova kyselina, ktera
pravé obsahuje toxicky kontaminant dioxin. [21], [23]

To jaké budou ekotoxikologické dopady herbicidi, zavisi na jejich chovani v pudé, vzdu-
chu a ve vod¢. Velmi dulezité pro Sifeni pesticidli obecné jsou reakce probihajici v pidach.
Mnoho téchto reakci je ovlivnéno pidnimi sorpénimi vlastnostmi. Mezi parametr, ktery
tyto vlastnosti udava, pati ptidni adsorp¢ni koeficient. Vyjadiuje schopnost pesticidu vazat

se na pudni ¢astice. Je charakterizovan mirou perzistence rezidua v ptidnim prostfedi. [31]

To zda se herbicidy a jejich degradacni produkty budou distribuovat mezi pidni a vodni
fazi je ovlivnéno mnoha faktory. Pfedevsim je to dano chemickou povahou dané latky a
jeji rozpustnosti ve vode, vlastnostmi pidy jako je pidni sorpéni konstanta, rozdélovaci
koeficient oktanol/voda a polocas Zivota v pudé, dalsi vliv maji klimatické faktory. Napfi-
klad pesticidy s nizkym sorpénim koeficientem, vysokou rozpustnosti ve vodé a dlouhym
poloCasem zivota ptredstavuji riziko pro podzemni vody, naopak latky vdzané na ptidni
Castice nemaji tendence k vypafovani a uvoliovani do vodného prostiedi. [32]

Dopad herbicida a pesticidii obecné na zivotni prostiedi je dan také jejich schopnosti de-

gradace. Degradace téchto latek v ptdach je krom chemickych reakci zptisobena také pad-
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nimi mikroorganismy. Ty dokézou pesticidy rozlozit az na oxid uhli¢ity, vodu a anorga-
nické latky. Béhem degradace mize dochazet k vytvareni tak zvanych metabolitt, které
vSak nemusi byt pro zivotni prostfedi nebezpecné. Mikrobialni degradace je omezena
hloubkou jejich vyskytu. Mikroorganismy se totiz vyskytuji pouze v blizkosti kofenového
systému rostlin. Pokud se tedy herbicidy i pesticidy obecné dostanou do vétsi hloubky,
nemuze zde k mikrobialni degradaci dojit. [32] S degradaci souvisi také polocas rozpadu
pesticidi. Ten znaci dobu poklesu jejich aktivity na polovinu. Pesticidy Ize dle tohoto pa-
rametru rozd¢lit na pesticidy neperzistentni (polocas rozpadu do 30 dni), stiedné perzis-
tentni (polocas rozpadu 30 — 100 dni) a vysoce perzistentni (polocas rozpadu nad 100 dni).
Kromé mikrobiélni a chemické degradace, se pesticidy degraduji také vlivem fotodegrada-
ce. Jedna se o proces odbouravani pesticidii pomoci sluneéniho zafeni. U¢innost fotode-
gradace je zavisld na intenzité a spektralnich vlastnostech slune¢niho zateni, délkou expo-

zice a vlastnostmi pesticidi. [33]

2.1.4 Priklady herbicida

Prvni tii ptiklady herbicidii, byly testovany ve studiich, kterymi se zabyvam v reSersni ¢as-
ti této prace. Posledni piiklad herbicidu Metazachlor, je herbicid, ktery jsme pouzili v této

diplomové praci pro testovani kontrolovaného uvoliovani.

Atrazin

Jedna se o nejbéznéjii herbicid, ktery je v Ceské republice od roku 2005 zakazan z ditvodu
kontaminace vod. Najdeme ho v pidach i ve vodach. Je G¢inny na dvoudélozné plevele a
funguje na principu inhibice fotosyntézy. Vyuziti nachazi pii péstovani kukufice, chmelu a
cukrové titiny. Je mirné€ toxicky pro savce, vodni rostliny a nékteré druhy fas. Atrazin ma
velmi negativni vliv na Zivé organismy. NaruSuje hormonélni systém, reprodukci a vyvoj
nenarozenych organismi. Ve vysSSich davkach zpiasobuje poruchy koordinace, motoriky a
také respiracni problémy. Drazdi sliznice Zaludku, vyvolava zvraceni, prijem a koZzni der-
matitidy. V pud¢ se sorbuje na jilové mineraly a se snizujici se hodnotou pH se adsorpce

zvysuje. [24]
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Simazin

Vyuziti v Ceské republice nachdzel pfi osetfeni brambor, vojtésky, sadl, vinic, chmelnic,
angreStu, malin, ostruzin, jahodniku a okrasnych rostlin. Momentalné je jeho pouzivani
v Ceské republice povoleno pouze do vyprodani zasob. Casto se aplikoval v kombinaci
s dalsimi herbicidy, jako jsou atrazin, paraquat, Surfan, Dual, apod. Nachazime ho
Vv ptudach a splachem ptd se mize dostat i do vod. Je to herbicid témér netoxicky pro ptaky
a pro vodni ekosystémy je toxicita obdobnd jako u atrazinu. Jen velmi mélo se akumuluje

Vv téle vodnich organismu a neni perzistentni. [25]

Paraquat

Jedna se o neselektivni perzistentni herbicid, ktery je vyuzivam celoplo$né nejcastéji for-
mou postiiku pro niceni vSech skupin rostlin. Vyuziti nachazi pti péstovani soji, kukufice a
ryze. Paraquat ve vysSich davkach zpisobuje poskozeni plic, jater, srdce a ledvin. Dlouho-
dobé vystaveni tomuto herbicidu miize vést k az porucham rozmnozovani a vzniku rakovi-
ny klize. Paraquat je tieti nejbézné&jsi pesticid na svété. V Evropské unii je jeho pouZiti

zakazano. [26]

Metazachlor

Patii mezi bézné uzivany selektivni herbicid, ktery je G¢inny proti lipnicovym a dvoude¢-
loznym plevelim. Je pfijiman pfedev§im kofenovym systémem. Aplikuje se na pidu pied
vzejitim pleveld, které pii kli€eni pfijimaji herbicid a ten zptisobi jejich odumfeni kratce po

vykli¢eni. Dobrou u¢innost zajist'uje dostate¢na ptidni vlhkost.

Vyuziti nachézi pro niceni plevele vyskytujiciho se na polich s kukufici, brokolici, rizic-
kovou kapustou, okurkami, jahodami, cukrovou titinou, bramborami, sdjou nebo slunecni-
ci. Akutni toxicita u metazachloru je pomérné nizka.

Do téla se mlze dostat inhalaci, pfes pokozku ¢i oralni cestou. Pti pokusech na zvitatech se
dokazalo, ze pti kontaktu s kizi ji dokdze senzibilizovat a pii pravidelném podavani po-
mérné vysokych davek metazachloru dochdzi k poSkozeni jater, ledvin a krevnich bunék.
V dlouhodobych studiich nebyly prokdzany zadné mutagenni vlastnosti. U testovanych
zvitat nedochdzelo ani k vyvojovym ¢i reprodukénim porucham. Metazachlor neni nebez-

pecny pro pudni mikrofléru, Zizaly, ptaky a vcely. Stfedné toxicky je naptiklad pro dafnie,


http://cs.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3ja
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kapra nebo Slunecnici velkoploutvou. Nejvice nachylné jsou zelené fasy a Z vodnich druhii
je to pstruh. [27]

Nejcastéjsi analytickou metodou pro stanoveni aktivni slozky metazachloru se pouziva
metoda HPLC. Reten¢ni doba metazachloru v roztoku vzorku by neméla mit odchylku vice
nez 1% od autentického kalibracniho roztoku. Ve svété je pro testovani fyzikalnich a che-
mickych vlastnosti technickych materialt a konkrétné metazachloru vyuzivano CIPAC
metod (collaborative international pesticides analytical council). Metazachlor by nem¢l
obsahovat zadné necistoty, a proto nejsou ani zapotiebi zadné specialni metody pro stano-
veni pfipadnych necistot. Jako alternativni metoda pro zjisténi identity a obsahu metazach-

loru se vyuziva i metoda infraervené spektrometrie. [24], [27], [35]

Fyzikalni viastnosti:

Metazachlor ve formé koncentrovaného roztoku, je diky své velmi pomalé rychlosti hydro-
lyzy povazovan za velmi stabilni za normalnich podminek. Teplota tani je zavisla na pou-
zitém rozpoustédle, ze které¢ho byly ziskany krystaly metazachloru. Teplota tani je 85°C
pokud je pouzit jako rozpoustédlo cyklohexan, 80°C pii pouziti smési chloroform/hexanu,
a 76°C u diisopropyletheru. Cisty metazachlor ma teplotu rozkladu piiblizné pii 205°C.
Polocas rozpadu vlivem mikrobialniho ptisobeni se pohybuje v rozmezi 3-9 dnt. [27] Jeho
molekularni hmotnost je 277,8 g.mol™?, rozpustnost ve vodé je 430 mg.l? a tlak par je
0,0490 mPa. [35], [35]

Sumaérni vzorec: C14H16CIN3O

Obr. 5 Strukturni schéma metazachloru [27]
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Degradace metazachloru

Mineralizace metazachloru podle L. Mamy a kol. probiha pfes tvorbu metaboliti a nasled-
né vzniku neextrahovatelnych rezidui, které vznikaji jak z puvodniho herbicidu, tak i

z jeho metaboliti. [35]

CcO;
K retabotit

] Krebicid
Herbicid J Metabolit

Neextraho-
vatelné Khtetabolit -NER
rezidua

Obr. 6 Schéma mineralizace metazachloru podle L. Mammy a kol.

KHerbicid - NER

Krericii— Koeficientdegradace herbicida
Kwmetabolit — Koeficient degradace metabolitt

KHerbicid - NEr — rychlostni konstanta tvorby neextrahovatelnych rezidui z herbicidu (NER),

Kwmetabolit-NErR- Tychlostni konstanta tvorby neextrahovatelnych rezidui z metabolitt.
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Extrakei ptidy pomoci vodnych roztoki (CaCl, 0,01M), byl pod vedenim L. Mamy a kol.
zjistén predpokladany vznik moznych rezidui metazachloru a dalSich testovanych pesticidu
béhem jejich mineralizace. PFitomnost rezidui metazachloru byla velmi vysoka (Obr. 7).
Na konci 140 denni inkubace, byla zjiSténa 36% piitomnost rezidui. Metazachlor byl
V pudnim prostiedi velmi rychle degradovan na hlavni neidentifikovany metabolit. Po dobu
testovani byl pak ve vodnych extraktech detekovan pouze tento metabolit. Podil pfitom-
nosti pesticidi ve vodnych extraktech je zavisly na jejich sorpci. Tento podil je vSak také
zavisly na cCase, vyvoji sorpcnich interakci, degradaci pesticidii na jejich metabolity
s odli$nou sorp¢ni schopnosti. L Mamy a spol. vyhodnotili, ze metazachlor spolu s dalSimi

testovanymi pesticidy, piedstavuji vazné riziko kratkodobého znec€isténi. [35]
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Obr. 7 Mineralizace metazachloru ve tiech pidnich typech, pomoci vodnych roztokii CaCl,

a organického rozpoustédla.[35]
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3 STUDIE ZABIVAJICI SE PRIPRAVOU A TESTOVANIM
POLYMERNICH SYSTEMU KONTROLOVANEHO UVOLNOVANI

V ramci této diplomové prace byly prostudovany dostupné studie tykajici se tématu, kterému

se V této praci vénujeme.

3.1 Nanokapsle poly€-kaprolaktonu jako systém nosice pro herbicidy: Fy-

zikalné chemicka charakterizace a genotoxické hodnoceni

Grillo a spol. se zabyvali moznosti tvorby nanokapsli z poly€-kaprolaktonu jako nosného sys-
tému pro herbicidy. Pro testovani byly pouzity triazinové herbicidy (ametryn, atrazin a
simazin). Nanokapsle poly€-kaprolaktonu byly piipraveny pomoci metody O/V za odpaieni
rozpoustédla, tedy emulzifikace organické faze ve vodni fazi s naslednym odpatfenim. Orga-
nicka faze byla slozena ze 100 mg poly€-kaprolaktonu, 30 ml organického rozpoustédla aceto-
nu, 200 mg oleje z kaprinovych triglyceridi a kaprylové kyseliny, 40 mg povrchové aktivni
latky sorbitan monostearatu a 10 mg vybraného herbicidu. Vodna faze byla slozena z 30 ml
roztoku obsahujiciho 60 mg polysorbatu. Po rozpusténi komponentil z obou fazi, se organicka
faze postupné vlozila do vodné faze za stadlého michani magnetickym michadlem po dobu 10
minut. Nasledné se organické rozpoustédlo odpafilo za sniZeného tlaku pomoci rotacniho vy-
parniku. Suspenze nanocastic byla odpafena do kone¢ného objemu 10 ml, ktera vede ke kon-
centraci herbicidu 1 mg / ml. Velikosti ziskanych ¢astic obsahujici herbicidy byly v rozmezi
232-290 nm. Uginnost enkapsulace u pouzitych herbicidii byla pro ametryn 84,1 +2,5% , pro
atrazin 86,7 £ 0,7% , a 97,0 £ 0,5% pro simazin. VSechny slouceniny vykazovaly dobrou
efektivnost enkapsulace prokazujici jejich afinitu k nanostrukturnimu systému. Kinetika uvol-
fovani byla sledovana ve vodném prostiedi s ndslednou analyzou odebranych vzorkli pomoci
HPLC s UV-VIS detektorem. Uvolfiovaci profil byl testovan po dobu 5 dnt s vysledky 61 %
pro ametryn, 72 % pro atrazin a pro simazin pouze 25 %. Podle autori mohou byt dany nizké
hodnoty uvoliiovaciho profilu u simazinu chemickou strukturou. Simazin ma oproti atrazinu a
ametrynu mensi pocet CHz skupin. Dale byla testovana genotoxicita s riznymi typy bunék
(lidské lymfocyty). Pfi testovani bylo zjisténo, Ze zapouzdiené formulace jsou méné toxické
nez herbicidy pouzivané ve svych volnych formach. V zavéru této studie byl systém nanokaps-
li oznaCen za atraktivni alternativni metodu pro uvoliiovani triazinovych herbicidi, ktera by
mohla pomoci zmirnit dopady na Zivotni prostiedi, jakoZz i snizit mnozstvi chemickych latek

potiebnych pro hubeni plevele na plantazich. [11]
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3.2 Chitosan / trifosfatové nanocastice obsahujici herbicid paraquat:

Alternativa ovladani plevele Setrnéjsi pro Zivotni prostredi

Autori Grillo a spol. se zabyvali pfipravou S enkapsulovanym neselektivnim herbicidem
zvanym paraquat, jakozto moznosti Setrn¢jsi aplikace pro zivotni prostiedi. Nanocastice
byly pfipraveny iontovou gelifika¢ni technikou. Roztok 0,1% chitosanu byl smichan s 0,2
%kyselinou octovou za stalého magnetického michani po dobu 12 hodin pti pH4,7. Samo-
statny vodny roztok 0,1% trifosfatu byl pfipraven za chlazeni pii teploté¢ 4°C. Oba roztoky
byly nasledné prefiltrovany pies filtraéni membranu o porech 0,45 pm, k odstranéni agre-
govaného nebo nerozpustného materialu. Po piipravé téchto zakladnich roztoki by-
loSmlroztokutrifosfatu piidano do20mlroztoku chitosanu, za stalého michani na magnetic-
kém michadle. Po dobul0 minut. Paraquat (12 mg) byl za¢lenén do roztoku chitosanu pied
piipravou nanocastic. Velikosti ziskanych nanocastice pohybovali kolem 390nm bez aktiv-
ni latky paraquatua420nms paraquatem. Uginnost enkapsulace byla 62,66 +0,77% coZ na-
znacuje dobrou afinitu mezi slozZkami. Dobré afinita je dana elektrostatickymi silami a to
tak, ze paraquat nese pozitivni naboj zatim, co trifosfat nese zaporné nabity aniont. Kineti-
ka uvoliiovani byla testovana za laboratornich podminek. Volny herbicid dosahl 92 %
uvolnéni z nanocastic. V enkapsulované formé jej bylo z nano¢astic uvolnéno 70 % a to za
stejnych podminek v akceptorové komoie po 350 minutach. Dale byla testovana cytotoxi-
cita a genotoxicita. Vytvofené nanocastice jak bez obsahu paraquatu tak i s jeho obsahem
nevykazovaly prakticky zadnou toxicitu (testy byly provadény po dobu 24 hodin). Celkové
tato zjiSténi ukazala, Ze enkapsulace paraquatu v nanocasticich snizuje jeho cytotoxicitu i
genotoxicitu. Testovani Alliumcepa chromozomovych aberaci prokazaly, ze ¢astice vazané
S paraquatem zpisobuji mnohem mens$i poSkozeni chromozomi. Dale bylo zjisténo, Ze

zapouzdieni herbicidu do nanocastic nesnizuje jeho dostupnost v pudé. [12]
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3.3 Aplikace atrazinu napoly&-kaprolaktonové nanocastice jako alter-
nativni technika pro ovladani plevele s niz$imi riziky pro Zivotni

prostiedi

Pereira a spol. se zabyvali piipravou nanocastic z poly€-kaprolaktonu, do nichz byl enkap-
sulovan herbicidni ptipravek atrazin, a jeho naslednym testovanim na cilovych a necilo-
vych rostlinach. Nanokapsle a nanosféry poly€-kaprolaktonu byly pfipraveny metodu olej
ve vodé. Organicka gaze byla pfipravena ze dvou roztokd. Prvni obsahoval 400 mg poly-
meru rozpusténého v 20 ml dichlormethanu a druhy obsahoval 10 mg atrazinu rozpusténé-
ho v 10 ml acetonu. Nanokapsle byly vyrobeny pfidanim 200 mg myritolu do roztoku po-
lymeru, zatimco nanosféry byly vyrobeny pomoci samotného roztoku polymeru. Oba roz-
toky byly vloZzeny do chladné ultrazvukové 1azné€ na dobu 1 minuty pti 90 % vykonu. Na-
sledné bylo pfidano 50 ml roztoku polyvinylalkoholu (3 mg / ml) a opét se roztok podrobil
ultrazvukové lazni za studena po dobu 8 minut pii 9, % vykonu. Ziskany objem emulze byl
80 ml a byl umistén do rota¢ni odparky pro odstranéni rozpoustédla. Vysledny objem byl
10 ml s obsahem 1 mg / ml atrazinu. Velikost ¢astic nanokapsli a nanosfér bez atrazinu
byly 513,0 £ 7,5 a 365,1 = 0,16 nm. Po zapouzdieni herbicidu doslo k poklesu velikosti u
nanokapsli a to na 483,1 + 2,5 nm a ke zvySeni velikosti ¢astic u nanosfér na 408,5 £ 2,5
nm. Uginnost enkapsulace byla pro nanokapsle 93,4 + 1,2 % a pro nanosféry 92,7 + 1,2 %.
Pouziti testu Alliumcepa chromozomovych aberaci prokazala, Zze nanocasticové systémy

byly schopny snizit genotoxicitu zkoumaného herbicidu. [12]
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3.4 Mikrocastice nizkomolekularni polymlééné kyseliny pro rizené
uvolniovani herbicidu metazachloru: Priprava, morfologie a kinetiky

uvolinovani

Stloukal a spol. se zabyvali enkapsulaci selektivniho metazachloru do polymernich ¢astic
z polymlécné kyseliny a testovali jeho uvoliiovani ve vodnim prostfedi. Submikro ¢éstice
byly pifipraveny metodou odpafeni rozpoustédla olej ve vode. 400 mg PLA bylo rozpusté-
no ve 4 ml chloroformu. Jako stabilizator byla pouzita Zelatina (0,5 %) a smés PLA, chlo-
roformu a Zelatiny byla dispergovana za stalého michani pii otackach od 11 500 do 18 000
otac¢ek za minutu po dobu 5 minut za studena. Byly vytvareny 3 velikosti ¢astic znaceny S,
M a L. Tyto ¢astice pokazdé obsahovaly 5, 10, 20 a 30 % enkapsulovaného metazachloru.
Pro ziskani S a M ¢astic byla smés sonifikovana ultrazvukovou sondou po dobu 5 minut
s amplitudou 20 az 35 %. Ze ziskanych emulzi bylo odpateno organické rozpoustédlo, za
snizeného tlaku a stalého michani v Erlenmayerové bance. Velikost ¢astic se pohybovala
0d 0,587 um do 8,07 um v zéavislosti na druhu velikosti &astic (S, M, L). U¢innost enkapsu-
lace byla nejmensi u malych S €astic obsahujicich 5% enkapsulovaného MTZ a to 35,1 %.
Nejvyssi ucinnost enkapsulace byla u velkych L ¢astic obsahujicich 5 % enkapsulovaného
MTZ a to 73,0 %. Pfi tomto testovani bylo zjiSténo, ze rychlost uvoliiovani herbicidu se
sniZzuje s rostouci velikosti ¢astic a s niZ§im obsahem enkapsulovaného herbicidu. Uvolio-
vani probihalo difiznim mechanizmem u vétSich ¢éstic, a u menSich ¢astic dochéazelo

Kk eroznimu uvoliovani. [3]
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

4 MATERIALY A METODY

4.1 Material a pristrojové vybaveni

41.1

4.1.2

413

Latky pro pripravu nanocastic

Polymlécna kyselina — PLA — biodegradabilni polymerni matrice (PLA 3251D In-
geo, Naturework)

Polyvinylalkohol -PVA — stabilizator (Poval ® PVA 205, Kuraray, Japonsko)
Dichlormethan - p.a.stabilizovany (Mw= 84,93g . mol*, IPL, Uhersky Brod)
Destilovand voda

Metazachlor — MTZ — aktivni latka (Mw = 278 g . mol*, Chemos, CR)
Latky pro uvoliiovaci testy

Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Mw = 121,14 g . mol, SERVA Electrophore-
sisGmbH, Némecko)

Kyselina octova ledova (Mw = 60,05 g . mol™, Sigma-Aldrich, USA)

Destilovana voda pro HPLC

acetonitril a 0,1 % kyselina mraven¢i v poméru uréenym gradientem — mobilni faze

pro HPLC

Pristrojové vybaveni

vysokorychlostni homogenizator Ultra-turrax ® (T 18 Basic, IKA ®, Belgie)
ultrazvukovy homogenizator SONOPULS HD 2200 (ULTRAZVUK, Hradec Kr.)
magnetické michadlo (RH Basic, IKA®, Belgie)

vakuova pumpa Solid PTFE (KNF Laboport®, Neuberger, USA)

Centrifuga Rotanta 460R (Hettich, Velka Britanie)

analyzator Castic Zetasizer (Nano-ZS, Malvern, UK)

lyofilizatorScanVac (CoolSafe, Labo Gene, Dansko)

skenovaci elektronovy mikroskop (PHENOM PRO)

opticky mikroskop Olympus (CX31RBSF)

FT-IR Spectrometr(NicoletiS10, US)

Autoklav LaM-MCS (SANOclav, Némecko)

Vysoceucinny kapalinovy chromatograf (DionexUltimate 3000, Némecko)
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- Analyticka kolona s ptedkolonouZORBAC RRHD Eclipse Plus C18 (3 x 50 mm,
1,8 um), (Agilent Technologies, USA)

4.2 Metodika

4.2.1 Priprava 0,5 % roztoku PVA

Jako vné&jsi vodna faze pfi pripravé Castic a zaroven jako stabilizdtor emulze byl pouzit
roztok polyvinylalkoholu (PVA).

Ve 100 ml odmérné baiice bylo smichéano 0,5 g PVA (Poval ® 205) s 50 ml destilované
vody. Za pomoci magnetického michadla a pfi teploté 60°C bylo PVA rozpusténo za sta-
1ého michéani po dobu 40 minut. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byl roztok doplnén
destilovanou po rysku, promichan a dale vyuzit pro pfipravu Castic. Pii piipravé Castic

slouzi jako vnéj$i vodna faze

4.2.2 Priprava ¢astic

Priprava distych castic:

Cisté &astice bez obsahu enkapsulovaného metazachloru byly piipraveny metodou odpate-
ni rozpoustédla (O/V). Nejprve byla piipravend organickéd faze (O) rozpusSténim 100 mg
PVA ve 100ul dichlormethanu. K 10 ml této faze bylo pfidano 100 ml 0,5 % ptedem pii-
praveného roztoku PVA, ktery slouZil jako vodna faze (V) a stabilizator emulze. Vznikla
smés olej ve vodé (O/V) byla homogenizovana pomoci vysokorychlostniho homogenizato-
ru (Ultra TurraxT 18 Basic, IKA ®, Belgie) pti 14 000 otackach za minutu po dobu 5 mi-
nut pro tvorbu velkych ¢astic a pti 24 000 otackach za minutu po dobu 5 minut pro tvorbu
malych castic. Pro zjemnéni emulze u malych ¢astic byla vyuzita i1 ultrasonifikace pomoci
ultrazvukového homogenizatoru SONOPULS HD 2200 (ULTRAZVUK, Hradec Kralov¢)
pii pulzaci 50% a amplitudé 100% po dobu 5 minut. Po dobu homogenizace a ultrasonifi-
kace byly vzniklé emulze chlazeny ledovou tfisti, aby bylo zabranéno piedéasnému odpa-
feni rozpoustédla (dichlormethan). Vzniklé emulze byly odpafeny za stdlého michani na
magnetickém michadle (RH Basic, IKA®, Belgie) pomoci vakuové odparky pii 140 otac-
kach za minutu pfi laboratorni teploté, po dobu dvou hodin. Nasledovalo oddéleni vznik-
lych €astic centrifugaci pii 4500 otackach za minutu po dobu 15 minut. Po sliti supernata-

nu byly Castice dvakrat promyty 20 ml destilované vody. K promytym casticim bylo ptida-
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no 10 ml destilované vody a Castice se nechaly lyofilizovat v lyofilizatoru ScanVac (Cool-
Safe, Labo Gene, Déansko). U pfipravenych castic byla poté zméiena velikost ¢astic na pii-

stroji Zetasizer (Nano-ZS, Malvern, UK).

Priprava castic s enkapsulovanym MTZ

Pro pripravu ¢astic byla opét vyuzita metoda odpaieni rozpoustédla (O/V). Nejprve bylo
navazeno mnozstvi metazachloru, které odpovidalo jeho procentualnimu zastoupeni
Vv Casticich. Pro malé a velké Castice bylo vzdy vdzeno takové mnozstvi metazachloru aby
odpovidalo 20 a 30 % pouzité navazky PLA, pti¢emz pro 40 % obsah metazachloru byly
vyuzity pouze velké Castice. Navazky metazachloru byly smichany s roztokem PLA a na-
sledujici postup ptipravy byl stejny jako pii pfipravé Cistych castic. VSechny vytvorené

castice byly charakterizovany a podrobeny elementarni analyze.

Tabulka 3 Parametry pro pripravu sub mikro a mikro cdstic.

Malé ¢astice Velké Castice

Teoreticky ob-
sah MTZ [%)]

PLA [mg] 100

Dichlormethan

[mi]

0,5 % PVA [ml] 100

Rychlost homo-
genizace [otacek 24 000 14 000
/ minutu]

Ultrazvuk
100 0
[amplituda %]
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4.2.3 Priprava TRIS pufru pro uvoliiovaci testy

K ptipravé pufru o molarité¢ 0,02 mol / 1 bylo zapotiebi destilované vody a chemikalii ve
vysoké Cistot¢ vhodnych pro HPLC-MS. Nejprve bylo rozpuSténo 2,422 ¢
Tris(hydroxymethyl)aminomethanu v destilované vodé a poté bylo pH upraveno na hodno-
tu 7 pomoci Cisté kyseliny octové. Po tupravé pH byl roztok pufru vysterilizovan

v autoklavu.

4.3 Charakterizace ¢astic

4.3.1 Velikost ¢astic

Velikost ¢astic menSich jak 5 pm byla zméfena pomoci pfistroje Zetasizer (Zetasizernano
ZS, Malvern Instruments). Méfeni funguje na principu dynamického rozptylu svétla, kdy
jemné Castice a molekuly se pohybuji Brownovym pohybem a rychlost tohoto pohybu je
urcend teplotou. K méfeni rychlosti se vyuziva laser. Intenzita rozptylu se méni v ¢ase pro
ur€ity thel, coz se detekuje pomoci lavinové fotodiody. Mé&feni probiha pii 25°C tiikrat

vedle sebe. Kromé velikosti ¢astic v nanometrech ziskame polydisperzni index (PdI).

Velikost castic vétSich jak 5 um byla vyhodnocena pomoci softwaru ImageJ. Tento pro-
gram byl vyuzit také pro zjiSténi hodnot distribuce velikosti Castic, které byly vyjadieny
jako polydisperzni index (PdI) a ke zji$téni jejich primémé velikosti Zp. K vyhodnoceni
jsme pouzily fotografie (Obr. 8 a 9) ziskané pomoci optického a skenovaciho elektronové-

ho mikroskopu (PHENOM PRO), pomoci kter¢ho byla uréena také morfologie ¢astic.

4.3.2 Polydisperzni index

Polydisperzni index (Pdl) byl vypocitan jako podil standardni odchylky ¢ a primérné veli-
kosti Zp (Tab. 5). U malych castic byl PDI vypocten ze stanoveného hydrodynamického
priméru (Zp), u velkych ¢astic pak z primérné velikosti ¢astic stanovené obrazovou analy-

Z0u.

g

Pdl = (Z—)Z (5)

D
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4.3.3 Morfologie castic

Morfologie ¢astic byla urena pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu - SEM
(PHENOM PRO). Tato metoda nachazi vyuziti pro charakterizaci heterogennich organic-
kych i anorganickych materialt a to v fadu nanometr az mikrometrt. Pracuje pfi zvétSeni
10 az 30 000x v prostredi vakua. Pomoci SEM je mozno zobrazit povrch molekul. Funguje
na principu detekce rozptylenych a vyrazenych elektronti z povrchu vzorku. Vzorek byl
pfed samotnym pozorovanim nanesen na hlinikovy htfib a poté pozorovan pii zvétSeni pii

zvétseni 3000x a 50000x pomoci BSE detektoru métici zpétné odrazené elektrony

4.3.4 Stanoveni u¢innost enkapsulace MTZ (EE) a pInéni ¢astic MTZ (HL)

Pro vypocet ucinnosti enkapsulace bylo nejprve nutné vzorky podrobit elementarni analyze
v Thermo Electron Corp a zjistit procentualni zastoupeni uhliku, vodiku a dusiku. Ze zis-
kanych vysledkl bylo poté ze soustavy tii rovnic o tfech neznamych (rovnice 6)vypocitano
procentualni zastoupeni PLA, PVA a metazachloru (herbicidni plnéni ¢astic) ve vsech pii-
pravenych sérii ¢astic s enkapsulovanym metazachlorem. Piepoctem byl ucinnost enkapsu-

lace (EE).

Vypocet procentudlniho zastoupeni jednotlivych latek v pripravenych casticich

Tabulka 4 Parametry pro vypocet procentualniho zastoupeni jednotlivych ldtek

Sumarni Molarni C H o) N
hmotnost
vzorec [g.mol ] [%] [%] [%] [%]
PLA C3H40 72,06 0,4995 0,0555 0,4441
PVA C,H40 44 0,5455 0,0909 0,3636
MTZ C14H16CIN3O 277,75 0,6049 0,0576 0,1512
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C: 51,35 =49,95x + 54,55y + 60,49z
H: 5,73 = 5,55x + 9,09y + 5,76z (6)

N: 0,89 = 15,12z

Priklad:

Vypocet procentudlniho zastoupeni jednotlivych latek v malych casticich s 20 % MTZ

Vysledky elementarni analyzy ¢astic obsahujici 20% zapouzdiené¢ho metazachloru:

C=51,35%; H=5,73 %; N=0,89%N: z=0,89/15,12

N:  z=0,0589 — 5,89 % MTZ
C: 51,35 =49,95x + 54,55y + 60,49 * 0,0589
H: 573 =555x + 9,00y + 576 * 0,0589
C: 47,79 = 49,95x + 54,55y

5, - 5,55
Hi  5,73=555x+9,00y —y= 2o 225X

9,04

C: 47,79 = 49.95x + 54,55 * 232~ 255X

9,04

C: 15,14 = 16,64x
x =15,14 /16,64

x =0,9279 — 92,79 % PLA

539 -5,55%0,9279
B 9,04

y=0,0264 — 2,64 % PVA
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4.4 Herbicidni pIlnéni (Herbicid loading, HL)

Herbicidni plnéni neboli pInéni ¢astic herbicidem se definuje jako mnozstvi zapouzdieného
metazachloru déleno kone¢nou hmotnosti ¢astic se zapouzdienym metazachlorem na konci

procesu.

hmotnost enkapsulovaného steroidu

HL (%) =

100 (7)

hmotnost ¢astic

4.5 Utinnost enkapsulace

Uginnost procesu enkapsulace (EE) byla definovéna jako pomér mezi hmotnosti zapouz-

dfeného herbicidu k jeho celkové hmotnosti na za¢atku procesu.

K vypoctu G¢innosti enkapsulace 1ze vyuzit rovnice (8):

) __ hmotnost enkapsulovaného steroidu

EE (% 100 (8)

pocatecni hmotnost steroidu

4.6 Uvoliovaci testy

Testy uvolnovani metazachloru enkapsulovaného v polymernich c¢asticich bylo provadéno
dvojim zplisobem. A to uvolilovani v lahvickach, a poté uvoliiovani ve zkumavkach. Pro
testovani bylo zapotiebi nejprve pfipravit tzv. TRIS — puft, do kterého se enkapsulovany

metazachlor uvolioval.

4.7 Uvoliovani v lahvi¢kach

Pro testovani byly pouzity 100 ml uzaviratelné sklenéné lahvicky. Opét zde bylo navaZeno
takové mnozstvi ¢astic, aby odpovidalo obsahu 50 mg . I"*¢istého metazachloru. Uvoliio-
vani probihalo v 50 ml pfipraveného TRIS pufru. Lahvi¢ky byly umistény na tfepacku a
op¢t dochéazelo za stalého michédni k uvolfiovani enkapsulovaného metazachloru. Uvolio-
vani probihalo v temné mistnosti, kde byla udrZzovéna stala teplota 20°C. Z lahvicek bylo
ve vhodnych intervalech odebirdno mikropipetou 1,5 ml usazeného roztoku, ktery byl ih-
ned prefiltrovan a uschovan v lednici az do analyzy na HPLC-MS. Do lahvi¢ek se poté

doplnilo 1,5 ml ¢istého pufru a byly znova umistény na tfepacku.
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4.8 Uvoliovani ve zkumavkach

Testovani bylo provadéno v plastovych zkumavkéch urc¢enych pro odstiedivku. Do téchto
zkumavek bylo navazeno mnozstvi ¢astic odpovidajici obsahu 1 mg ¢istého metazachloru.
K navézce castic bylo ptfidano 10 ml ptipraveného TRIS pufru. Zkumavky byly poté umis-
tény na tfepacku a za stalého michani dochazelo k uvolnovani enkapsulovaného metazach-
loru. Uvolilovani probihalo v temné mistnosti, kde byla udrzovana stald teplota 20°C.
Vzorky byly odebirany v urcitych ¢asovych intervalech. Prvni odbér byl proveden po ho-
ding a nasledné se odbéry provadély jedenkrat denn€. Pfed kazdym odbérem vzorku byly
roztoky ve zkumavkach odstiedény a odebran celkovy objem roztoku. Cést roztoku byla
poté piefiltrovana a uschovana v lednici az do analyzy na HPLC-MS(DionexUltimate
3000, Némecko). K odstfedénym ¢asticim bylo piidano 10 ml ¢istého pufru a opét byly

zkumavky umistény na tiepacku.

49 HPLC-MS

Pro stanoveni nenavdzaného MTZ z uvoliovacich testll byla vyuzita analytickd metoda
ultra ucinné kapalinové chromatografie shmotnostné spektrometrickym detektorem
(HPLC — MS). Bylo vychazeno z prace autori Montoro, E. P. et al, ktefi se zabyvali sta-
novenim herbicidu ve vodé [56].

Analyza byla provedena pomoci kapalinového chromatografu DionexUltimate 3000 (N¢-
mecko) na analytické koloné ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18 (3 x 50 mm, 1,8 pm),
Agilent Technologies (USA). Chromatograficka separace prob&hla pomoci gradientové
eluce s mobilni fazi sestavajici se z 0,1 % kyseliny mravenci (A) a acetonitrilu (B). Analy-
za zacinala s 20 % eluentu B, ktery byl linedrné¢ zvySen na 75% b&hem 2 minut a pak dale
na 90 % béhem dalsi minuty. Toto sloZeni bylo udrzovano po dobu 2 minut, nez byl pomér
eluentu B navracen na 20 % béhem 2 minut s naslednymi 3 minutami pro ekvilibraci tlaku
v kolong. Priitok mobilni faze byl udrzovan na hodnoté 0,25 ml-min™ po celych 10 minut
analyzy. Teplota analytické kolony byla 40 °C a nastiik vzorku na kolonu 1 pl. Za téchto
podminek byl reten¢ni cas MTZ 3,98 min.

Tandemova hmotnostné spektrometrickd analyza byla provedena pomoci pfistroje API
2000 od firmy AB Sciex (USA) vyuzivajiciho ionizaci elektrosprejem v pozitivnim maodu.
Parametry byly optimalizovany pomoci metody pfimého nastfiku standardu o koncentraci

5 mg-1? a byly uréeny na hodnoty: napéti na kapilate 5,0 kV, teplota iontového zdroje
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350°C, deklasteracni potencial 6,0 V, fokusacni potencial 300,0 V, vstupni potencial 5,0 V,
kolizni energie 20,0 V; vystupni potencial z kolizni cely 5,0 V. Ostatni parametry byly
ponechany defaultné nastavené vyrobcem. Kolizn¢ indukovana disociace na specifické
fragmenty MTZ ve skenovacim médu MRM (MultipleReaction Monitoring) byla provede-
na za vyuziti dusiku jako kolizniho plynu. Pro analyzu byly vybrany 2 specifické fragmen-
ty, iont 277,900/210,200 pro kvantifikaci a iont 277,900/134,200 pro identifikaci slouceni-
ny.

410 FTIR - ATR

Fourierova transformacni infracervena spektrometrie zeslabené totalni reflektance byla
pouzita pro méfeni spekter na ptistroji Nicolet IS10 opatfeném ZnSe (zinek-selenidovym)
krystalem ( Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Celkovy odraz svétla od povrchu
byl méfen v rozsahu vlnové délky 500 — 4000 cm™. Kazdé spektrum se skladalo ze 64 ske-
nd s spektralnim rozliSenim 2 cm™. Spektra byly vyuZity jako podpirny ditkaz o zapouz-
dfeni metazachloru do castic a jako dikaz jeho nasledného uvolnéni. Vyhodnoceny byly
Castice obsahujici zapouzdieny metazachlor, ¢isté Castice a Castice po uvolnovacich testech

s 20 % metazachloru.
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411 TESTOVANI VLIVU METAZACHLORU VE FORME

4

NANOCASTIC NA KLICiVOST SEMEN

Krom¢ uvoliiovacich testl byly piipravené Castice testovany také piimo na cilovych a neci-
lovych rostlinach. Pro testovani cilovych skupin plevelnatych rostlin byly vybrany rostliny

druhu Echinochloa crus-galli (jezatka kuti-noha) a vI¢i mak.

Testy byly provadény na plastovych Petriho miskach, do kterych byl vlozZen filtracni papir.
Na filtra¢ni papir bylo nadavkovano bud’ 10 ml roztoku metazachloru, ekvivalentni mnoz-
stvi ¢astic obsahujici 20, 30 a 40% enkapsulovaného metazachloru a to o povolené maxi-
malni aplikaéni o koncentraci MTZ 90 mg . I"t. Pomoci pinzety bylo na Petriho misky rov-
nomérn¢ rozmisténo 30 semen vybraného druhu rostliny. Uzaviené Petriho misky, byly
ponechany po dobu 72— 168 hod., v zavislosti na druhu semen, v temné mistnosti bez pii-
stupu svétla a pii stalé teploté 20°C. Po 72 — 168 hodinach byly zaznamenany délky vsech
kotinkli a pocet nevykliCenych semen, které byly pocitany jako semena s nulovou délkou
kotinku. Pokud byla semena vykli¢end, ale nebyl patrny kofinek, byla hodnota zapocitana
taktéz jako nulova. Z hodnot se poté vypocital aritmeticky pramér, ktery byl pouzit pro
vypocet inhibice ristu kofene v testovanych aktivnich latkach oprati kontrolnim miskdm
bez aktivnich latek. [43] Testovani kli¢ivosti a jeji inhibice u cilovych rostlin byla prova-
déna po dobu 168 hodin pro vI¢i mak 120 hodin pro jezatku. Dale byl stanoven rustovy
faktor RD [57], k jeho vypoctu bylo zapotiebi znat dobu, po kterou vyrostlo alespon 50 %
klicki nad 2 mm, coz je povazovano za vykli¢ené seminko. Tento zplisob testovani byl
zvolen, jelikoz aplikace metazachloru jako herbicidni latky se provadi preemergentné, ne-

boli pred vzejitim kligkd.
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Pro vypocet inhibice kli¢eni byla pouzita nasledujici rovnice (9) :

100 9)

Kde: li je inhibice rustu kofene [%], L¢ zna¢i primérnou délku kotfene v miskach bez ak-

tivni latky v [mm], Lv je praimérna délka kofene v miskach s aktivni latkou [mm]. [43]

Pro vypocet rychlosti rastu klicka byla pouzita rovnice (10):

1

RD = —
Dso

(10)

Kde: RD je znaceni pro rychlost ristu, Dso zna¢i dobu, za kterou narostlo 50 % kli¢kd nad

2 mm v [hod]. [57]
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Charakterizace ¢astic

Z analyzy velikosti ¢astic bylo zjisténo, ze se velikost malych ¢astic pohybuje v rozmezi
od 403,6 nm do 454,2 nm. Tato velikost odpovida submikro ¢asticim. U velkych ¢astic se
velikost pohybovala v rozmezi od 8786 nm do 9851 nm. Pro jednotliva plnéni (HL) se ve-
likost malych submikro ¢astic piili§ nelisi a lze tudiz fici, Ze mnozstvi enkapsulovaného
herbicidu nema na velikost malych ¢astic vliv. U vétSich ¢astic byla velikost pro jednotliva
plnéni viditelné odlisna. Polydisperzni index malych ¢astic byl oproti velkym ¢asticim
zna¢né vétsi. Na povrchu Castic ziastavalo 0,6 — 7,08 % PVA. Pfi srovnani ¢astic se stej-
nym pocate¢nim mnoZstvim MTZ bylo mnoZstvi PVA na povrchu ¢astic obecné vyssi pro
mensi ¢astice pravdépodobné z diivodu jejich vétsiho aktivniho povrchu. Zistatek PVA byl
zjistovan z divodu jeho vlivu na smacivost &astic. Cim vice PVA &stice obsahuji, tim
lépe by mohl byt jejich povrch smacen, coz by mohlo mit vliv na rychlost uvoliovani en-
kapsulovaného herbicidu. Uginnost enkapsulace byla nejvyssi u ¢astic s plnénim 30 % a to
jak u malych tak velkych ¢astic. U ¢astic bez obsahu metazachloru nebyla z ¢asovych di-
vodil stanovena elementarni analyza a proto nebyly vypoditany zistatky PVA. Castice o
obsahu 40 % MTZ byly pfipraveny pouze ve form¢ velkych castic. Malé Castice s 40 %
MTZ se nepodafilo pfipravit pravdépodobné z divodu nedostatecného mnoZstvi PLA

k poméru MTZ, které je pro vznik ¢astic potiebny.
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Tabulka 5 Parametry ziskané vypoctem z hodnot elementarni analyzy malych a velkych

castic, skenovactho elektronového mikroskopu, softwaru IImage, pritstroji ZetaSizer.

Malé ¢astice Velké ¢astice

MTZ [%] 0 20 30 0 20 30 40

Velikost
408,0 403,6 4542 8786 9093 9037 9851
¢astic [nm]

Poly-
disperzni 0,281 0,343 0,328 0,055 0,122 0,028 0,098

index

Zustatek

— 2,64 7,08 --- 1,87 5,38 0,6
PVA [%]

Plnéni HL

588 19,38 4760 21,03 2183
[%]

4

Ucinnost
enkapsulace 33,27 84 47,60 91,16 76,39
[%]
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5.1.1 Morfologie ¢astic

Na Obr. 8 jsou vyobrazeny fotografie ze SEM nami piipravenych ¢astic. Jak je mozné po-
zorovat, ¢astice maji kulovity tvar a hladky povrch. Na povrchu nejsou znatelné Zadné po-
ry, které by mohli vzniknout po dvojim promyti pii jejich piipravé, kdy byl z povrchu od-
stranén nadbyte¢ny metazachlor. Charakteristika ¢astic pomoci SEM byla vyuzita pouze
pro velké ¢astice. Malé Castice nebyly pozorovany z divodu jejich rychlé degradace v toku
elektrond. Dfive nez bylo mozné fotografii potidit a zaosttit, doslo k jejich zna¢né degra-

daci.

Obr. 8 A - velkeé castice s 20 % MTZ pri 5000 x zvétseni, B - 3000 x zvétseni.
C — velke castice s 30 % MTZ pri 5000 x zvétseni, D - 3000 x zvétsen.
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5.2 Uvolnovaci testy

5.2.1 Uvolnovani v lahvickach

Jako prvni testovani bylo zvoleno uvolnovani v lahvickach. Na Obr. 11 je vyobrazen uvol-
novaci profil malych a velkych ¢astic obsahujicich 20 % enkapsulovaného metazachloru,
kde mizeme vidét zminovany pokles a stagnaci rastu koncentrace uvoliiovaného MTZ
V pufra¢nim roztoku. Jak je vSak patrné z uvoliiovaci kiivky, toto testovani se ukazalo jako
ne piili§ nevhodné. Misto zvySovani koncentrace uvolnéného metazachloru dochazelo po-
stupem casu k ubytku jeho koncentrace a nasledné k jeji stagnaci. Prvni negativum u toho
testovani byla moznost ¢astecného ubytku ¢astic pii odbéru vzorkd, i pies to, ze byly lah-
viéky prvné ponechany v klidu, aby mohlo dojit k sedimentaci ¢astic. Dal§im negativem
pii tomto testovani bylo to, Zze nemohl byt pouzit azid sodny jako konzervacni ¢inidlo.
Azid sodny nemohl byt pouzit z divodu mozného poskozeni hmotnostniho spektrometru.
Absence tohoto konzervaéniho ¢inidla, mohla zpisobit nartist mikro organizmui, které vyu-
Zivaji uvolnujici se metazachlor jako zdroj dusiku pro svij metabolismus. Dalsi vliv na

klesajici koncentraci metazachloru by mohla mit také hydrolyza.
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Obr. 9 Uvolnovaci profil malych a velkych castic obsahujici 20% enkapsu-
lovaného metazachloru v prostredi TRIS - pufru ve sklenénych uzaviratel-

nych lahvickach pri teploté 20°C za stalého michani na tiepacce.
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5.2.2 Uvoliiovani ve zkumavkach

Jako prvni byly testovany malé a velké ¢astice obsahujici 20 % enkapsulovaného MTZ.
Z uvolnovaciho profilu na Obr. 12 bylo zjisténo, ze k uvolnovani MTZ z PLA castic do-
chazi ve dvou fazich liSicich se jeho rychlosti. V prvni fazi je nejdiive patrné rychlejsi
uvoliovani metazachloru, které postupné ptrechazi v druhou fazi charakterizovanou poma-
lejsim uvolnovacim profilem, kdy jsou uvolnovany nizsi koncentrace MTZ. Jako prvni byl
uvolnovan MTZ, ktery se vyskytoval blize povrchu ¢astic a poté byl uvoliiovan MTZ, kte-
ry se vyskytoval blize stiedu castic a pro jeho uvolnéni musel nejprve vydifundovat
k povrchu ¢astic.

Ziskané hodnoty byly analyzovany Korsmeyer-Peppas modelem pomoci regresni metody
nejmensich ¢tverca (Tabulka 6). Jak jiz bylo feceno (viz. Kapitola X), n je exponent uvol-
novani, K je rychlostni konstanta, C vyjadiuje pocate¢ni uvolnéni MTZ. Nizké hodno-
ty diftzniho parametru ,,n“ (n=0,43)[3] nam ftikaji, Ze uvoliiovani probihalo spise difiznim
mechanizmem. Nejvice se modelovému mechanizmu difuzniho uvoliovani blizily ¢astice
s40 % MTZ.

hodnoty byly zjistény u velkych ¢astic s obsahem 20 % MTZ.

Dal$im stanovenym parametrem byla kinetickd konstanta K, ktera se znacné lisi
Vv zé&vislosti na formulacnich parametrech ¢astic. Nejnizsi je u velkych ¢astic s 30 % MTZ.
Z grafu na Obr. 13. miZeme vidét, Ze u velkych €astic doslo k uvolnéni velmi nizkych
koncentraci MTZ oproti malym c¢asticim s 30%. Porovname-li uvoliovaci profil velkych
¢astic, které obsahovaly 30 % MTZ s velkymi ¢asticemi o obsahu 20 % MTZ, zjistime, Ze
rozdil je dvojnasobny. Kineticka konstanta je v tomto porovnani u velkych ¢astic s 20 %
dokonce vice jak3x vyssi nez u velkych ¢astic s 30 %. Toto zjisténi neodpovida predpokla-
du, Ze pfi stejné velikosti ¢astic by mélo dochéazet k rychlejSimu uvoliiovani aktivni latky u
¢astic s vys$§im plnénim. Krom& moznosti ovlivnéni diftzni kinetiky mnozstvim enkapsu-
odebranim spolu s odebiranym roztokem. Velké ¢astice oproti malym hiife sedimentovaly
a 1 po odstredéni byly nachylné k rychlému rozptyleni vlivem manipulace se zkumavkami.
I pfes opatrnou manipulaci tak mohlo dochazet k mirnému rozptyleni ¢astic a nasledné
k jejich odbéru. Dalsi moznosti tak velkého rozdilu koncentraci by mohla byt kontaminace
vzorkll mikroorganismy. Tato pfi¢ina by méla byt malo pravdépodobna z diivodu dikladné

sterilace veskerého laboratorniho materialu, kterého bylo pii testovani vyuzito. Nejrychlej-
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§1 kinetiku uvoliiovani mély malé castice s 30 % MTZ, coz je déno jejich vysokym plné-
nim a aktivnim povrchem. Tato skute¢nost je ilustrovana nejvyssi hodnotou kinetické kon-
stanty K a Ize ji taktéz vidét i na obr. 13. Uvoliiovaci profil ¢astic obsahujici 40 % enkap-
sulovaného MTZ se pfili§ nelisi od profilu s 20 %. Ze ziskanych vysledki mizeme fici, Ze
nejlepsiho uvolnovaciho profilu bylo dosazeno u ¢astic s 20 % enkapsulovaného metazach-
loru

Z vysokych hodnot korela¢niho parametru R miZzeme ziskané experimentalni data povazo-
vat za statisticky vyznamné. Parametr tsp nam potom fika, za jak dlouho by doslo
K uvolnéni 50 % enkapsulované¢ho metazachloru modelovym uvolfiovacim mechanizmem.
Pfi zhodnoceni tohoto parametru je nutné brat v potaz, ze modelovy mechanizmus uvoliio-
vani nepocita s tim, ze byl vyuzit pro pfipravu polymernich ¢astic biodegradabilni material.
K uvolnéni 50 % MTZ by v redlnych podminkach doslo mnohem dfive a to vlivem diivéj-

Sitho rozpadu polymerni matrice.
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Obr. 10 Grafické vyjadreni uvolnovaciho profilu metazachloru malych
a velkych castic s 20% MTZ v prostredi TRIS — pufru ve zkumavkach,
pri teploté 20°C za stalého michani na trepacce. Porovnani s modelo-

vou krivkou.
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Obr. 11 Grafické vyjadreni uvolnovaciho profilu metazachloru malych a
velkych castic s 30% MTZ v prostiedi TRIS - pufru ve zkumavkach, pri

teplote 20°C za stalého michani na tiepacce.
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Obr. 12 Grafické vyjadreni uvolniovaciho profilu metazachloru velkych castic s
40% MTZ v prostiedi TRIS - pufru ve zkumavkach, pri teplote 20°C za stalého

michani na tiepacce.
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Tabulka 6 Parametry uvoliovaci krivky, ziskané regresni metodou nejmensich ctvercii

Parametry Malé castice Velké ¢astice
Obs?;]MTZ 20 30 20 30 40
C[107] 0,981 4,633 0,598 1,176 3,320
K [107] 2,932 5,517 1,994 0,594 0,908
n 0,305 0,265 0,318 0,384 0,464
R 0,977 0,950 0,975 0,981 0,966
tso[den] 428,75 119 998,74 4051 203
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523 FTIR-ATR

Spektrum PLA byla charakterizovana typickym signalem piku pii vinové délce 1751 cm™a
odpovidajiciho esterovym vazbam (C=0). Spektrum MTZ méfené pii 1685 cm™ odpovida

karbonylovému piku, ktery je typicky pro jeho amidové vazby. [39, 40,41, 42]

Touto metodou byly charakterizovany pouze ¢astice o obsahu 20 % MTZ. Dalsi vzorky
nebyly charakterizovany z divodu nedostate¢ného mnozstvi vzorku, po uvoliovacich tes-
tech, pro analyzu. Na spektrech z uvolnénych ¢astic je patrny pokles metazachloru, ktery
nam slouzi jako dikaz uvolnéni MTZ. To Ze v ¢asticich i na konci testovani zistala zbyt-
kova ¢ast MTZ znaci, Ze pro jeji uvolnéni je zapotiebi delSiho ¢asu vyluhovani, jak je patr-

né z uvoliovacich profila.
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Obr. 13 Absorpcni spektra castic a latek pred a po enkapsulaci MTZ, a

nasledné pred a po uvolitovacich testech pro malé castice s 20 % MTZ
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Obr. 14 Absorpcni spektra castic a latek pred a po enkapsulaci MTZ, a

nasledné pred a po uvolitovacich testech pro velké castice s 20 % MTZ

5.3 Testovani vlivu éastic na cilové rostliny

V piipad¢ cilovych rostlin musela byt doba testovani prodlouzena ze 72 hodin na 120 ho-
din u Jezatky a na 168 hodin u maku, jelikoz béhem této doby (72 hod.) nedoslo

k nakli¢eni semen ani bez obsahu herbicidu.

Testovanim kli¢ivosti bylo zjisténo, ze nejvyssi Ucinek inhibice na cilové rostliny mély
Castice obsahujici 20 a 30 % enkapsulovaného metazachloru. U plevele druhu Echinochloa
byla inhibice po 120 hodinach pro velké ¢astice s 20 % MTZ100%. Nejnizsi uc¢innost inhi-
bice mély pro hoicici malé ¢astice s 20 % MTZ (Tab. 7). Toto testovani bylo vSak nutné

provést dvakrat. Pfi prvnim testovani vibec nedoslo k nakli¢eni plevele druhu Echinochloa
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ani po 120 hodinach. Béhem 72 hodin doslo také k nartstu plisné u vétSiny semen. Poté
byly testovany jina semena tohoto druhu plevele, u kterych jiz kli¢ivost mohla byt stano-
vena. Timto miZzeme fici, ze testovani kliivosti je velmi individudlni faktor. I ptes dodr-
zeni vhodnych podminek jako je teplota, svétlo a dostate¢na vlhkost nebylo mozné odhad-
nout kvalitu semen. Doba testovani kli¢ivosti u vi¢iho maku byla prodlouzena na 168 ho-
din. Po této dobé¢ se inhibice ristu pohybovala v rozmezi 80 — 92 %. Nejvyssi ucinnost
inhibice vykazovaly malé a velké castice se 30 % enkapsulovaného MTZ, coz odpovida
nejvyssimu mnozstvi enkapsulovaného herbicidu. Nejnizsi €innost inhibice na vI¢i mak
m¢l ¢isty roztok metazachloru (Tab. 7), coz mohlo byt zpiisobeno prave jeho rychlou de-
gradaci. Na obr. 17 1ze vidét porovnani jezatky bez obsahu metazachloru a jezatky, na kte-

rou byly aplikovany velké ¢astice s obsahem 20 % MTZ. Z tohoto obrazku lze nazorné

B Mak

vidét, jakych bylo dosazeno vysledkii.
100 -
W JeZatka

80 -
60 -
40 -
20 -
0 - . . . .

MTZ MALE 20% VELKE20% MALE30% VELKE30% VELKE 40 %

li [%]

Obr. 15 Grafické porovnani inhibice kliceni (1i) na cilové rostliny — vI¢i

mak a Jezatku (Echinochloa crus-galli).
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5.4 Testovani vlivu ¢astic na necilové rostliny

Enkapsulovany metazachlor, ma kromé¢ vyssi inhibice u cilovych rostlin také nepatrné
vys$i inhibi¢ni vliv na necilové rostliny a to v jejich pocateCnim kliceni. Rozdily inhibice
byly riizné pro hoi¢ici a fepku a to jak v zavislosti na velikosti ¢astic tak i na obsahu me-
tazachloru. Nejvyssi inhibici u hoicice mély castice obsahujici 40 % enkapsulovaného
MTZ. U velkych ¢astic s 20 a 30 % MTZ byla inhibice u hoi¢ice dokonce nizsi jak u sa-
motného MTZ (Tab. 8), coz je pozitivni efekt pInénych ¢astic MTZ na necilové rostliny U
fepky byla inhibice pfiblizné u véch Castic stejna, a vyjma castic s 40 % MTZ byla inhibice
0 10 % vyssi oproti samotnému MTZ (Obr. 16). Nutno dodat, Ze dochazelo pouze
Kk pozdéjsimu nakliceni a nikoliv usmrceni semen. Rust hoicice a fepky byl sledovan i po
72 hodinach testovani a zhruba po 96 hodinach doslo k nakliceni zelené naté u obou plodin
(Obr. 18 a 19). To do jaké miry ¢astice s enkapsulovanym metazachlorem ovliviiuji celko-

vy rast plodin, by bylo nutné dale otestovat v realnych podminkéch.

45
40 - mRepka
35 - mHorcice

MTZ MALE 20 % VELKE 20 % MALE 30 % VELKE 30 %VELKE 40 %

Obr. 16 Grafické porovnani inhibice kliceni (li) na necilové rostliny —

Fepku a horcici.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

Tabulka 7 Inhibice kliceni a rustovy faktor pro cilové rostliny, na které byl aplikovain se-

lektivni herbicid v cisté a enkapsulované formé.

Inhibice kliceni [%]

MALE VELKE MALE VELKE VELKE

BezMTZ  MTZ o0 o0us  30%  30% 40 %

Mak 80 82,46 9105 919 91,2 90
Jezatka | - 4966 359 100 8435 7097 6524
RD [hod]

MALE VELKE MALE VELKE VELKE

BezMTZ  MTZ 00" 500 30%  30%  40%

Mak 0,0100 0,0026  0,0044  0,0104 0,0020  0,0024  0,0029

Jezatka | 0,0091 0,007 0,0068 0 0,0021  0,0043  0,0036

Tabulka 8 Inhibice kliceni a ristovy faktor pro necilové rostliny, na které byl aplikovan

selektivni herbicid v cisté a enkapsulované forme.

Inhibice kliceni [%]

MALE VELKE MALE VELKE VELKE

BezMTZ  MTZ 00" 500 30%  30%  409%

Repka 29,35 42 40 39,8 35,11 29,10
Hoi¢ice 24,50 25,57 22,37 36,13 16,99 41,03
RD [hod]

MALE VELKE MALE VELKE VELKE

Bez MTZ MTZ 20 % 20 % 30 % 30 % 40 %

Repka 0,0833 0,0769 0,0476 0,0476 0,0269 0,0278 0,0278

Horc¢ice | 0,0417 0,0385 0,0286 0,0286 0,0214  0,0225 0,0228
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Obr. 17 Semena jezatky (Echinochloa). A — po 120 hodindch s velkymi cdsticemi o
obsahu 20 % MTZ, B — po 144 hodindch bez pridavku MTZ.

Obr. 18 Naklicend semena repky s malymi casticemi o obsahu 30 % MTZ. A —
po 72 hodinach, B — po 96 hodindch.

Obr. 19 Naklicena semena horcice s malymi casticemi o obsahu 30 % MTZ. A — po

72 hodindch, B — po 96 hodinach.
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ZAVER

Cilem piedlozené prace bylo pfipravit a otestovat sérii submikro a mikro Castic plnénych
herbicidem zvany metazachlor o riizné procentualni koncentraci. U vSech ¢astic byla urce-
na velikost a distribuce velikosti ¢astic, mnozstvi enkapsulovaného MTZ, dale obsah zbyt-
kového stabilizatoru suspenze PVA a byla sledovana jejich morfologie. Dale byly sledova-
ny uvoliovaci profily jednotlivych sérii ¢astic a byla otestovana G¢innost enkapsulované

aktivni latky a jeji inhibi¢ni vliv na cilovych a necilovych rostlinach.

Podaftilo se pripravit tii série malych a velkych ¢astic, kulovitého tvaru, které se lisily po-
ate¢nim mnozstvim enkapsulovaného MTZ. Uginnost enkapsulace byla nejvyssi u vel-
kych &astic obsahujici 30 % MTZ na po&atku procesu. Uginnosti enkapsulace pro velké

Castice bylo dosazeno vysoké hodnoty 91,16 % a 84 % pro malé Castice.

Z experimentalnich dat uvolnovacich profili bylo Korsmeyer — Peppas modelem, pomoci
regresni metody nejmensich ¢tvercii zjisténo, ze uvoliiovani probihalo spise difuznim me-
chanizmem. TaktéZ byl odstranén nezadouci pocate¢ni efekt rychlého uvolnéni tzv. ,,burst
efekt™. V ramci této prace se povedlo zjistit, Ze urcité série ¢astic mély stejny nebo lepsi
ucinek inhibice na cilové rostliny a v pfipadé necilovych rostlin byla inhibice pro urcité
¢astice nizsi jak u komercné vyuzivaného Cistého metazachloru. Vyssi ucinek metazachlo-
ru lze pfisuzovat zvySeni ucinnosti vlivem jeho enkapsulace, kdy je aktivni latka uvoliio-

vana do prostiedi postupné a je tak chranéna proti jeji mozné degradaci.

Z testovani inhibice kliceni na cilovych rostlindch, mély nejvyssi Gcinek velké Castice o
obsahu 20 % MTZ pro Echinochloa crus-galli. Z celkového mnozZstvi testovanych semen
nevyklicilo zadné. U vI¢iho maku jako cilové rostliny mély téméf vSechny série Castic stej-
ny G¢inek inhibice a to primérné 89 %.

Testy na necilovych rostlinach ukazaly, ze u hoi¢ice mély velké castice s 20 a 30 % MTZ
niz8i inhibici nez samotny metazachlor. U ostatnich ¢astic byla inhibice pro hot¢ici zhruba
0 10 % vyssi nez u samotného MTZ (Tab. 8). U semen fepky byla inhibice zhruba o 10 %
vy$$i u vSech ¢astic vyjma castic obsahujici 40 % MTZ, kde byla inhibice srovnatelna

S inhibici samotného metazachloru.

Rozdily G€innosti mezi velikostmi ¢astic a jejich obsahu MTZ, jsou pfedevSim ovlivnény

rozdilnou kinetikou uvoliiovani a rozdily difuznich parametrii pro jednotlivé Castice.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

EE

HL

HPLC-MS

Li

oV

Pdl

PCA

PLA

PLGA

PVA

TRIS

Ucinnost enkapsulace.
Ucinnost plnéni ¢astic herbicidem.

Ultra G¢inna kapalinova chromatografie s hmotnostné spektrometric-

kym detektorem.

Inhibice kli¢eni.

Metoda odpateni rozpoustédla olej ve vodé.

Polydisperzni index.

Polykaprolakton.

Polymlééna kyselina.

Polymlécéna-glykolova kyselina.

Polyvinylalkohol.

Tris(hydroxymethyl)aminomethan.
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