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ABSTRAKT

Ptredlozend disertatni prace se zabyva vyzkumem biologicky aktivnich
polymernich systémill na bazi syntetickych polymert modifikovanych slozkami
esencialnich olejti. Hlavni pozornost byla vénovana vyzkumu a popisu aspektl
vedoucich k roz§ifeni zpracovatelskych podminek zkoumanych systémi, a tedy
1 k jejich praktické aplikovatelnosti. Experimentalni ¢ast se primarné zamétuje
na studium procesu imobilizace slozek esencialnich olejii na pevny nosi¢ pro
naslednou termoplastickou piipravu kompozitnich systémua. Dals§i Cast prace
popisuje moznosti vyuziti enkapsulacnich technik pro tvorbu polymernich
mikrosfér. V ramci vyzkumu byly definovany metody pro kvantitativni stanoveni
aktivnich latek v polymernich systémech pomoci pokro€ilych analytickych
technik. Nedilnou soucasti bylo také studium kinetiky uvolfiovani aktivnich latek
ze systému vcetné stanoveni jejich antibakteridlni G€innosti. Ziskané vysledky
ukazuji vyznamny potencial vyvinutych systémi pro uplatnéni v praxi.

ABSTRACT

The doctoral thesis deals with the research of biologically active polymer
systems based on synthetic polymers, which were modified with components
of essential oils. The main attention was paid to the study and description
of aspects leading to the extension of processing window of the investigated
systems, and thus to their practical application. The experimental part is primarily
focused on the study of the process of immobilization of essential oil components
on a solid carrier for the subsequent thermoplastic preparation of composite
systems. The next part of the thesis describes the possibilities of using
encapsulation techniques for the formation of polymer microspheres. As a part
of the research, the methods for the quantitative determination of active
substances in polymer systems were defined using the advanced analytical
techniques. An integral part of the thesis comprises the study of the release
kinetics of active substances from the developed systems, including the
determination of their antibacterial activity. The obtained results show
a significant potential of the developed systems for their application in practice.



UvVOD

Polymerni materidly se diky svym vSestranné¢ vyhodnym vlastnostem staly
neodmyslitelnou soucasti naSeho kazdodenniho zivota. Rozsah jejich aplikace
je stale intenzivnéjsi a §irsi, a proto i vyzkum a vyvoj v oblasti polymernich véd
Celi neustdle vyS$Sim pozadavkliim na jejich pfidané funk¢ni vlastnosti, a tim
1 pfidanou hodnotu kone¢ného produktu. V této oblasti je tedy dilezity vyvoj
novych procesit a optimalizace procesii stavajicich, predevSim v souvislosti
s ohledem na lidské zdravi, potieby a ptani [1].

vvvvvv

k osidleni riznymi patogennimi mikroorganismy (MO). Nasledné infekce jimi
zapii¢inéné predstavuji zasadni problém tykajici se mnoha odvétvi lidského
plsobeni. Nejveétsi problém nastava samoziejmé ve zdravotnictvi. Zde muze
dochazet k mikrobidlni kontaminaci zafizeni, ptistrojii, povrchil ¢i implantata.
V tomto smyslu se problémy tykaji 1 potravinaifského priimyslu, kde naptiklad
vlivem mikrobialniho osidleni obalového materialu dochéazi ke znehodnoceni
potravin. To miiZe v kone¢ném disledku zpiisobit ohrozeni lidského zdravi, ale
1 zvySenou ekonomickou zatéz (napt. naklady na 1éceni) [2, 3].

Zajimavym fteSenim tohoto problému muze byt vyvoj biologicky aktivnich
polymernich systémi (BPS), tedy systémil, sloZenych z ptirodni nebo synteticke
polymerni matrice a z biologicky aktivnich latek (BAL). Tyto systémy dokazi
vyvolat specifickou biologickou odezvu, mezi kterou se mimo jiné ftadi
1 antimikrobidlni aktivita polymeru [4].

BAL, které je mozno vyuzivat pro modifikaci polymerni matrice, existuje celd
fada. Mohou byt ptirodniho i syntetického plivodu. V ptipadé vyuZiti syntetickych
BAL je spottebitel vystaven potencidlnimu riziku nezadoucich vedlejSich G€inkt
a mozné¢ho rozvoje rezistence. V poslednich letech tedy roste preference
vyuzivani BAL pfirodniho plivodu. Z divodu velmi Sirokého spektra
biologickych vlastnosti se jevi jako vhodné vyuziti sloZzek esencidlnich olejil
(EO). Ty vykazuji napf. antioxida¢ni, antimikrobialni, insekticidni,
protizanétlivé, protinddorové nebo sedativni uéinky [5-13].

Vyuziti sloZzek EO je vSak limitovano jejich fyzikalné-chemickymi vlastnostmi,
piedev§im  vysokou tékavosti, kterd znesnadiiuje jejich inkorporaci
do polymernich matric pomoci termoplastickych metod. Proto se vyzkum
zaméfuje na prekonani tohoto problému, pficemZz mozné feSeni lze nalézt
v adsorpci slozek EO na polymerni plniva a nasledném zakomponovani
do matrice polymeru [14]. Dalsim moznym zpisobem ochrany tékavych
aktivnich latek pred vyparovanim, oxidaci nebo termalni degradaci miize byt
metoda mikroenkapsulace. Této technice je v poslednich letech vénovana
rozsdhlad ¢ast vyzkumu, protoZze jeji nespornou vyhodou je dosazeni



kontrolované¢ho uvolnovani BAL, coZz mulze byt opét vyuZito v rlznych
pramyslovych oborech. Polymery tvofici zaklad mikrocastic, jez maji vyuziti
ve farmaceutickém primyslu ¢i zdravotnictvi, by mély byt biodegradovatelné
a/nebo biokompatibilni [15].

Tato disertacni prace se zabyva modifikaci polymernich materialii pomoci
BAL pfiirodniho plvodu. Vyzkum se zaméfuje na inkorporaci téchto latek
do polymerni matrice termoplastickym zpiisobem a také metodou enkapsulace.
Takto modifikované polymery mohou nachéazet uplatnéni v mnoha odvétvich
pramyslu, napt. v potravinaistvi, zdravotnictvi, farmaceutickém, textilnim nebo
zemedeélském pramyslu.



1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

1.1 Biologicky aktivni latky

BAL jsou definovany jako esencialni i neesencialni slouceniny, které maji
prokazatelny vliv na lidské zdravi, a to jak pozitivni, tak i negativni [16]. Pojem
BAL zahrnuje velice riiznorodou skupinu latek rozdilné chemické struktury
a fyziologické funkce, které mohou specificky ovliviiovat Zivotni pochody
organismd i pii nizkych koncentracich [17]. Neustale jsou objevovany nové BAL
a stale jsou zkoumany moznosti jejich vyuziti v riiznych oblastech primyslu.
Nejbéznéji jsou identifikovany BAL s cytotoxickou a antimikrobialni aktivitou
[18].

BAL je mozno rozdé¢lit dle ptivodu na ptirodni a synteticke, pticemZ synteticke
BAL zahrnuji napt. organicke kyseliny, fungicidy, alkoholy nebo antibiotika [2].
V poslednich letech vSak dochazi k rapidnimu nartistu zajmu o otazky tykajici
se bezpecnosti syntetickych BAL, kter¢ mohou v konzumentech vzbuzovat urcite
obavy z potencidlnich vedlejSich Ucinkt a piipadné resistence, coz je takeé
divodem, pro¢ se v poslednich letech vyzkum zamétuje hlavné na vyuzivani
ptirodnich BAL [7].

V prirodé se BAL vyskytuji jako sekundarni metabolity rostlin vyvolavajici
farmakologické nebo toxikologické ucinky na clovéka nebo zvirata. Rostliny vSak
nejsou jedinym zdrojem BAL. Tyto latky se nachazeji také v jinych Zivych
organismech a mikroorganismech, jako jsou napft. bakterie a nckteré skupiny
zivoCichll [19]. Mezi ptirodni BAL se konkrétné tadi: probiotika, prebiotika,
antioxidanty (napt. vitaminy C, E, karotenoidy, flavonoidy, alkaloidy atd.),
vldknina, aminokyseliny, proteiny, peptidy (napt. kaseiny, nisin, laktoferin),
slozky tuka (mastné kyseliny, fytosteroly, fosfolipidy), mineralni latky (Na, K,
Se, Zn), sacharidy a dalsi rostlinn¢ latky (napt. esencialni oleje) [20].

EO jsou produktem sekundarniho metabolismu rostlin, kdy dochazi k degradaci
latek metabolismu primarniho, tedy cukri, tuka a bilkovin. Nachézi se v riiznych
rostlinach a jejich cCastech, jako jsou naptiklad kvéty, ovoce, listy, bobule,
pryskyfice, Sisky, jadro dfeva, oddenky a koteny trav, a jsou uloZeny v sekre¢nich
buiikach, dutinach, kanélcich, epidermélnich bunkach nebo zlazovych
trichomech. EO jsou obvykle extrahovany technikami hydrodestilace, destilace
vodni parou, extrakce organickymi rozpoustédly, enfleurdz, superkriticka fluidni
extrakce nebo mikroextrakce tuhou fazi. Zpusob extrakce je volen s ohledem
na jejich predpokladané vyuziti [7, 21-23]. V soucasné dob& je zndmo prtes
3 000 EO, z nichz 300 ma velky primyslovy vyznam. EO obsahuji 85-99 %
tékavych slozek (aldehydy, terpenoidy, fenoly, estery, ketony, kyseliny,
methoxyderivaty atd.) a 1-15 % netékavych slozek [7, 21-23]. Ac¢koliv jsou EO
slozeny prevazné z fenylpropanoidi, terpenoidil a terpenti, predstavuji obrovskou
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Skalu chemickych slou€enin a struktur, diky ¢emuz maji Siroké spektrum riiznych
biologickych ucinkli a vlastnosti, jako jsou napi. antibakteridlni, antibiotické,
antiseptické, antivirové, antioxidacni, analgetické, sedativni a jiné uc¢inky [24].
Radou studii bylo potvrzeno, Ze volné radikaly a reaktivni formy kysliku mohou
byt spojovany s mnoha nemocemi, jako jsou napf. zancty, rakovina, srdecni
choroby, pokles imunitniho systému ¢i mozkové dysfunkce [25]. V poslednich
letech tedy nabyva na vyznamu pouziti antioxidantii pfi 1€cb¢ a prevenci téchto
onemocnéni. Mnoho in vitro testd, které byly provedeny na EO extrahovanych
z rostlin, poukazaly na jejich antioxidacni ucinnost pifi sniZovani oxida¢niho
stresu diky inhibici reaktivnich forem kysliku/dusiku, v¢etné jejich schopnosti
fungovat jako reduk¢ni ¢inidla a lapace volnych radikala [26].

Co se tyka fyzikaln&-chemickych vlastnosti, EO jsou ve vodé v podstaté
nerozpustne, s vodou se nemisi, dobra je ale jejich rozpustnost v rostlinnych
olejich, ethanolu, etheru a dalSich organickych rozpoustédlech [27].

Tato prace se zabyva konkrétné tfemi slozkami EO, a to linaloolem (LIN),
estragolem (ALY) a trans-anetholem (ANE) [14]. Jejich fyzikalné-chemické
vlastnosti jsou zobrazeny v tabulce 1 [28, 29].

Tabulka 1 Fyzikalné-chemické vlastnosti pouzitych BAL

LIN ALY ANE
L, 3,7-dimethyl- 1-methoxy-4  |1-methoxy-4-(prop
Systematicky nazev 1,6-oktadien-3-ol | (2propenyl)benzen| 1-en-1-yl)benzen
Sumarni vzorec C10H180 C10H120 CloH 120
Molami hmotnost 154,24 148,20 148,20
[g.mol™]
Hustota pii 25 °C | 0,8622 ((-)-LIN)
[g.cm~®] 0,8733 ((+)-LIN) 0,960 0,983-0,987
o 198 ((-)-LIN)
Bod varu [°C] 198-200 ((+)-LIN) 214-216 234-237

LIN (téz jako PB-linalool, linalylalkohol, linaloyloxid) viz obrazek 1 [30]
je acyklicky monoterpenoidni alkohol vyskytujici se ve vice nez 200 druzich EO
ziskanych z bylin, listd, kvétd ¢1 dieva, z nichz mnohé maji Siroké vyuziti
v tradi¢ni medicing [31-34]. LIN mé jedno chiralni centrum, a proto existuje
ve dvou stereoisomerech. (R) nebo (-) znamy jako likareol se bézn¢ vyskytuje
v prirodé¢ jako slozka napi. levandule (Lavandula angustifolia), bazalky
(Ocimum basilicum) ¢i bobkového listu (Laurus nobilis). Naproti tomu (S) nebo
(+) znamy jako koriandrol je hlavni slozkou EO koriandru (Coriandrum sativum).
LIN je bezbarva az mirn¢ nazloutld kapalina s ptijemnou kvétinovou vini. Je
dobte rozpustny v ethanolu, v diethyletheru, ale prakticky nerozpustny ve vode¢.
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Co se tyCe biosyntézy, LIN je u vysSich rostlin produkovan z isopentenyl
pyrofosfatu pres univerzalni isoprenoidni meziprodukt geranyl pyrofosfat pii
soucasném piisobeni monoterpen syntdzy, kterd katalyzuje probihajici chemickou
reakci [34]. LIN se z rostlinné suroviny ziskava nejcastéji parni destilaci nebo
extrakci rozpoustédly nebo muize byt chemicky syntetizovan [32]. Diky silnym
biologickym ucinkiim, véetné cytotoxickych, antioxidacnich, antimikrobidlnich
(napt. proti Candida albicans, Escherichia coli a Staphylococcus aureus),
insekticidnich, protizanétlivych, antiepileptickych, antihyperglykemickych,
protinddorovych a sedativnich ucinkd, je LIN jako pfirodni rostlinny produkt
hojné¢ pouzivan v riznych odvétvich pramyslu, jako je farmaceuticky,
kosmeticky, potravinarsky i zeméd¢lsky [5, 6, 8-13].

Obr. 1 Strukturni vzorec (-)-LIN (vlevo) a (+)-LIN (vpravo)

ALY (téz 4-allylanisol, methylchavikol, isoanethol) je ptfirodni fenylpropen,
nachazejici se v EO mnohych rostlin, napt. estragonu (Artemisia dracunculus)
(60-75 %), bazalky (Ocimum basilicum) (243 %), badyanu (lllicium verum)
(5-6 %) a fenyklu (Foeniculum vulgare) (5-20 %). Je to isomer anetholu liSici se
pouze v poloze dvojné vazby. Jeho viiné pfipomina anyz s odpovidajici sladkou
chuti, kterd je vSak odliSna od anetholu. ALY je bezbarva kapalina rozpustna
ve vétSing organickych rozpoustédel a prakticky nerozpustna ve vodé. Ziskava se
frak¢ni destilaci terpentynového oleje [35]. ALY se vyuZiva v mnoha potravinach
a potravinovych produktech, parfémech, mydlech a detergentech. ALY vykazuje
myorelaxacni, antikonvulzivni, anestetické, bradykardické, vazoaktivni
a antioxida¢ni vlastnosti [36—39]. Vyznamna je jeho silnd antimikrobiélni aktivita
proti Sirokému spektru MO, vcetné grampozitivnich 1 gramnegativnich bakterii
[40].
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2E
Obr. 2 Strukturni vzorec ALY [36]

ANE (téz isoestragol nebo p-propenylanisol) je aromatickd sloucenina
(fenylpropen) pfirozené se vyskytujici v . EO mnohych rostlin [35, 41, 42].
Ve vysokych koncentracich se vyskytuje hlavné v anyzovém (Pimpinella anisum)
(80-90 %), badyanovém (lllicium verum) (90 %) a fenyklovém
(Foeniculum vulgare) (80 %) oleji. Existuje ve dvou cis- a trans- isomerech,
pficemz v piirodé je vice zastoupen trans-anethol. Je to Cird, bezbarva az
jantarové zbarvend kapalina se sladkou anyzovou pfichuti. ANE je dobie
rozpustny v ethanolu, ve vodé je téméf nerozpustny [43]. V pfirodé¢ se ANE
ziskava frakéni destilaci EO anyzu, fenyklu, badyanu atd. Mize byt take
syntetizovan esterifikaci p-kresolu s methanolem a naslednou kondenzaci
s acetaldehydem [35]. ANE vykazuje vyrazné sladkou chut’ a je 13x sladSi nez
cukr. ANE pro svou vyraznou viini dokéaze prekryt nepiijemny zapach, a proto je
vyuzivan jako maskovaci prostfedek v mnoha vyrobcich, napt. mydla, zubni pasty
¢1 ustni vody [43]. Je také Siroce vyuzivan jako piirodni aroma zodpovédné
za anyzovou pfichut’ pouzZivanou ve sladkostech, pecivu, alkoholickych
1 nealkoholickych napojich. U ANE byly zjiStény jeho cetné farmakologické
uCinky, a to zejména antimikrobidlni aktivita proti rdstu bakterii
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus), kvasinek (Candida albicans) a plisni,
antioxidaéni a insekticidni aktivita. Dale ANE vykazuje analgetické,

3 J4 W

antikonvulzivni ¢i protizanétlivé vlastnosti [41, 42, 44].

=

o

#
Obr. 3 Strukturni vzorec ANE [43]
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EST byl Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (Food and Drug Administration
(FDA) pridan na seznam pfidatnych latek povolenych pro pouziti v potravinach
urc¢enych k lidské spotiebé [45]. LIN i ANE jsou dle FDA vseobecné povazovany
za bezpe¢né (Generally Recognized as Safe, GRAS) [46]. Jejich t€kavost a Spatna
rozpustnost ve vod¢ vSak omezuji jejich §irSi vyuzivani v pramyslu. Stabilitu
téchto latek téz negativné ovliviiuji vnéjsi faktory, jako jsou teplo, svétlo a piistup
kysliku [20, 28].

1.2 Modifikace polymernich matric pomoci BAL

Biologicky aktivni polymerni systémy (BPS) jsou systémy na bazi pfirodnich
nebo syntetickych polymertt modifikovanych pomoci BAL, které vyvolavaji
specifickou biologickou odezvu. Ptfi vybéru metody modifikace polymeru
je nutno vzit v potaz n€kolik faktor(i a to zeyjména: vlastnosti dan¢ho polymeru
(chemické 1 fyzikalni), typ BAL (jeji toxicita, zplsob aplikace, fyzikalni
a chemickeé vlastnosti) a také prostiedi aplikace (teplota, pH, vlhkost) [4, 47]. BPS
je mozno rozdélit na migrujici a nemigrujici polymerni systémy [4].

1.2.1 Nemigrujici biologicky aktivni polymerni systémy

Nemigrujici BPS jsou polymerni systémy, které vykazuji ur¢itou biologickou
aktivitu, aniZ by BAL migrovala z polymeru do substratu. U tohoto systému
je vyzadovan kontakt povrchli polymer/substrat. Z tohoto divodu, napft.
pifi aktivnim baleni pevnych potravin, kde mize byt kontakt povrchi znacné
omezen, je vyuZiti nemigrujiciho BPS nevyhodné, jelikoZz dochazi ke sniZeni
biologického uc¢inku. Absence migrace BAL u téchto systémi vSak poskytuje
regulacni vyhody z toho diivodu, Ze se u nich neptedpoklada prekroceni zddn¢ho
celkového ani specifického migracniho limitu stanoveného pro danou latku. Diky
kontaktu povrchil (napf. pti baleni tekutych potravin) tento systém vyzaduje velmi
malé mnozstvi BAL pro maximalni G¢inek. Timto miZe byt dosaZeno niZSich
cenovych nakladii polymerniho systému. Nemigrujici polymerni systémy mohou
nachizet uplatnéni napf. v potravindiském primyslu (baleni potravin),
V textilnim pramyslu ¢i zdravotnictvi [48, 49].

Do skupiny nemigrujicich BPS lze zaradit:
e  piirozené biologicky aktivni polymery,

e polymery s imobilizovanymi BAL.

Prirozené biologicky aktivni polymery

Existuji polymery, které maji pfirozené bioaktivni u€inky, aniz by do nich byla
n¢jakym zpisobem zabudovana BAL. Hlavnim a nejvice vyuZivanym
predstavitelem této skupiny je chitosan [48].
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Chitosan je polysacharid, ziskavany z MO, hub a skotapek korysi. Mezi jeho
vyhodné vlastnosti patifi netoxicita, biokompatibilita, biologickd rozlozitelnost
a mirné antimikrobidlni vlastnosti  (inhibuje rist grampozitivnich
a gramnegativnich bakterii, kvasinek a plisni). Bylo popsdno mnoho zptisobu jeho
modifikace, vedouci ke zvySeni jeho antibakteridlni aktivity, jako
je N-karboxybutylace, Okarboxymethylace, kvarternizace, modifikace cukrl
¢i N-alkylace. Dalsim polymerem fadicim se do této skupiny je poly-L-lysin,
coz je kationtovy polymer podporujici bunécnou adhezi [48, 49].

Do této skupiny se také tadi polymery, u kterych miize byt, za pouziti
fyzikalnéchemickych povrchovych modifikaci, dosazeno urcité biologické
aktivity. Jednim z nejznaméjsich piikladt je UV ozatovani polyamidu, u kterého
se vlivem ozafeni preméni amidy na jeho povrchu na aminy, které zistavaji
soucasti polymerniho fetézce. Antimikrobidlni uc¢inek pak zavisi na pouZité
vlnoveé délce ¢i teploté. Predpokladany mechanismus antimikrobialni aktivity
je podobny u chitosanu, poly-L-lysinu a dalSich kationtovych polymert, tedy
interakce se zaporné nabitymi mikrobidlnimi membranami vedouci k jejich
narusSeni [48, 50].

Polymery s imobilizovanymi BAL

Pevného navazani BAL k polymeru je zde docileno diky vzniku kovalentni
vazby. Podminkou vSak je, aby polymer a BAL obsahovaly funkéni skupiny, ktere
umozni jejich navazani vici sobé navzajem. Mezi BAL vhodné pro kovalentni
navazani patfi napt. enzymy (lysozym, chitinaza, laktoferrin), peptidy, proteiny
nebo organické kyseliny. V nékterych ptipadech je vSak povrch polymerti nutno
nejprve funkcionalizovat, ¢imZ ziskdme poZadovany typ a mnoZstvi funkénich
skupin potfebnych ke kovalentnimu navazani BAL k povrchu polymeru.
Z polymeri vhodnych pro funkcionalizaci jejich povrchlt se vyuZivaji napf.
polyolefiny, polyethylentereftalst nebo polymethylmethakrylat (PMMA).
Funkcionalizace se provadi nejCastéji upravou povrchu (napf. plazmatem,
upravou pomoci koroény, plamenem), roubovanim nebo pomoci vazebnych ¢inidel
(napt. glutaraldehyd). Kovalentni imobilizace BAL nabizeji nékolik vyhod tim,
ze vznikaji nejstabilnéjSi vazby mezi BAL a povrchem polymeru. Vyhodna
je 1 vyssi stabilita BAL, konkrétné enzymi, které¢ diky kovalentnimu navazani
vice odolavaji podminkdm okolniho prostfedi. RovnéZz mlze byt dosazeno vyssi
termalni stability peptidil a proteinii kovalentné navazanymi k polymerni matrici,
jelikoz tyto latky pii béZznych termoplastickych metodach zpracovani podléhaji
denaturaci [48, 49].
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1.2.2 Migrujici biologicky aktivni polymerni systémy

U tohoto typu systémii dochédzi k uvoliiovani a migraci BAL z polymerni
matrice.Je zde tedy nezbytné, aby pouzitd BAL byla netoxickd a schvalena
ptislusnymi ufady jako bezpecna pro lidské zdravi [2].

Tento typ systému se dle povahy inkorporovanych BAL dale dé€li na dva
podtypy: tékavy a netékavy. U netékavého migrujiciho polymerniho systému
je ptfenos BAL z polymerni matrice na povrch substratu uskute¢nén pomoci
difuze. V ptipadé vyuziti t¢kavych BAL dochazi k jejich migraci, aniz by polymer
byl v pfimém kontaktu se substraitem. Rychlost migrace BAL je zde zavisla
na interakci mezi polymerni matrici a t¢kavou BAL. T¢kavé BAL jsou vétSinou
ptirodniho piivodu (extrakty rostlin), coz je 1 1épe pfijimano spottebiteli [47, 51].
U migrujicich polymernich systémil jsou moznosti modifikace polymerni matrice
nasledujici [3]:

e  piima inkorporace BAL do polymerni matrice,

e nanaSeni BAL na povrch polymerniho materialu.

Piima inkorporace BAL do polymerni matrice

Zaclenéni BAL pifimo do polymerni matrice (nebo téz modifikace v objemu
polymerni matrice) se povazuje za nejcastéji volenou a velmi i¢innou metodu
modifikace termoplasti i termosetd. Pro tento zplisob modifikace se Casto
vyuzivaji stfibrné ionty, enzymy, peptidy, fenoly nebo napt. kovy médi ¢i zinku
atd. Mira plnéni BAL do polymerni matrice, kterd vede k efektivni ochrané pied
MO, se pohybuje v rozmezi od 0,1-3,0 hm. %. Pii této metodé¢ jsou BAL
do produktu zakomponovéany v taveniné nebo pomoci rozpoustédla zamichany
do matrice. Pfi termoplastickém zpracovani polymer(, napt. vstfikovanim,
vyfukovanim nebo vytlacovanim, je vSak vyhodnéjs$i vyuzivat pouze tepelné
stabilni BAL. OvSem 1 v piipad¢ tepelné stabilnich BAL (napi. bakteriocinil
¢1  peptidi), miZze dochdzet k Ccastecné ztrat€ jejich biologickych
vlastnosti [3, 49, 52, 53].

Jak jiz bylo zminéno vySe, tepelné citlivé BAL lze zakomponovat do matrice
polymeru pomoci rozpoustédel, ktera umoziuji zpracovavat polymery,
napf. litim, odlévanim, mafenim, nasttikem apod. Zde vSak musi byt splnéna
podminka rozpustnosti BAL a polymeru ve stejném rozpoustédle. Tato moZnost

je vhodng&jsi pro vyrobu povlakil a filmi, u kterych neni planovana rozsahlejsi
produkce [54, 55].

Vyhody pifimé inkorporace BAL spocivaji v technologické nendrocCnosti
pouzitych procesu, pii kterych také nedochdzi k vyznamnéjSim zméndm
ve vlastnostech polymeril. Problém vSak muze ptedstavovat fakt, Ze dochazi
k nekontrolovatelnému uvoliiovani BAL do okoli, coz mize napt. komplikovat
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pouziti takového materidlu v oblasti zdravotnictvi [55, 56]. V ptipad¢ pifimé
inkorporace slozek EO pomoci termoplastickych metod piedstavuje problém
jejich znacna tékavost, a z toho plynouci jejich nizkd zbytkova koncentrace
ve findlnim produktu. MoZnym feSenim je jejich imobilizace na inertni nosice
a nasledné inkorporace do polymerni matrice, jak je popsdno nize (viz kapitola
Imobilizace BAL na pevné nosice).

Nandaseni BAL na povrch polymerniho materidlu

V pfipad¢é, ze BAL nemuze byt z divodu vysokych teplot zpracovavana
s poly-merni taveninou spole¢né v tvaiecim procesu, pristupuje se k moznosti
nandSeni BAL na povrch polymerniho materidlu. NanaSeni BAL na povrch
polymeru se provadi az na finalni vyrobek. Jedna se o relativn¢ jednoduchou
techniku docileni biologické aktivity polymerniho systému. Tento zpiisob ma
vSak velkou nevyhodu, a tou je nizka doba ucinnosti [55, 57, 58].

Migrujici BPS mohou byt navrZzeny jako systémy kontrolované uvoliujici
BAL, coZ umoznuje udrZeni jejich konstantni koncentrace napf. v potravinaiském
nebo farmaceutickém produktu. To mize zabranit piipadim, kdy je migrace
antimikrobialni latky z polymerniho systému rychlejsi, nez je rist MO, a tudiz
dochézi ke snizovani jeji ucinné koncentrace pred stanovenym €asem. Opakem
je zase prili§ pomal€ uvoliiovani, kdy se koncentrace uvolnéné antimikrobialni
latky nachazi pod minimalni inhibi¢ni koncentraci, v disledku ¢ehoZ pak dochazi
k rychlejSimu rastu MO pied uvolnénim BAL [51].

Prostup latek skrze polymerni matrici je komplexni proces, ktery je ovliviiovan
mnoha vnéjSimi 1 vnitfnimi faktory. Migrace nizkomolekularnich latek
z polymerniho materidlu je pfevazné fizena difiiznimi procesy, s nimiz je Gzce
spjat vyznamny aspekt permeace. Pribéh permeace je zobrazen na obrazku 4.
Jsou zde dva prostory o rozdilném parcidlnim tlaku a rozdilné povrchove
koncentraci. Tyto prostory jsou od sebe odd€leny polymerni membranou.
Molekuly nizkomolekularni latky jsou v povrchové vrstvé polymeru rozpustény
a absorbovany. Na povrchu polymeru je tak vySsi koncentrace permeantu.
Molekuly poté difunduji polymerem ve sméru koncentraéniho gradientu.
V posledni fazi dochazi k desorpci nebo odpaieni latky z povrchu materialu [59].
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Obr. 4 Schéma permeace a difiizniho procesu [60]
Diftize potencidlnich migranti z polymerniho materidlu zavisi predevsim
na teploté, molarni hmotnosti, stupni zesiténi polymeru ¢i chemické afinité
migrantil s polymerem [60, 61].

Na proces difuze BAL z polymerni matrice 1ze aplikovat Fickovy zakony.
Rovnice zaloZené na Fickovych zakonech mohou byt vyuzivany k modelovani
transportnich procestl napt. v potravinach, biopolymerech ¢i 1€¢ivech. V piipadé
BPS mohou slouzit parametry ziskané z rovnic 1.1 a 1.2 pro popis difize BAL
a dalSich polymernich pfisad z polymerni matrice. Hnaci silou pro uvoliiovani
BAL z polymerni matrice je zde koncentracni gradient [47, 62, 63]. Prvni Fickiv
zékon popisuje linearni vztah mezi tokem hmoty J [mol-cm™2s!] prochazejici
pifes membranu a koncentraénim gradientem mezi obéma stranami membrany.
Plati pro ustalenou diftzi, pii které se koncentracni gradient latky neméni v Case

a tok je konstantni. Pokud difiize probiha pouze v jednom sméru, pak plati vztah
[60, 61, 63, 64]:

Ja=-D— (1.1)

kde: J difizni tok [mol-cm2s1)] piedstavuje mnozstvi difundované BAL
za jednotku Casu skrze plochu kolmou na smér proudéni, D je difizni koeficient
BAL v polymeru [m?2-s7], x je vzdalenost ve sméru toku [cm], ¢ je koncentrace
BAL [mol-cm™], t je ¢as.

Tento vztah plati, pokud je tloust’ka filmu mnohem mensi nez ostatni rozmgry.
JestliZe tato podminka neni splnéna, difizni jev v ostatnich smérech nemiize byt
zanedban. Dosazenim za J z 1. Fickova zakona s piedpokladem, ze D je
konstantni, ziskdme 2. Fickiv zikon, ktery popisuje nestaciondrni diftizi
(koncentra¢ni gradient se méni s casem a difuzni tok se meéni
s polohou) [47, 63, 64]:

dc _ 0%

Pl Ix2 (1.2)
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kde: D je difuzni koeficient BAL v polymeru [m?s ], X je vzdalenost ve sméru
toku [cm], ¢ je koncentrace BAL [mol-cm™], t je ¢as. V ustileném stavu
je dc/dt = 0 a proto nenastava akumulace BAL ve filmu [63, 64].

1.2.3 Enkapsulace BAL

Enkapsulace je technika, pfi které dochéazi k uzavieni BAL do obalového
materidlu (polymerni matrice), jejimz vysledkem jsou ¢astice riznych velikosti.
Mikroenkapsulace poskytuje velikost ¢astic v rozmezi od 1 do 1000 pm, zatimco
castice mensi nez 1 um se nazyvaji nanocastice [65].

Mikrocastice 1ze z morfologického hlediska dale rozd¢lit na mikrokapsle (resp.
mikrotobolky) a mikrosféry. Mikrokapsle jsou slozeny z jadra v pevné, kapalné
nebo plynné podob&, na které tésné piiléha polymerni obal. U mikrosfér
se nerozliSuje jadro a obal, BAL je zde rozptylena v matrici mikrosféry v pevné
form¢€ nebo je pfitomna ve formé€ suspenze C¢i emulze [66]. Hranice tohoto
rozdéleni vSak neni ostrd. Existuji rizné typy mikrocastic, které lezi na pomezi
nebo jsou kombinaci obou zékladnich ptistupi [67].

Mikroenkapsulace je jednou z nejefektivnéjSich technik, ktera chrani tékave
latky pfed vyparovanim, oxidaci, vlhkosti nebo termalni degradaci a umoziuje
jejich kontrolované uvolnovani [68]. Enkapsulovana latka miize byt uvoliiovana
fadou mechanismu [68—70]:

e  mechanickym piisobenim — uvolnéni BAL nastava v okamziku rozpadu
polymerni matrice v diisledku mechanického namahani (tlak, tfeni, sttih)

e teplotou a pH — integrita mikrocastice mtize byt narusena puisobenim
teploty ¢1 pH

e difizi — wuvoliovani BAL pomoci difize mlze byt popséano
prosttednictvim Fickova 1. a 2. zakona (viz vyse)

e biodegradaci — bchem biodegradace polymerniho systému dochazi
ke Sté€peni fetézct a k vyraznému snizovani molarni hmotnosti polymeru.
Uvolnovani BAL je fizeno celkovym rozpadem polymerniho systému

e  rozpuSténim — dochazi k uvoliiovani latky vlivem osmozy nebo botnani.
Pt1 botnani jsou hydrofilni polymery schopny absorbovat velké mnoZzstvi
vody, aniZ by se zcela rozpustily. Béhem absorpce vody se BAL postupné
§ifi smérem ven z polymerniho systému. Pfi osmoéze je Cisté rozpoustédlo
nebo rozpoustédlo s velmi malym mnozstvim BAL schopno proudit pies
semipermeabilni membranu. Tlak vyvolany rozpoustédlem nuti BAL
prestupovat skrz pory v polymeru do rozpoustédla.

Rychlost uvoliovani BAL je ovlivnéna mnoha faktory, napt. polymerni
matrici, tvarem a velikosti molekul BAL, polaritou polymerni matrice, ale take
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rozpustnosti, permeabilitou nebo difuzivitou BAL 1 polymeru. Napiiklad BAL
rozpustnd ve vodé se bude z vodorozpustného polymeru uvolilovat rychleji
[47, 71].

Vybér vhodné techniky enkapsulace zavisi predevSim na zpracovatelskych
podminkéch, pozadované fyzikalni a chemické stabilité, pozadované koncentraci
a velikosti Castic a na predpoklddaném vyuziti a cené¢ vysledného produktu
[68, 72].

V soucasné dob¢ existuje mnoho technik enkapsulace. V zdsad¢ se mohou délit
na dv¢ skupiny [73]:

e Chemické metody zahrnuji emulzni, suspenzni, precipitatni nebo
disperzni polymerizace a mezifdzovou polykondenzaci. U téchto metod
enkapsulace probiha polymerizace béhem procesu piipravy mikrocastic.

e Fyzikdlni metody mohou byt dale rozdéleny na fyzikalné-chemické
(koacervace nebo sol-gel enkapsulace) a fyzikalné-mechanické (sprejové
suSeni a chlazeni, fluidni nanos, elektrostaticka enkapsulace nebo metoda
odpareni rozpoustédla).

Tato prace se zaméiuje na metodu odpatfeni rozpoustédla, jejimz vysledkem
je vznik mikrosfér. Tato metoda je velmi pouzivana diky pfistrojové nenarocnosti,
vysoké ucinnosti a snadné proveditelnosti. Je zde vSak nutné pouzit organicka
rozpous$tédla. Principem této metody je odpatfovani Casti emulze obsahujici
rozpusténou nebo dispergovanou BAL a polymer. Ptfi procesu odpafovani
rozpoustédla dojde k vysrdzeni polymernich castic, které¢ ve své struktute
uzaviraji BAL.

Metoda odparovani rozpoustédla zahrnuje nékolik krokt [66, 74, 75]:

e Negjprve je polymer rozpuStén v rozpoustédle, které je nemisitelné
s vodou. V tomto roztoku je dale rozpuSténa nebo dispergovana BAL.

e Nasledné vznika lipofilni faze, kterd je za pomoci tenzidii emulgovéana
do vodné faze, kde dochazi ke vzniku jemné emulze olej/voda.

e Pomoci vysokorychlostntho michani, homogeniza¢niho zafizeni nebo
ultrazvukové 1azné je poté dosazeno pozadovaného stupné emulze.

e  Organické rozpoustédlo poté difunduje do vodné faze a vlivem michani
a dalSiho ubytku rozpoustédla dochazi k formovani mikrosfér, které jsou
nasledné zfiltrovany, promyty a vysuseny

Pfi metod¢ odpateni rozpoustédla existuje mnoho parametrli, kterymi lze
ovliviiovat vlastnosti mikrosfér (velikost, povrch, pérovitost nebo enkapsulacni
ucinnost).
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Tyto parametry Ize rozdélit na [66]:

e formula¢ni proménné parametry — Kkoncentrace a typ polymeru,
koncentrace a typ emulgatoru, poméry fazi atd.,

e  procesni prom&nné parametry — teplota, tlak ¢i rychlost michani.

Velmi dilezitym krokem enkapsulace je vybér vhodného polymeru, ktery
je zavisly predevSim na pozadovanych fyzikalnich vlastnostech. Polymery
vyuzivané pro piipravu mikro¢astic mohou byt nasledujici [76, 77]:

e syntetické polymery, které se nasledn¢ déli na nebiodegradabilni
polymery napt. PMMA, epoxy polymery a biodegradabilni polymery
napt. laktidy, glykolidy a jejich kopolymery, polyanhydridy,
polyalkylkyanoakrylaty, atd.,

e  pfirodni polymery ziskavané z ruznych zdrojl, napft. proteiny (albumin,
kolagen), polysacharidy (karagenan, chitosan, Skrob, agar6za).

Polymery tvofici zaklad mikrocCastic, jeZ maji vyuziti ve farmaceutickém
prumyslu ¢1 zdravotnictvi, by mély byt biodegradovatelné (v téle se rozkladajici
na neSkodné produkty) a /nebo biokompatibilni (bez negativniho vlivu na zdravi,
nepusobici v organismu Zadné lokalni nebo systémove nezadouci U€inky) [15].

Polymer kyseliny mlé¢né (PLA) je termoplasticky, alifaticky polyester, jehoz
vychozi latku pro jeho ptipravu (kyselinu mlé€nou) lze ziskat ze zemédélskych
plodin, jako jsou kukufice, cukrova fepa, nebo cukrova titina [78]. Stépenim
esterové vazby se PLA rozklada na netoxické produkty (vodu a COy). Je schvélen
jako bezpeény uradem FDA a také evropskymi regula¢nimi organy [79, 80]. PLA
je v soucasné dob& vénovana velkd pozornost diky jeho Sirokému vyuziti pro
obalove, textilni, biomedicinské a v posledni dobé také inzenyrské aplikace. Mezi
jeho nejvyznamnéjSi vlastnosti patfi biodegradovatelnost, biokompatibilita
a netoxiCnost [81, 82]. Dalsi vyhodou pouziti PLA pii piipravé mikro- ¢i
nanocastic je jeho flexibilita a mechanické vlastnosti (vysoka pevnost v tahu,
vysoky Younglliv modul), dobra transparentnost a propustnost pro plyny) [83].
PLA vykazuje ovSem také nevyhodné vlastnosti, a to zejména vysokou kiehkost,
Spatnou houZevnatost, vysokou citlivost na vlhkost a pfipadné 1 niZsi teplotu
skelného ptechodu, coZz mlze byt nezddouci pro urcit€¢ obalové nebo inZzenyrské
aplikace. To je také diivod, pro¢ se stale vétsi usili soustfed’uje na vylepSeni
vlastnosti PLA [83-89].

Jednou z takovych moznosti je ptiprava smési dvou nebo vice kompatibilnich
polymert. Diky tomu je mozZno upravit teplotu skelného ptechodu, zlepsit
odolnost proti lomu, flexibilitu a zpracovatelnost [90]. PLA mize byt smichan
s jak biologicky odbouratelnymi polymery (polyanhydridy, alifatické polyestery
a alifatické-aromatické kopolyestery, tak s biologicky nerozlozitelnymi polymery
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jako jsou polyolefiny, polyakrylaty, vinylové polymery, elastomery a kaucuky
[91].

PMMA je biokompatibilni, synteticky polymer disponujici velmi dobrymi
je jeho Cirost a naprosta bezbarvost. Ma vynikajici tvarovou pamét’, odolnost vici
vodé, zfedénym alkaliim a kyselindm, dobré mechanické vlastnosti
a obrobitelnost. Své uplatnéni nachdzi predevSim ve zdravotnickych,
kosmetickych 1 konstruk¢énich aplikacich [95].

1.2.4 Kinetika uvolitovani BAL z polymernich mikrocastic

Kinetika uvoliiovani BAL z polymernich mikrocastic miize byt popsana mnoha
ruznymi modely, mezi které se fadi zejména kinetika prvniho a nultého fadu.
Kinetikou nultého fadu se popisuji systémy, v nichZ matrice, ktera obklopuje
BAL, je neporusena a dochazi k pozvolnému rozpousSténi BAL pii konstantni
rychlosti uvoliovani. Mnozstvi uvolnéné BAL za ur€ity ¢as lze popsat nasledujici
rovnici 1.3 [96]:

Q¢ = Qo + Kot (1.3)

kde: Q:je kumulativni mnozstvi BAL uvolnéné v case t, Qo je pocatecni
mnozstvi BAL, Kot kinetickd konstanta rovnice nultého fadu vyjadiena jednotkou
koncentrace za Cas [96].

Rychlost uvoliiovani BAL kinetikou prvniho fadu je zavisla na mnozstvi BAL
v matrici, které klesd v zavislosti na Case, a tedy 1 rychlost uvoliiovani BAL
s casem exponencialng klesa. Uvoliovani BAL lze popsat rovnici 1.4:

C(t) = Coexp(_kt) (14)

kde: C) je mnozstvi BAL uvolnéné v Case t, Cp je pocateéni mnozstvi BAL
v polymerni ¢astici, K je rychlostni konstanta prvniho fadu, ktera se uréuje pomoci
nelinearni regrese [97, 98].

1.3 Imobilizace BAL na pevné nosice

Jak jiz bylo zminéno vySe, slozky EO jsou vysoce tékavé, coz ptredstavuje
problém pfi jejich inkorporaci do polymerni matrice. Pii zpracovani dochazi
k jejich vysokym ubytkim, ke kterym dale dochazi i v pribchu skladovani.
To predstavuje nejen ekonomickou ztratu, ale také jejich nizkou nebo nulovou
bioaktivni uc¢innost. Tékavost sloZzek EO vSak neni jedina vlastnost zplisobujici
pokles jejich biologickeé aktivity. Potencidlnimi riziky jsou také degradace vlivem
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tepla, svétla a mechanické namahani. Proto bylo vyvinuto mnoho riznych metod,
chranicich BAL v prubéhu zpracovani [99].

Adsorpce slozek EO na povrch porézniho plniva, je technika, ktera imobilizuje
tékavé slouceniny, stabilizuje je a chrani pfed nezadoucimi vlivy zpracovani
a je mozné pii ni dosdhnout i jejich uvolilovani v case [14, 100]. Teoreticky
muzeme adsorpci popsat jako d¢j, pii kterém se atomy, molekuly nebo ¢astice
(adsorbat)

z plynné nebo kapalné faze prichytavaji na povrchu pevné latky (adsorbentu)
vlivem pfitazlivych sil [101].

Plniva, kterd mohou slouzit jako nosi¢e BAL, jsou nésledujici [102]:

e anorganickda plniva: oxidy (SiO,), silikaty (talek, hektorit, slida,
wollastonit, montmorillonit, vermiculit) a soli (CaCQOs3),

e  organickd plniva: dfevni moucka, karbonova vladkna atd.

Ptfi vybéru plniva pro imobilizaci BAL by mély byt brany v potaz jeho
fyzikalnéchemické vlastnosti, jako je pfitomnost funkénich skupin, polarita nebo
chemicka struktura. Pfitomnost a typ funkcnich skupin a polarita molekul urcuje,
zda bude probihat sorpce chemicka (kationtovd vyména, vyména ligandli nebo
protonace) nebo fyzikalni (van der Wallsovy interakce). Existuje také fyzikalné-
chemickd adsorpce, kdy dochéazi k navazani adsorbatti slabymi interakcemi, a poté
dochazi k chemické reakci nebo chemické transformaci [99, 101].

Tato prace se konkrétn€ zabyva adsorpci slozek EO na tfi polymernich
plnivech: difevni moucka (WF), molekulova sita (MS) a talek (TC) [14].

Dievni moucka

WF je jednim z nejvice a zaroven nejdéle komeréné vyuzivanym organickym
polymernim plnivem. Ziskdva se jako vedlejsi produkt ve difevozpracujicim
prumyslu a jeji nasledné zpracovani se obvykle sklada z n€kolika krokti. Prvnim
krokem je rozdruzeni dfeva pomoci drtice a Stépkovace. Poté dochdzi k mleti
ve tfecim nebo valcovém mlynu. Klasifikace WF se provadi na vibracnich,
rotacnich nebo oscilacnich sitech. Hlavnimi sloZkami WF  jsou
celuldza (3745 %), hemiceluloza (19-30 %) a lignin (21-34 %), nicmén¢ piesny
pomeér téchto hlavni sloZek je zavisly na typu dieva. WF se fadi mezi polarni
a hydrofilni plniva. Mezi jeji vyhodné vlastnosti patii hlavné nizkéa cena, nizka
hustota a recyklovatelnost. Slouzi hlavné jako plnivo do polyethylenu (PE),
polypropylenu (PP) nebo polyvinylchloridu. Pti pouziti v polyolefinech dodava
materialu vyssi tuhost. Kone¢né vlastnosti kompozitli zavisi na typu procesu
(vstiikovani, lisovani, vytlatovani) a na podminkach zpracovani. Castice WF maji
porovitou strukturu a disponuji velkou specifickou plochou povrchu, s ¢imz
je spojena vyssi adsorpéni kapacita WF [103, 104].
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Molekulova sita (zeolity)

MS jsou mikroporézni, krystalické aluminosilikaty alkalickych kovii a kovi
alkalickych zemin. Obecny vzorec zeoliti je Mean. AlOs. XSiO,. zH0,
kde: Me je mimoskeletalni kovovy kation (Na, K, Ca, Mg, aj.) n je naboj kationtu
(jednomocny/vicemocny), x je molarni pomér SiO2/Al,QO3, z je pocet moli vody.
Stavebni elementy prostorové krystalové miizky jsou mnohostény, slozené
z kiemicitanovych (SiO4) a hlinitanovych (AlO,) tetraedri spojenych sdilenymi
kyslikovymi atomy. Trojrozmérna struktura zeolitl obsahuje kandlky nebo
dutiny, jejichz velikost je pfiblizn¢ 0,3-1,0 nm. Tyto dutiny jsou obvykle
vlastnostem zeolitli patii adsorpcni schopnosti, schopnost iontové vymeény
a hydratacni/rehydrata¢ni schopnosti. Diky porim a kanalkim maji zeolity
vysoky specificky povrch umoZiujici adsorpci molekul s nizkou hmotnosti.
MnozZstvi molekul, jez mlZe zeolit adsorbovat, zavisi na jeho vnitfnim volném
objemu. Je proto nutné, aby byl zeolit v tzv. aktivni formé, tedy bez sorbované
(zeolitové) vody, kterou lze odstranit zvySenim teploty nebo sniZenim
tlaku [105-107].

Talek

TC (téz mastek, MgsSisO10(OH),) je pfirozené se vyskytujici mineral Siroce
vyuzivany jako polymerni plnivo. Vznikd pfi metamorféze hornin bohatych
na hoic¢ik. TC je tvofen jednou oktaedrickou vrstvou leZici mezi dvéma
tetraedrickymi vrstvami. TC je na omak mastny a ma Supinaty a hydrofobni
charakter. Zpracovava se drcenim, mletim a naslednou klasifikaci. Po rozdrceni
je TC rozemlet na kladivovém nebo fluidnim mlynu se vzduchovym
klasifikaénim systémem. Velikost ¢astic TC se pohybuje od 1 do 100 um. Jako
plnivo se vyuziva pievazné v termoplastech, konkrétné nejvice v PP. Diky své
destickovité struktuie zlepSuje u kompozitl bariérové vlastnosti pro plyny, dale
poskytuje vyvazenou pevnost a tuhost, zvySuje tepelnou a chemickou odolnost
1 odolnost proti teceni. TC je neyjm&kci mineral, diky ¢emuz je malo abrazivni
a snizuje tak opottebeni strojli pfi zpracovani polymerd, kde slouZi jako plnivo
[104].

1.3.2 Priklady vyuziti plniv jako nosi¢ii BAL

Mezoporézni silika je vysoce porézni forma siliky vyuZivdna v mnoha
aplikacich z divodu jejiho velkého poméru plochy povrchu k objemu a vysokému
procentu volného objemu, coz miize byt vyuzito k ochrané¢ BAL. Velikost jejich
poru se pohybuje v rozmezi od 2 do 50 nm. Mezoporézni silika je vyuzivana
v biomedicin€, farmacii ¢i v potravinaiskych obalovych aplikacich. Zajimavou
aplikaci jsou i systémy kontrolovaného uvoliovani [99]. Ve studii Zhanga a kol.
byla pouzita silika jako adsorbent pro aktivni latku menthol. Byly zkoumény
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vlastnosti izotermického uvoliiovani mentholu a korelovany se strukturalnimi
parametry nanoporeznich absorbentl. Bylo prokazano, ze velikost poru, struktura
a funk¢ni skupiny jsou zasadni parametry ovliviiyjici izotermické uvolnovani
mentholu, a ze Gpravou téchto parametrti 1ze dosdhnout jeho fizeného uvoliovani.
U vezikularni siliky se silnymi sténami a hydrofobnimi funkénimi skupinami
dochazelo k pomalejSimu uvolilovani mentholu [108].

Montmorillonit a kaolinit byly testovany jako ucinna plniva pro adsorpci
sabinenu (slozka EO) pro naslednou aplikaci do pfirodnich insekticidi. Bylo
zjisténo, Ze pii adsorpci sabinenu na jily byly uplatiovany elektrostatické
i neelektrostatick¢ interakce (vodikové miustky, hydrofobni interakce,
m-r interakce). Ddle bylo potvrzeno, Ze chemickd modifikace jilu pomoci
zéasaditého roztoku NaOH sniZuje pocet adsorbovanych vrstev na povrchu.
Naproti tomu modifikace jilu pomoci slabého roztoku kyseliny (H2SO.)
podporuje tvorbu vice vrstev, ¢imZ zlepSuje jeho specificky povrch, a tim padem
1 zvySuje jeho adsorpc¢ni kapacitu [109].

Ve studii publikované Ziyatem a kol. bylo cilem studovat afinitu thymolu k
pfirodnimu marockému jilu ,,Rhassoul” pomoci adsorpéni techniky. Byla
porovnavana adsorpéni kapacita Cisteho jilu s jilem modifikovanym pomoci
cetyltrimethylamoniumbromidu (CTAB). Vysledky ukazuji, Ze mnozstvi
adsorbovaného thymolu je vysSi u modifikovaného jilu, jelikoz Ccisty jil
je hydrofilni, zatimco po modifikaci pomoci CTAB se jil stavd organofilnim.
V této studii, kitvky zndzoriiujici adsorpcni kinetiku thymolu, poukazuji na dvé
faze. V prvni fazi je dosazeno rychlé a maximalni adsorpce, naopak druha faze
je pomala a souvisi s difuznimi jevy [100], coz koresponduje s jejich piredeSlym
vyzkumem o adsorpci thymolu na hydrotalcit Mg-Al-CO; [110]. Zde byla
porovnavana adsorp¢ni kapacita hydrotalcitu s kalciovanym hydrotalcitem.
Kalcinace byla provedena pii 500 °C. Bylo zjisténo, Ze termalni aktivace
hydrotalcitu vyrazné zvysila jeho adsorp¢ni kapacitu, pravdépodobné v diisledku
zvétSeni jeho specifického povrchu. U obou vyzkumil bylo pozorovanim
adsorp¢nich izoterm pozorovano, ze adsorpci thymolu dokonale popisuje
Freundlichtiv model [100, 110].

Ve vyzkumu publikovaném Rondesem a kol. byl sledovan vliv riznych
koncentraci organomodifikovaného montmorillonitového jilu a dvou slozek EO
(karvakrol a eugenol) pii zabudovani do matrice nizkohustotniho polyethylenu
(LDPE). I zde bylo potvrzeno potencialni vyuziti montmorillonitového jilu jako
nosice slozek EO. Diky imobilizaci slozek EO na jil se zvysSila jejich tepelna
stabilita. Vysledné kompozity vykazovaly 1 zvySenou krystalinitu systému, ktera
byla vyraznég;si v ptipad¢ kompozitu obsahujici karvakrol [111].

Byly provedeny i studie zabyvajici se imobilizaci sloZzek EO na jilovy bentonit
a jejich nasledna inkorporace do polymernich matric. Bylo zde potvrzeno
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pozvolné uvolnovani slozek EO z bentonitu. Zarovenn zde bylo zjiSténo,
ze jemng¢jsi frakce bentonitu adsorbovaly vys$S§i mnozstvi terpenickych latek
a jejich adsorpce byla také ovlivnéna jejich polaritou [112, 113].

Biddeci a kol. publikoval vysledky vyzkumu, ktery byl zaméfen na piipravu
bionanokompozitnich filmii na bazi pektinu s EO maty peprné (Mentha piperita)
adsorbované na modifikovanych nanotrubickéach haloyzitu. Povrch nanotrubicek
byl funkcionalizovan pomoci kukurbiturilu s cilem zvysit jeho afinitu k EO. Navic
doslo ke zlepSeni mechanickych vlastnosti a povrchové hydrofobicity. Byla
prokazana antioxidac¢ni i antimikrobialni aktivita pfipravenych kompozitt [114].

1.3.3 Adsorp¢éni izotermy

Adsorpéni izotermy popisuji zavislost adsorbovaného mnozstvi dané latky
na jeji rovnovazné koncentraci v roztoku pfi konstantni teploté. Mohou slouzit
obecné pro zékladni popis procesu adsorpce a k odvozeni adsorpcni kapacity
adsorbentu pro danou latku, ¢imz predikuji jeji pouzitelnost na konkrétni typ
adsorbentu. Mezi nejcastéji pouzivané izotermy, které mohou slouzit k popisu
adsorpce slozek EO na inertni nosiCe, patfi Langmuirova a Freundlichova
izoterma.

Na obrazku 5 jsou znazornény 1 dalSi zakladni typy adsorpcnich izoterem
[115, 116]. C je rovnovazna koncentrace adsorbatu v roztoku [mg-17],
I" je povrchova koncentrace, tj. mnozstvi naadsorbované na adsorbentu [mg-g}]
[116].

I' | Linearni I' |Langmuirova I |Freundlichova,

C C C
[' [Vysoka afinita I' |Sigmoidalni

p——

C C
Obr. 5 Zdkladni typy adsorpcnich izoterem [116]
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Linedrni izotermy

Vyskytuji se v pocatecni fazi vSech izoterem popisujicich adsorpci
na homogennim povrchu [116].

Langmuirova adsorpcéni izoterma

Langmuirova adsorpéni izoterma je nejjednodussi adsorpéni izotermou.
Langmuirav model ptfedpoklada, ze adsorpce je monovrstva, vSechna adsorp¢ni
mista jsou stejnd, pravdépodobnost adsorpce je na vSech mistech povrchu stejna
a schopnost latky naadsorbovat se neni ovlivnéna obsazenim sousednich pozic.
Langmuirovu adsorp¢ni izotermu vyjadiuje vztah 1.5 [117, 118].

de — ki -Ce
Admax (1+kp Ce)

(1.5)

kde: ge je adsorbované mnozstvi pii rovnovaze [mg-gt], Ce je rovnovazna
koncentrace [mg-17Y], k. je rovnovazna konstanta mezi adsorpci a desorpci
[Mg-g] @ Qmex je maximalni adsorbovatelné mnozstvi [mg-g]. Adsorpéni
schopnost adsorbentli, kdy adsorpéni mechanismus je mozné popsat
Langmuirovou izotermou, lze vyjadfit také pomoci separac¢niho faktoru R.. Podle
toho, jakych hodnot faktor nabyva, lze uvazovat o mite adsorpce na povrchu
adsorbentu. Vyjadiuje se vztahem 1.6 [119].

1

- (1+K1-Cp) (1.6)

Ry,

kde: R_ je separaéni faktor, Co je pocateéni koncentrace [mg-17]
a K_ je Langmuirova adsorpéni konstanta [mg-g~]. Jestlize R.>1, izoterma
je neptiznivd, R =1 poukazuje na linearni model adsorpce a pokud O<R, <1
je 1zoterma piizniva [119].

Langmuirova izoterma je charakteristickd pro mikroporézni materialy
s relativné malym vnéjSim povrchem (napf. zeolity, nebo nékteré porézni oxidy).
Na pocatku adsorpce je pozorovan prudky nartist, neZz dosdhne svého maxima.
V oblasti velmi nizkych koncentraci lze pozorovat linearni Cast izotermy.
V oblasti velmi vysokych koncentraci se pak adsorbované mnozZstvi blizi limitni
hodnoté. Strmost izotermy je dana velikosti pérti [116]. Piikladem muze byt
studie Nguemtchouin a kol., kde zkoumali adsorpci slozek EO na kaolin. Hodnoty
separa¢niho faktoru R poukazaly na ptiznivou adsorpci slozek EO na kaolin. Byla
zde potvrzena shoda adsorpéni izotermy s Langmuirovym modelem [120].
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Freundlichova adsorpéni izoterma

Freundlichtiv model se obvykle aplikuje pfi adsorpci na heterogenni pevné
povrchy a je reprezentovan nasledujicim empirickym vzorcem 1.7 [121]:

1

Pro zpracovani experimentalnich dat je vhodny linearni tvar 1.8 [121]:

In(ge) = In(K;) +=In (C.) (1.8)

kde: ¢e je koncentrace adsorbatu [mg-g'], Ce je rovnovazna koncentrace
[mg-171], K¢je konstanta adsorpéni kapacity a n je konstanta vztahujici se k afinité
mezi adsorbatem a povrchem. Pokud n = 1 odpovida to chemickému adsorpénimu
procesu, zatimco N >1 poukazuje na fyzikalni adsorpcni mechanismus [121].

Freudlichova izoterma slouzi k popisu typického pribéhu adsorpce
na heterogenim povrchu. Neni linearni ani pii nizkych koncentracich a pfi
vysokych koncentracich nevykazuje limitni hodnotu adsorbovaného mnoZstvi
[116]. Jako piiklad lze uvést studii Ziyata a kol. zabyvajici se adsorpci thymolu
na hydrotalcit Mg-Al-COs. Adsorpéni izotermy thymolu byly simulovany pomoci
Langmuirova a Freundlichova modelu. Ze ziskanych hodnot separacniho faktoru
RL bylo zjisténo, Ze Langmuirtiv model neni vhodny pro popis adsorpcéniho jevu.
Naproti tomu hodnoty Ky, coz jsou konstanty Freundlichova modelu, poukazaly
na silnou adsorpcni kapacitu hydrotalcitu a hodnoty n svédcily o fyzikalnim
adsorpénim mechanismu. Ze studia adsorpCnich izoterem tedy vyplynulo,
ze adsorpci thymolu na hydrotalcit dokonale popisuje Freudlichiv model [110].

Izotermy vysoké afinity

Tyto izotermy se vyznacuji velmi strmym pocateCnim vzestupem, po kterém
dochézi k ustanoveni rovnovahy. K tomuto typu kiivky dochézi, kdyZ adsorbat
vykazuje velmi vysokou afinitu k adsorbentu [116, 122].

Sigmoidalni izoterma

Tyka se predev§im adsorbentli s homogennim povrchem. Kfivka sigmoidalni
izotermy ma inflexni bod. Tento typ izotermy je vzdy vysledkem minimalné dvou
protichidnych mechanismii. Typickym ptikladem mohou byt nepolarni organické
slouceniny, které maji nizkou afinitu k jiliim. AvSak jakmile se povrch jilu pokryje

27



témito slouCeninami, snadn€ji se na povrch jilu adsorbuji jiné organické
molekuly. Tento jev se nazyva ,kooperativni adsorpce™ a je pozorovan
u povrchove aktivnich latek [116, 122].

1.4 Polymery s inkorporovanymi BAL

Kompozitni polymery obsahujici plniva je mozno zpracovat metodami jako
jsou napf. tvareni, lisovani, vstfikovani ¢i vytlacovani. Tomuto kroku ptedchézi
jiz zminénd imobilizace slozek EO na adsorbujici material, slouZici k ochrané
pied evaporaci a degradaci [14]. Slozky EO mohou sméacet povrch plniva nebo
vniknout do jeho pdrl, pricemz dochdzi ke sniZeni tenze par, coZ nésledné
usnadiiuje plnéni zatizeni pro zpracovani polymeru. A jelikoZ tento efekt probiha
hlavné€ na povrchu plniva, jsou preferovany materialy s vysokym pomérem plochy
povrchu k objemu. Timto zplisobem miiZe byt 1 sniZzen obsah plniva v polymerni
matrici [99].

Plniva jsou do polymernich materialii bézné€ pfidavana z nejriznéjSich divodu.
Oxidy kovi, soli, zeolity ¢i silikaty jsou pouzivany pro modifikaci funkénich
vlastnosti polymerti, kde zlepSuji jejich mechanické vlastnosti. V soucasnosti
se hojné vyuZzivaji smektitové jily (silikaty) jako je montmorillonit a hektorit nebo
syntetickd slida, které zlepSuji bariérové vlastnosti a tepelnou odolnost
kompozitu. Mezi dal$i velmi vyuZivana plniva patii také TC a WF, ktera mimo
jin¢ 1 vyznamng snizuji vyslednou cenu produktu [99].

1.4.1 Piehled vyzkumii zabyvajicich se inkorporaci EO popf. jejich
sloZek do matrice LDPE

Studiem PE film potazenych tenkou antimikrobialni vrstvou tvofenou
haloyzitovymi nanotrubickami s obsahem ucinné latky karvakrolu se zabyvali
Unal a kol. Antimikrobialni povlaky v tenkych vrstvach vyrazné redukovaly
zivotaschopnost potravinového patogenu Aeromonas hydrophilia az o 85 % a dale
pocet aerobnich bakterii na povrchu kufeciho masa az o 48 % [123].

Ve studii publikované Suppakulem a kol. byly ptipraveny folie na bazi LDPE
obsahujici LIN nebo ALY. Nejprve byl pfipraven masterbatch
ethylenvinylacetatového (EVA) prasku s uvedenymi BAL, ktery byl posléze
zamichan spole¢né s LDPE ve vytlacovacim stroji. Obé BAL si i1 po tepelném
zpracovani do matrice polymeru udrZely svoji antimikrobidlni aktivitu, ktera byla
v piipad¢ folii s ALY vyS$i nez u folii s obsahem LIN. Senzorické hodnoceni
potraviny zabalené v ptipravenych f6liich nepotvrdilo vyznamné ovlivnéni jejich
organoleptickych vlastnosti ani po Sesti tydnech skladovani [40].

V navazujici studii Suppakula a kol. byla sledovana difaze LIN a ALY
z ptipravenych LDPE filma po ponotfeni do isooktanu, ktery se pouZziva jako
simulant tu¢nych potravin. Kinetika uvoliovani LIN a ALY vykazovala pfii
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nejnizsi sledované teplote (4 °C) nefickovské chovani. Pii zvySeni teploty
dochézelo ke zvySeni difizniho koeficientu. Bylo rovnéz zjisténo, ze migrace LIN
je vyS$si nez migrace ALY [124].

Ubytek LIN a ALY inkorporovanych do matrice linearniho nizkohustotniho
polyethylenu (LLDPE) v pribéhu skladovani byl zkouman v dal$im vyzkumu
Suppakula a kol. Byla zde pouzita odlisnd piiprava folii, kterd spocivala
v rozpusténi LIN a ALY v isooktanu a jejich nasledné imobilizaci na rozdrcené
LLDPE. Takto pfipraveny masterbatch byl nasledné smichan s LLDPE peletami
ve vytlacovacim stroji. U antimikrobidlnich filmt byl pozorovan ubytek BAL,
pfi¢emz nebyl zjisteén statisticky vyznamny rozdil v jejich antimikrobialni aktivité
proti Escherichia coli na zac¢atku a po roce skladovani pii pokojové teploté. Byla
pfipravena také série vzorkt LDPE-EVA obsahujici LIN a ALY, které byly
skladovany pfti teploté 25 °C a 35 °C. U téchto vzorkill byla v urcitych intervalech
provedena kvantitativni analyza LIN a ALY v zavislosti na Case. U filml
LDPE-EVA se mnozstvi BAL postupem casu pozvolna sniZzovalo, nicméné
antimikrobialni aktivita rovnéz zistala zachovana [125].

Stejny zpiisob ptipravy filml na bazi LDPE-EVA byl pouzit také ve studii
publikované Wattananawinratem a kol., kde jako BAL byly pouzity EO hiebicku
(Syzygium  aromaticum), bazalky (Ocimum basilicum) a skofice
(Cinnamomum verum). Filmy s obsahem EO skofice vykazovaly z pouzitych EO
nejvy$si  antimikrobidlni  G¢innost  proti  rGstu  Escherichia  coli
a Staphylococcus aureus, ackoliv u této BAL byla zaznamendna jeji nizsi
vysledna koncentrace v matrici polymeru. Rovnéz byla testovana antimikrobialni
aktivita ptipravenych folii, které byly pouzity jako obaly pro rajcata. Po uplynuti
2 meésicii zde bylo potvrzeno zpomaleni riistu MO [126].

Podobny postup piipravy antimikrobialnich folii popsali také Herath a kol.
a Mistry a kol., ktefi studovali moznost pfidani polyethylenglykolu (PEG)
k matrici LDPE a LDPE/EVA za uc¢elem vyssi retence BAL. V ptipad¢ vzorka
LDPE/PEG nedoslo ke zvySeni retence BAL z divodu Spatné interakce PEG
s LDPE matrici. AvSak v ptipadé, kdy byl pouzit EVA, se interakce PEG s LDPE
zvysila, a tudiz doslo 1 ke zvySeni koncentrace (o 8 hm. %) thymolu a karvakrolu
ve vysledném kompozitu ve srovnani se vzorky LDPE/EVA bez obsahu PEG
[127, 128].

V ramci vyzkumu Diase a kol. byl vyvinut aktivni film na bazi LDPE
s inkorporovanym citronovym EO, za Ucelem jeho vyuZiti pro baleni suSenek.
Vysledky mechanickych vlastnosti ukazaly sniZzeni pevnosti v tahu 1 hodnot
prodlouzeni pii pietrzeni v disledku inkorporace EO. Daéle bylo potvrzeno,
ze ptritomnost EO neovlivituje propustnost f6lii pro vodni paru a ani senzorické
hodnoceni nepoukazalo na vyznamnéj$i ovlivnéni organoleptickych vlastnosti
[129].
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Vyuzitim aktivnich slozek EO (karvakrol, eugenol a thymol) za ucelem jejich
naroubovani na montmorillonitové a haloyzitové nanoplniva pomoci povrchové
aktivniho ¢inidla Tween 80 se zabyvala studie Tornuka a kol. Nanokompozitni
filmy na bazi LLDPE byly pfipraveny pomoci extruzniho vyfukovéni. Bylo
potvrzeno, ze aktivni nanokompozitni obal vykazuje antibakteridlni aktivitu proti
rastu Escherichia coli a mize byt vyuzit k prodlouzeni trvanlivosti Cerstvého
1 zpracované¢ho masa [130].

Ve vyzkumu Krepkera a kol. byla popséna piiprava antimikrobidlnich
vicevrstvych filma na bazi LDPE s obsahem karvakrolu. Proces mikrovrstveni
byl pouzit k vyrobé filmi az s 65 stfidajicimi se vrstvami LDPE-karvakrol
a kopolymeru ethylenvinylalkoholu (EVOH). Byly také piipraveny folie
s mezikrokem imobilizace karvakrolu na haloyzitové nanotrubicky a nasledné
inkorporace do matrice LDPE pomoci vytlaGovaciho stroje. U obou vyslednych
film byla zjiSténa vysoka koncentrace BAL 1 navzdory vysokym teplotam
zpracovani, piicemz vicevrstvé filmy vykazovaly lepsi difuzivitu ve srovnani
s filmy obsahujicimi nanotrubicky haloyzitu. Oba filmy rovnéz vykazovaly
vysokou  antimikrobialni  aktivitu  proti  ristu  Escherichia  coli
a Alternaria alternata v in vitro testech a také pfi jejich pouziti v praxi
(baleni cherry rajcat) [131].

Karvakrol a trans-cinnamaldehyd byly pouzity také ve studii Canalese a kol.
Ke komplexaci karvakrolu a trans-cinnamaldehydu s pg-cyklodextrinem byla
uspésné aplikovana metoda koprecipitace s 90% UcCinnosti zapouzdieni BAL.
Enkapsulované BAL byly nasledné zakomponovany do matrice LDPE. Testovani
mechanickych vlastnosti ukazalo mirny pokles Youngova modulu a meze kluzu
oproti ¢ist¢ému LDPE. U ptipravenych filml byla potvrzena antifungicidni aktivita
proti Botrytis Cinerea [132].

Zcela odlisny zptsob inkorporace BAL do matrice LDPE a polystyrenu (PS)
byl pouzit ve studii publikované Diazem a kol. Matrice LDPE a PS byly
funkcionalizovany pomoci EO mexického oregana (Lippia berlandieri).
Polymery byly ozafovany UV zafenim po dobu 60 minut pro lepsi pfilnavost EO
diky tvorbé polarnich skupin (COOH, OH nebo COO-) na jejich povrchu. Pomoci
turbidimetrické metody byla prokazana G¢innost kompozitl proti grampozitivnim
I gramnegativnim bakteriim, ktera rostla se zvySujici se koncentraci EO

v polymeru. RovnéZz byl pozorovan cytotoxicky ucinek u obou vzorki
s koncentracemi EO 1,5 obj. % [133].

Ve dalsi studii byla provedena analyza mechanismu desorpce EO citronu
(Citrus limon) v PP folii. Filmy byly pfipraveny imobilizaci EO na TC (nukleac¢ni
¢inidlo) a naslednou inkorporaci do semikrystalického PP pomoci vyfukovani. Pti
desorpéni analyze byl pozorovan vliv riznych parametri, napf. morfologie
a povrchova chemie TC, velikost ¢astic a jejich distribuce, pfitomnost necistot,
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koncentrace TC v kompozitech ¢i vlastnosti EO. Byl rovnéZ pozorovan vliv
ptitomnosti TC na morfologické a krystalické zmény PP matrice. U PP bez obsahu
TC byla pozorovana vyssi desorpni rychlost EO nez u kompozith
s 5 hm. % talku ale niz$i nez u kompoziti s obsahem 1 hm. % TC. To bylo
pravdépodobné zpisobeno v disledku zmén krystalinity dané ptritomnosti
nanocastic a procesem piipravy filmu [134].

Kim a kol. provedli vyzkum zaméfeny na piipravu folii obsahujici
enkapsulovany cinnamaldehyd za tcelem ochrany potravin pfed napadeni
hmyzem. Cinnamaldehyd byl enkapsulovan arabskou gumou, izoldtem
syrovatkové bilkoviny/maltodextrinem nebo polyvinylalkoholem. LDPE film byl
nasledné potazen PP roztokem obsahujicim mikrokapsle. Hodnoty enkapsula¢ni
ucinnosti se pohybovaly ve vSech tfech ptipadech okolo 90 % a byla rovnéz
potvrzena insekticidni G€innost folii. Zaroven bylo potvrzeno, Ze enkapsulace
BAL snizovala rychlost jejich uvoliovani [135].

1.4.2 Prehled vyzkumu zabyvajicich se enkapsulaci EO popF. jejich
slozek do matrice PLA a PMMA

Martins a kol. se =zabyvali piipravou mikrokapsli na bazi PLA
s obsahem slozek EO tymianu (Thymus vulgaris), které by mély vyuziti
v kosmetickém pramyslu. Enkapsulace thymolu a p-cymenu byla provedena
koacervaci s pouzitim rlznych povrchové aktivnich latek s rozdilnou
hydrofobicitou. Bylo zjisténo, zZe Gi€¢innost enkapsulace je zavisla na hydrofobnim
charakteru pouzité¢ povrchové aktivni latky. Velikost, tvar a stabilita castic byla
ovlivnéna podminkami koacervacniho procesu a pouzitim surfaktantu. VySsi
enkapsulacni u€innost byla pozorovdna u apolarnich sloZzek tymianového EO,
pficemz nejvyssi enkapsulacni G€innost (65 %) vykazovaly vzorky, ve kterych
byl pouzit surfaktant Tergitol 15-S-9 [1].

V navazujici studii bylo zkoumano uvolnovani thymolu a p-cymenu z matrice
PLA. Vysledky ukazaly, Ze uvoliiovani obou BAL je nejrychlejsi v prvni hodiné
a v nasledujicich dnech je témét konstantni. V ptipad€é thymolu byla v pribéhu
péti dni pozorovana pomalejSi rychlost difize v porovnani s p-cymenem.
Uvolhiovani BAL z PLA je fizeno difiznimi mechanismy a vysledky
potvrdilyshodu experimentalniho méfeni s matematickym modelem [72].

Ve studii Liakose a kol. byly pomoci nanoprecipitacni metody piipraveny
nanokapsle PLA obsahujici EO citronové travy (Cymbopogon citratus), které by
nachazely uplatnéni ve zdravotnictvi. Pfipravené nanokapsle vykazovaly
antimikrobialni aktivitu proti vS§em testovanym MO (Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli a Candida albicans) [136].

Teeka a kol. ptipravili mikrokapsle PMMA s EO jasminu (Jasminum). Jako
stabilizator byl pouzit polyvinylalkohol. Byl studovan vliv hmotnostniho poméru
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PMMA:EO na pfipravu polymerni mikrokapsle. Nejvice efektivni pomér
PMMA:EO byl zaznamenan v ptipad¢ 2:1, kdy byly ziskany sférické mikrokapsle
s hladkym povrchem a vysokou enkapsula¢ni t¢innosti (72 %) [137].

Existuje také nékolik studii zabyvajicich se pfipravou polymernich smési
PLA/PMMA. Smés PLA/PMMA vykazuje dobrou synergii, casteCnou
rozlozitelnost a vylepsené vlastnosti zajimavé pro Sirokou Skalu aplikaci napf.
tkanové inzenyrstvi [ 138—140]. Vysledné vlastnosti vSak velmi ovlivituje metoda
zpracovani, krystalinita PLA a slozeni smési [88, 94, 138-143].

1.5 Pouziti bioaktivnich polymernich systémia (BPS)

Je vSeobecné znamo, ze EO a jejich slozky vykazuji Sirokou skalu biologickych
vlastnosti. AvSak jak jiz bylo zminéno vyse, jejich vysoka t€kavost, hydrofobicita
a nachylnost k oxidaci casto znemoziovala jejich praktickou aplikaci.
S ptichodem novych technik, jako je napt. enkapsulace, se jejich aplikovatelnost
rozSifila do mnoha primyslovych odvétvi. Nize jsou uvedeny oblasti, kde mohou
EO a jejich slozky inkorporované do polymerni matrice nachazet uplatnéni
pro svou biologickou aktivitu.

1.5.1 BPS v potravinarském primyslu

Mikrobialni kontaminace predstavuje v potravinaiském primyslu zavazny
problém. Osidleni potraviny ¢i obalového materidlu patogennimi MO znamena
pro Clovéka vyznamné ohroZeni jeho zdravi. Proto se vyzkum zaméiuje
na ptipravu aktivnich obalovych systémi, které maji schopnost zvysit kvalitu
zabaleného produktu, prodlouZit jeho Zivotnost a zajistit jeho bezpecnost [7].
Jednim z ptikladl aktivnich obalovych systémil jsou antimikrobidlni obalove
systemy, ve kterych je antimikrobidlni latka zabudovani v matrici polymeru
z divodu potlaceni nebo zastaveni ristu MO (bakterie, kvasinky 1 plisn¢)
v zabaleném produktu [2, 51]. EO ajejich slozky pusobi proti Siroké Skale bakterii
kontaminujicich potraviny napt. Campylobacter jejuni, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes a Salmonella enterica [144].

Aktivni obalovy material s inkorporovanymi EO popf. jejich sloZzkami chrani
zabaleny produkt také pred oxidaci zivin. Antioxida¢ni aktivni obal muze bud’
uvoliiovat antioxidanty do produktu nebo absorbovat kyslik a jiné slouceniny
z potraviny a jejiho okoli [145]. Oxidace lipidii zplisobuje kaZeni potravin,
omezuje jejich trvanlivost a snizuje jejich kvalitu. Mezi potraviny, citlivé viiéi
oxidaci, se fadi hlavné masné vyrobky, u kterych ma oxidace za nasledek zménu
chuti, viin¢ a barvy. Proces oxidace u jedlych oleji nejen Ze vyvolava
nepiijemnou vini a chut’, ale také zptsobuje produkci toxickych sloucenin [146].
V disledku toho je pouZiti antioxidantii nezbytné pro prevenci oxidace slozek
potravin. V poslednich letech tada studii vyzdvihuje u¢innost EO a jejich slozek
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jako pfirodnich antioxidantl, coZ ptedstavuje velky potencidl pro jejich vyuziti
v potravinaiském primyslu [30].

Avsak pro potravinarské aplikace mtize byt pouziti EO a jejich slozek pon¢kud
problematické. Tyto latky se v potravinovém systému mohou vazat na lipidy,
bilkoviny ¢i sacharidy, coz mize 1 pifi nizké déavce negativné ovlivnit
organoleptické¢ vlastnosti potraviny (barva, chut a vin¢) [147]. Metody
enkapsulace BAL pfedstavuji u€¢innou moznost zajisténi jejich fyzikalni stability
a ochrany BAL pted neZadoucimi interakcemi se slozkami potravin a také pied
negativnimi vlivy okolniho prostiedi (kyslik, svétlo, vlhkost, pH) [7].

1.5.2 BPS pro textilni a obuvnické aplikace

Z davodu stale vé&tSi rezistence patogennich MO vic¢i antibiotikiim
se v poslednich letech ¢ast vyzkumu zaméfuje na piipravu funkénich textilii
s antimikrobidlni aktivitou, které mohou byt aplikovatelné¢ napt. v domacich
textiliich (koberce a zaclony) a vyrobcich osobni hygieny. Existuje mnoho metod
k dosaZzeni antimikrobidlnich vlastnosti textilii a jednou z nich je pouziti
mikrocastic s aktivni latkou.

Karagonlu a Kkol. pripravili mikrokapsle s obsahem EO tymianu
(Thymus vulgaris), které byly nasledné inkorporovany do netkanych textilii
za uUCelem dosaZzeni jeji antimikrobidlni aktivity. Vysledky prokazaly
antimikrobidlni Gc¢innost 1 pfi nizkych koncentracich BAL. Vysledné textilie
by mohly byt vyuzity napf. pro vyrobu obvazli nebo jinych textilii slouzicich
k prekryti ran [148]. Velky vyznam v textilnim primyslu maji také parfémované
textilie, které si dokazi udrZet viini po dlouhou dobu a diky obsahu enkapsulovan¢
BAL odolavaji chemickému ¢iSténi a prani. Pfikladem je studie, v ramci které
byla pfipravena parfémovand textilie s mikroenkapsulovanym EO levandule
(Lavandula angustifolia) [149].

Pt1 vyrobé funkénich textilii miiZze byt vyuzita také akaricidni aktivita EO popf.
jejich slozek. Tyto textilie jsou pak odolné vii€i rozto€iim, kteti negativné plisobi
na zdravi Clov€ka z divodu rozvoje astmatu, atopické dermatitidy ¢i jinych
alergii. EO a jejich slozky jsou zde vyuzity jako ndhrada syntetickych akaricida,
kter¢ mohou byt pro ¢lovéka neurotoxickeé [150]. Mikrokapsle s obsahem EO
a jejich slozek aplikované do bavinénych ¢i jinych textilii mohou poskytovat
rovnéz insekticidni a repelentni aktivitu a nahradit tak syntetické repelenty jako
je N, N-diethyl-meta-toluamide, které negativné ovliviuji lidské zdravi. Ve studii
publikované Specosem a kol. byly mikrokapsle s obsahem EO z citronely
(Cymbopogon nardus) aplikovany na bavinéné textilie k dosazeni repelentni
aktivity. Tyto textilie vykazovaly vysokou a dlouhotrvajici ochranu pfed hmyzem
ve srovnani s textiliemi, které byly oSetfeny ndstfikem neenkapsulovanym
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EO [151]. Dalsim piikladem mize také byt repelentni zemédé€lska textilie, ktera
chréni rostliny pfed poSkozenim zpisobenym kraliky ¢i vysokou zvéri [151].

Mikrokapsle s EO popf. jejich slozkami se také vyuzivaji pro obuvnické
aplikace (napt. vlozky do bot z netkan¢ho textilu, které mohou uvoliiovat aktivni
latku beéhem chiize). Sanchez-Navarro a kol. se zabyvali studiem mikrokapsli s
obsahem EO c¢ajovniku australského (Melaleuca alternifolia). Enkapsulacni
proces zde pusobil jako ochrana EO pted vlhkosti, svétlem, kyslikem a také pro
kontrolované uvoliiovani aktivni latky. Zaclenénim enkapsulovanych EO do usni
a jinych materiald slouzicich k wvyrobé obuvi bylo mozno dosahnout
antimikrobialni aktivity proti MO vyskytujicich se na pokozce nohou a obnoSené
obuvi [152].

1.5.3 BPS v zemédélstvi

Masivni poSkozeni plodin skiidci negativné ovliviiuje zeméd¢€lskou produkci,
snizuje kvalitu potravin a zpiisobuje zna¢né ekonomické ztraty pro zemédélce.
Rozklad je jednim ze zasadnich faktoril, ktery ovliviiuje skladovatelnost ovoce
a zeleniny po sklizni a rovné€z odpovidad za vyznamné financni ztraty. Z tohoto
divodu se fungicidy a pesticidy bézné vyuzivaji k posklizhovému oSetfeni
zem@délskych produkti. AvSak kvili jejich negativnim dopadim na Zivotni
prostiedi a lidské zdravi, a rovnéZz z diivodu rozvoje rezistence patogenu vici
fungicidiim je nutné hledat piirodni alternativy. MoZnym feSenim je aplikace
enkapsulovanych EO popt. jejich slozek, které vykazuji napt. fungicidni,
insekticidni ¢i pesticidni vlastnosti. Kupaei a kol. prokazali, ze poskliziiové
oSetfeni plodi manga enkapsulovanym EO tymianu (Thymus vulgaris)
a rozmarynu (Rosmarinus officinalis) zabranily jeho rozkladu, prodlouzilo jeho
skladovatelnost a zachovalo jeho pfirozené vlastnosti [153].

Dal8im problémem v zemédé€lstvi, ktery zpusobuje nezddouci zmény kvality
produkti béhem manipulace, zpracovani a skladovani, je enzymatické hnédnuti
zeleniny. Pro zabranéni tohoto jevu je nutnd inaktivace enzymil napf. pomoci
BAL. Kupaei se ve své studii zabyval pfipravou systému s enkapsulovanym EO
rozmarynu  (Rosmarinus  officinalis) za ucelem redukce peroxidi
a polyfenoloxidazy (enzymy zodpovédné za enzymatické hnédnuti zeleniny).
In vivo i in vitro testy byla potvrzena antioxidac¢ni aktivita pfipravenych systému
[154].

V poslednich letech je vyvoj zaméfeny 1 na vyuZiti enkapsulovaného EO
a jejich sloZek s insekticidni aktivitou pro potravinaiské obaly, které kontrolované
uvolinuji aktivni latku a jsou tak odolné vii¢i napadeni hmyzem [150]. Ve studii
publikované Chungem a kol. bylo potvrzeno, Ze mikrokapsle obsahujici EO
tymianu (Thymus vulgaris) vykazuji vysokou repelentni Géinnost (cca 90 %)
po dobu 4 tydnt [155]. V jiné studii byly pfipraveny filmy obsahujici
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enkapsulovany EO skotice (Cinnamomum verum) za ucelem ochrany potravin
(susenek) pfed hmyzem. Byla zde potvrzena insekticidni aktivita EO skofice proti
larvam mary [135].

1.5.4 BPS v kosmetickém primyslu

Mikroenkapsulace je také dilezitym ndstrojem pro kosmeticky pramysl.
Poskytuje jedinecny systém nosi¢li ucinnych latek, umoznujici jejich
kontrolované a cilené uvoliiovani, jejich izolaci a ochranu pied vnéj§imi vlivy,
zlepSeni stability a ucinnosti a také maskovani nezddoucich vlastnosti ¢inné
latky. Ptiklady vyuziti enkapsulovanych EO popft. jejich slozek lze nalézt pti
vyrob¢ Cisticich a pracich prostfedkii, sprchovych a koupelovych geld, krémii,
vlasovych ptipravkil, parfémil, mydel, opalovacich krému, zubnich past, apod.
Mikroenkapsulace umoziuje vyrobu inovativnich produkti a produktii s vysokou
pfidanou hodnotou v reakci na lidske potieby a piani [156].

V minulosti vyuzival kosmeticky prumysl EO a jejich slozky pievazné jako
latku dodavajici viini vyrobku. V dnesni dobé& jsou vSak v kosmetickém primyslu
studovany a vyuZivany jejich dalSi vlastnosti. Mnoho studii potvrdilo moznost
jejich pouZiti jako konzervaéni ptisady v kosmetice diky jejich antimikrobialnim
vlastnostem proti Siroké Skale MO [21]. EO a jejich slozky vykazuji také
antioxidacni aktivitu, ktera se v kosmetickych produktech vyuziva za Ucelem
prodlouZeni jejich trvanlivosti nebo ochrany pokozky pfed volnymi radikaly

odpovédnymi za starnuti pleti (zména barvy, ztrata pruznosti a tvorba vrasek)
[157, 158].

1.5.5 BPS ve zdravotnictvi a farmaceutickém pramyslu

Povrchy vsech zdravotnickych prostfedkti poskytuji vhodné prostiedi pro rist
MO, coz je hlavni pti¢inou vzniku nozokomialnich infekci (sekundéarnich infekci
ziskanych ve spojitosti s 1é€ebnym postupem). To predstavuje vyznamné riziko
pro pacienty a nasledné i zvySené¢ ekonomické nédklady na lécbu. Vzhledem
k tomu, Ze se polymery hojné pouZzivaji, naptiklad jako implantaty, nosice léku,
ochranné obaly a zdravotnické materidly, je tfeba tento nedostatek eliminovat
nebo alespont ucinné redukovat. EO a jejich sloZky mohou byt vyuzivany pro
inhibici adheze MO a tvorby biofilmu na povrchu invazivnich zdravotnickych
prostiedkti. Prikladem je vyzkum provedeny Chifiriucem a kol., kde bylo
prokazano, ze EO rozmarynu (Rosmarinus officinalis) spole¢né s nanoc¢asticemi
magnetitu siln¢ inhiboval tvorbu biofilmu testovanych MO Candida albicans
a Candida tropicalis na povrchu katetru [159].

Dalsi piiklad farmaceutického vyuziti je prezentovan ve studii, kde byly
pouzity mikrokapsle s obsahem EO citronely (Cymbopogon nardus)
do repelentnich masti proti komarim. Zejména v tropickych oblastech existuje
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vysoké riziko nemoci piendSenymi komdry, véetné maldrie. Mikroenkapsulace

zde snizila rychlost odpafovani EO a zaroven prodlouzila dobu jeho piisobeni
[160].

V oblasti moderni biotechnologie ptedstavuji systémy davkovani 1é¢iv a jinych
aktivnich latek a mikroenkapsulace velky pokrok. Zaméfeni na vyvoj
transdermalniho systému dévkovani 1é¢iv pfinasi novou nadéji pro nahrazeni
soucasné vysoce rizikové intravenozni aplikace a dramaticky snizuje nezadouci
vedlejsi ucinky 1€ka a ucinnych latek [161]. Napft. v 1écich slouzicich pro 1é¢bu
orofacidlni bolesti mohou byt EO popt. jejich slozky vyuzity pro své

'''''
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SHRNUTI SOUCASNEHO STAVU

Na zédklad¢ dostupnych literarnich pramenti lze konstatovat, ze je zde potieba
spole€nosti  smétujici k vyvoji novych polymernich materidlli s pfidanymi
funkénimi vlastnostmi, mezi které patii také senzoricky pfijatelné charakteristiky
finalnich vyrobkt, ale ptfedevsim jejich bezpecnost z pohledu ochrany pied
nezadoucim mikrobialnim osidlovanim polymernich povrch. BAL na bazi EO
splnuji vyse uvedena kritéria a zaroven jsou environmentalng piijatelné vzhledem
k jejich pfirodnimu ptivodu.

Vyznamnou piekdzkou omezujici SirSi uplatnéni EO a jejich slozek
pro modifikaci polymeri je jejich materidlova nekompatibilita s vétSinou
pouzivanych  polymernich  matric, ktera se primarné  projevuje
pti zpracovatelskych procesech, které vétsinove probihaji za teplot prevysujicich
bod varu EO, popt. jejich sloZzek. Jejich dalsi nevyhodou je také nizk4 odolnost
proti podminkdm vnéjSiho okoli.

Mezi dostupnymi slozkami EO se jako perspektivni jevi LIN, ANE a ALY,
které se pfirozené vyskytuji v mnoha rostlinach, kofenich & ovoci. Radou studii
bylo potvrzeno jejich Siroké spektrum biologickych uc¢inki pifedevSim
matrice modifikované vybranymi BAL pak mohou byt Siroce aplikovatelné napt.
v potravinaiském, kosmetickém, textilnim a zemédélském primyslu nebo
pii1 produkci zdravotnickych prostfedkli. Mezi zastupci syntetickych polymerii
je pro vyzkumné ucely relevantni LDPE, a to diky svému rozsdhlému
pramyslovému vyuziti, dostupnosti a vyhodnym fyzikaln&-chemickym
vlastnostem. Ptrekondni problému s tékavosti zvolenych BAL je moZno teSit
zaClenénim mezikroku adsorpce BAL na béZzné dostupna polymerni plniva, ktera
navic mohou zlepSit vysledné vlastnosti polymerniho kompozitu, a ptipadné
I jeho cenovou dostupnost.

Dalsi oblasti vyzkumu je za€lenéni BAL do procesu piipravy mikroc¢asticovych
polymernich systémi. Metody enkapsulace byly vyvinuty za uc¢elem zapouzdieni
aktivni latky do formy ¢astice pro jejich ochranu pted externimi vlivy a za ic¢elem
kontroly kinetiky jejich uvolinovani do prostfedi. Mezi perspektivni materialy
z hlediska enkapsulace lze zaradit PLA a PMMA hlavné z dtvodu jejich
biorozloZitelnosti (PLA) a biokompatibility (PLA, PMMA), ¢imZ se rozSifuje
mozZnost 1 pro uplatnéni ve zdravotnictvi.
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CILE DISERTACNI PRACE

Na zékladé¢ ziskanych poznatki z literarnich prament byly definovany nésledujici
cile disertacni prace.

Primarnim cilem této prace je pfipravit a charakterizovat materialy a procesy
pro efektivni modifikaci vybranych polymert slozkami EO pomoci konven¢nich
zpracovatelskych technik.

Pro dosazeni tohoto zakladniho cile byly vydefinovany nésledujici dil¢i cile:

e vyvo] a optimalizace metodiky analytického stanoveni BAL
v polymernim systému,

e  optimalizace imobilizace BAL na pevné nosice,

e inkorporace BAL imobilizovanych na pevnych nosi¢ich do matrice
polymeru, enkapsulace BAL do PLA, PMMA a PLA/PMMA za vzniku
mikrosfér,

e  vyvoj metodiky pro studium uvoliiovani BAL z polymernich mikrosfér,
e stanoveni biologické aktivity pripravenych polymernich systémil,

e stanoveni vlivu modifikace polymerii zvolenymi BAL na vysledné
vlastnosti systémul (mechanické, morfologicke, termalni apod.).

Pro splnéni vySe stanovenych cilii jsou experimentalni aktivity rozdéleny
do dvou okruhd:

l. Biologicky aktivni polymerni systémy na bazi LDPE s inkorporovanymi
BAL pftirodniho pivodu

Il. Enkapsulace BAL ptirodniho plivodu do matrice PLA, PMMA a jejich
smési

Vystupem feSeni kazdého z vySe uvedenych okruhli je souhrnna prace
publikovana v odborném casopise.
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2. EXPERIMENTALNI CAST

Prakticka cast disertacni prace byla rozdélena do dvou tématickych okruhd.
Cilem prvni ¢asti praktické prace byl vyzkum antibakteridlni modifikace
polymerti s vyuzitim BAL pfirodniho plivodu. Za timto ucelem byly vyuzity
slozky EO, které vykazuji cetné biologické Uc€inky. Zaclenéni téchto latek
do matrice LDPE bylo uskute¢néno termoplastickym zptisobem. Bylo vSak nutné
eliminovat ubytek slozek EO zptsobeny jejich vysokou tékavosti, a proto byly
tyto BAL imobilizovany na pevné nosice, které jsou vyuzivany jako polymerni
plniva. Stézejni Casti tohoto vyzkumu bylo vytvofit a optimalizovat metodu
kvantitativniho stanoveni BAL jak na pevnych nosicich, tak i1 po jejich
inkorporaci do polymerni matrice. Hlavni diraz byl pfitom kladen na studium
antibakteridlni  aktivity = pfipravenych  kompozith  proti  patogennim
grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim. Déle byl studovan vliv pfitomnosti
antibakterialni plniva na mechanické vlastnosti. Interakce pevnych nosicu
a polymerni matrice byla pozorovana pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie. Tato prace navrhuje aktivni antibakterialni filmy vhodné zejména
pro potravinarské aplikace.

Druhy okruh prakticke ¢asti disertacni prace je zaméfen na mikroenkapsulaci
slozek EO do matrice PLA a PMMA a jejich smési. Mikroenkapsulace zde slouzi
k ochrané¢ BAL pted ztratami zplsobenymi faktory vnéjSiho prostiedi. Pro
pfipravu mikrosfér byla pouZita metoda odpafovani rozpoustédla. Vznikle
mikrosféry byly charakterizovany pomoci skenovaci elektronové mikroskopie
a infraCervené spektroskopie s Fourierovou transformaci. Misitelnost zvolenych
polymernich materiald byla hodnocena pomoci diferencidlni skenovaci
kalorimetrie. Byla zde rovnéZ vyvinuta metoda kvantitativni analyzy slozek EO
pro stanoveni U€innosti enkapsulace, ktera byla zaroven vyuzita i v ramci studie
uvoliiovani BAL z pfipravenych mikrosfér. Nedilnou soucasti vyzkumu bylo
1 testovani antibakteridlni aktivity proti zastupcim grampozitivnich
a gramnegativnich bakterii.

Statistické vyhodnoceni dat

Namétené vysledky efektivity antibakterialni aktivity, kvantitativni analyzy
BAL na pevnych nosicich 1 v polymerni matrici, velikosti mikrosfér, ti¢innosti
enkapsulacniho procesu a uvolovani BAL z pfipravenych mikrosfér byly
vyhodnoceny ze tii nezavislych méteni, a jsou uvedeny jako primérna hodnota
2.1 se smeérodatnou odchylkou (2.2), stejné jako vysledky mechanickych
vlastnosti, které byly dle normy CSN EN ISO 527 méfeny desetkrat.

— 1

n
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kde: n je pocet méfeni, X; jSOU naméfené hodnoty

1 _
SD = Ne1 ?zl(xi —X)z (2.2)

kde: N je pocet vzorkd, Xi jSOU namétfené hodnoty, X je aritmeticky prumér

Kalibrac¢ni kiivky potiebné pii chromatografickych analyzach byly statisticky
vyhodnoceny pomoci linearnich regresi namétenych dat.

2.1 Polymerni kompozity na bazi LDPE s BAL imobilizovanymi
na pevnych nosicich

Polymerni materidly se diky sveé relativné snadné zpracovatelnosti,
recyklovatelnosti a moZnosti dosaZzeni pozadovanych mechanickych
a chemickych vlastnosti staly rovnocennou nahradou mnoha materiala
v nejrazngjSich priimyslovych oblastech. S jejich velkou rozsifenosti v§ak rostou
1 naroky na jejich kvalitu, bezpe€nost, ale také ptidanou hodnotu. V poslednich
nckolika letech nabyvaji na popularité polymerni materidly, které vykazuji uréitou
biologickou aktivitou. Tyto biologicky aktivni polymerni systémy mohou napf.
ucinné bojovat proti mikrobialni kontaminaci, a to zejména proti patogennim
mikroorganismiim [163—165]. Mnoh¢ studie zduraznily velky potencidl vyuziti
biologicky aktivnich polymernich systémi, napf. pii baleni potravin,
ve farmaceutickém nebo kosmetickém primyslu [166—168]. Pti baleni potravin
muZe biologicky aktivni polymerni systém zpomalit nebo zastavit riist MO a tim
zajistit bezpecnost, kvalitu a prodlouZit trvanlivost balenych potravin [169].

MoZnosti, jak ziskat biologicky aktivni polymerni systém, zahrnuji predevSim
pfimou inkorporaci BAL do polymerni matrice, nandSeni BAL na povrch
polymerniho materidlu, imobilizaci BAL k polymeru pomoci chemickych vazeb
anebo vyuziti polymeru, ktery sam o sob&é vykazuje antimikrobidlni
aktivitu [170-174].

Mezi velmi vyuZivany polymerni materidl, zeyména v potravinafskych nebo
zem&dé&lskych aplikacich, patii LDPE, a to diky jeho nizké cené, nizké hmotnosti,
flexibilité, houzevnatosti, chemické odolnosti a =zdravotni nezavadnosti
[175, 176]. Pro jeho modifikaci mohou byt pouzity syntetické BAL
(organické nebo anorganické kyseliny, kovy, alkoholy, amonné¢ slouceniny,
aminy), anebo pfirodni BAL [177, 178]. Nicméné rostouci obavy z moznych
nezddoucich ucinkl syntetickych latek na zdravi Clovéka vedou k zaméifeni
se vyzkumu na piirodni BAL. V poslednich n€kolika letech byl zaznamenan
zvySeny zajem o vyuzivani EO, tékavych aromatickych latek extrahovanych
z rostlin, které vykazuji urcitou biologickou aktivitu [179, 180]. Nevyhodou je
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vSak jejich nekonzistentni slozeni, pramenici z rozdili v obdobi sklizng,
v podminkich péstovani a v odliSnych zemépisnych oblastech [181, 182].
Vhodnym feSenim tohoto problému se jevi vyuziti izolované slozky EO. LIN,
ALY a ANE se vyskytuji v mnoha rostlinach, kofenich ¢i ovoci, a vykazuji Cetné
biologické tcinky, a to pfedevsim antimikrobialni a antioxida¢ni [183—189].

Hlavni nevyhoda téchto latek spociva v jejich zna¢né tékavosti, ktera
ptedstavuje problém pfi jejich termoplastické inkorporaci do polymernich matric
probihajici za vysokych teplot. Bylo provedeno mnoho studii zabyvajicich
se ptimym zabudovanim EO a jejich slozek do polymeru s cilem dosazeni jeho
antimikrobidlni aktivity [112, 190-195]. Ve vétsing piipadt je tato aktivita
hodnocena ihned po pfipravé filmu [129, 192, 195, 196]. Pro urcité aplikace
je vsak zadouci kontrolovana a dlouhodoba antimikrobidlni aktivita.

Reseni lze zde nalézt v imobilizaci slozek EO na organicka & anorganicka
polymerni plniva, kterd navic zlepsSuji vysledné¢ mechanické i tepelné vlastnosti
kompozitu [197-199]. Dievni moucka (WF) i mastek (TC) jsou bé&zné
pouzivanymi polymernimi plnivy. WF snizuje cenové naklady a poskytuje
materialu specifické vlastnosti, jako je nizkd hustota nebo vysoka specificka
tuhost [200, 201]. TC ma zase pozitivni vliv na zpracovatelnost, pevnost,
rozmérovou stabilitu 1 chemickou odolnost [202, 203]. Pti baleni potravin jsou
dalezitym faktorem bariérové vlastnosti obalu, které maji piimy dopad
na skladovatelnost potravin obsazenych uvnitt. TC diky své struktuie v urcite
mife redukuje pfenos vodnich par a kysliku [203]. Hlavnim G¢elem imobilizace
slozek EO na polymerni plniva je vSak jejich ochrana pfed vyparovanim
a pusobenim vysokych teplot.

Cilem této studie byla ptiprava biologicky aktivniho polymerniho systému
na bazi LDPE. Jako BAL byly pouzity slozky EO (LIN, ALY, ANE), které
z divodu jejich tékavosti byly imobilizovany na pevné nosi¢e (WF, TC, MS).
Pfedmétem tohoto vyzkumu bylo popsat vzijemné vztahy mezi BAL, pevnymi
nosici a vyslednymi antibakterialnimi vlastnostmi kompozitu. Nedilnou soucasti
prace bylo 1 studium vlivu pfitomnosti pevného nosi¢e na mechanické vlastnosti
a morfologii vysledného kompozitu. Diraz byl kladen také na kvantitativni
analyzu BAL pomoci chromatografickych metod.

2.1.1 Pouzité materialy pro pripravu vzorki kompoziti

Pro tento okruh experimentalni prace byl pouzit LDPE (BRALEN RB 03-23),
ktery byl dodan firmou SLOVNAFT, a.s. (Bratislava, Slovenska republika).
Dodavatelem slozek EO: LIN (97%, CAS: 78-70-6), ALY (98%,
CAS: 140-67-0) a ANE (99%, CAS: 4180-23-8) byla Sigma Aldrich.
TC ve farmaceutické kvalité (CAS: 14807-96-6) byl potizen od firmy IPL Lukes
(Uhersky Brod, Ceska republika). Molekulova sita (MS) (4 A, CAS: 70955-01-0)
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pochazela rovnéz od firmy Sigma Aldrich. WF (velikost ¢astic 75-126 um) byla
ziskéana z vlastnich zdroj.

Bakteridlni kmeny, pouzivané pti mikrobiologické analyze, Staphylococcus
aureus (4516) a Escherichia coli (4517), byly pofizeny z Ceské sbirky
mikroorganisméi (Masarykova Univerzita, Brno, Ceska republika). Pouzita
mikrobiologicka média (Nutrient Broth w/w 1% Peptone, Plate Count Agar,
Soybean Casein Digest Broth with Lecitin and Tween 80 (SCDLP)) byla dodana
firmou HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., (Indie).

2.1.2 Priprava vzorki polymernich kompoziti

Pevné nosice (TC, WF, MS) byly nejprve aktivovany za izotermickych
podminek (TC pti 220 °C po dobu 16 hodin, MS pii 300 °C po dobu 16 hodin
a WF pii 40 °C po dobu 4 hodin). BAL byly imobilizovany na pevné¢ nosi¢e
v poméru 1:1 za teploty 25 °C, a nasledn€ odpatovany 24 hodin za riznych teplot
(LIN pfi 50 °C, ALY pfti 50 °C a ANE 75 °C).

Takto vzniklé aditivum bylo v riznych koncentracich (5, 10, 15, 20 hm. %)
termoplasticky zakomponovano do matrice LDPE za wvyuziti michaciho
dvouvalce (Labtech, Ltd., Thailand) po dobu 8 minut pfi teplotach valca
155 °C a 135 °C. Vysledny produkt byl poté lisovan pomoci manuélniho lisu pti
teplot¢ 140 °C po dobu 5 minut, a nasledné zchlazen pii tlaku 10 MPa
po dobu 5 minut. Vysledna tloustka filmu ¢inila cca 1 mm. Pfi tomto zpiisobu
zpracovani byly ziskdny homogenni vzorky, které byly oznaceny nasledovné:
LDPE/pevny nosi¢/BAL/koncentrace.

2.1.3 Pouzité metody pro charakterizaci pripravenych kompozita

Morfologicka analyza kompozitit

SEM patii mezi nedestruktivni zobrazovaci metody, diky které je mozno ziskat
detailni zobrazeni sledovaného vzorku. Svazek elektronli (v primarnim svazku)
fadkové snima povrch vzorku a detekuje vybuzené signaly (elektrony
sekundarniho svazku), které vznikaji po dopadu elektronu z primarniho svazku.
Pomoci detektoru jsou zachytavany prevazné sekundarni elektrony o nizke
energii vyrazené z tenké povrchové vrstvy vzorku, nebo zpétné odrazené a proslé
elektrony, které¢ maji srovnatelnou energii s primarnimi elektrony [204].

Morfologické analyza ptipravenych kompozitii byla provedena na skenovacim
elektronovém mikroskopu SEM VEGAII LMU Tescan (Ceska republika)
pii urychlovacim napéti 10 kV a za vysokého vakua. Vzorky pro SEM analyzu
byly zlomeny pomoci kapalné¢ho dusiku a byl skenovan jejich povrch v lomu.
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Mechanické vlastnosti kompozitit

Tahové zkouSka slouzi k charakterizaci mechanickych vlastnosti materidlu.
Pii tahové zkouSce je vzorek protahovan ve sméru své hlavni podélné osy
konstantni rychlosti az do jeho poruseni, anebo do okamziku, kdy napéti v tahu
(zatizeni) nebo protazeni (pomérné prodlouzeni) dosdhnou piedem zvolené
hodnoty. Je sledovana zavislost tahového napéti na deformaci vzorku [205].

Testovani mechanickych vlastnosti kompoziti (Youngiv modul, pevnost
v tahu a pomérné prodlouzeni pfi pietrzeni) bylo provedeno na trhacim Stroji
(M3505CT, Testometric Co. Ltd, Velkd Britdnie) podle normy
CSN EN ISO 527 13 [205, 206]. Pied samotnou analyzou byly vzorky
kondicionovany pii 23 °C a 50% relativni vlhkosti po dobu 88 hodin pro dosazeni
rovnovazneho stavu [207]. Tahova zkouska poté probihala pti teploté 23 °C.
Rychlost deformace byla nastavena na 100 mm-mint. Kazdy vzorek byl méfen
desetkrat, a vysledek je uveden jako primérna hodnota.

Antibakterialni vlastnosti kompozitii

Stanoveni antibakteridlni aktivity probihalo na zaklad¢ normy 1SO 22196: 2011
[208]. Antibakterialni aktivita byla hodnocena proti grampozitivni bakterii
Staphylococcus aureus a gramnegativni bakterii Escherichia coli. Pro testovani
byly pouzity kompozity s 20 hm. % aditiva. Bakterialni suspenze byly pfipraveny
v koncentracich 5,6-108 CFU-ml™* (Escherichia coli) a 2,810’ CFU-ml™
(Staphylococcus aureus). Pripravené vzorky kompoziti byly nastiihany
na rozmér 2,5 x 2,5 cm a kryci folie z PE na 2,0 x 2,0 cm. Od kazdého kompozitu
bylo pfipraveno 6 vzorkll. Po naneseni bakterialni suspenze na vzorky a prikryti
kryci folii, byly vzorky inkubovany pfi teploté 35 °C a 90% vlhkosti po dobu
24 hodin. Pot¢ byla nanesend bakterialni suspenze ze vzorku splachnuta roztokem
SCDLP a roztok byl pfeveden do zkumavky, kde metodou fedéni byl kultivacné
stanoven pocet Zivotaschopnych bakterii (CFU-ml™) po inkubaci pii 35 °C
a 48 hodinach. Pocet ptezivsi kolonie tvoficich jednotek N byl stanoven pomoci
rovnice 2.3:

_ Y
"~ V-(n+0,1'n5)d

(2.3)

kde: C je soucet vsech kolonii spocitanych na vybranych plotnach, n; je pocet
ploten pouzitych pro vypocet z prvniho fedéni, n, je pocet ploten pouzitych pro
vypocet z druhého fedéni, d je faktor prvniho pro vypocet pouzitého fedéni.
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Vyslednd antibakteridlni aktivita pfipravenych vzorkli byla vypocitana
z nasledujici rovnice 2.4:

Ry = U —Uy) — (A4 —Up) = U, — A, (2.4)

kde: R, je antibakterialni aktivita vzorku, Up je praimér dekadického logaritmu
poétu Zzivotaschopnych baterii (bunék-cm™2) z neupravenych vzorkii bez
antibakterialni tipravy ihned po inokulaci, U; je primér dekadického logaritmu
poétu Zivotaschopnych baterii (bunék-cm2) sejmutych z neupravenych vzorki
bez antibakterialni Upravy 24 hodin po inokulaci, A; je primér dekadického
logaritmu po&tu Zivotaschopnych baterii (bunék-cm2) z neupravenych vzorkl
s antimikrobialni upravou po 24 hodinach.

Kvantitativni analyza BAL

Kvantitativni analyza LIN, ALY a ANE na pevnych nosicich a ve vyslednych
kompozitech byla provedena jednak pomoci plynové chromatografie
s hmotnostni detekci (GC/MS), ale také metodou pyrolyzni plynové
chromatografie s hmotnostni detekci (Py/GC/MS).

Plynova chromatografie je analyticka metoda slouZici k separaci plyntli a par
tékavych kapalin a roztokl tuhych latek, které l1ze do plynného stavu prevést.
Pt1 separaci vyuziva dvé heterogenni faze, a to f4z1 mobilni (nosny plyn) a fazi
stacionarni (umisténa v kolon€), mezi kterymi dochdzi k opakovanému
ustanovovani rovnovahy [209].

Pro metodu GC/MS bylo nejprve nutno provést extrakci vzorkd (5 g)
v Soxhletové extraktoru ve 250 ml methanolu po dobu 18 hodin.

GC/MS analyza byla poté provedena na pfistroji Shimadzu GCMS-QP2010
Ultra device s vyuzitim kapilarni kolony SLB-5 MS (30 m x 0.25 mm, vrstva
filmu = 0.25 um, Supelco). Jako nosny plyn bylo pouzito helium s pritokem
1,12 ml-min~1. Teplota injektoru byla zvolena na 200 °C a injektované mnozstvi
vzorku Cinilo 1 pl. Splitovaci pomér byl nastaven na 1:100. Separace probihala
pii teplotnim programu zacinajicim na teploté 70 °C drZzené po dobu 1 minuty,
poté se teplota zvySovala rychlosti 10 °C-min! az na koneénou teplotu
180 °C (drzeno 7 minut). Teplota iontového zdroje byla nastavena na 200 °C.
Teplota ptevodniku do MS cinila 300 °C. lonizace separovanych latek byla
provedena pomoci elektronove ionizace s ioniza¢ni energii 70 eV a v rezimu scan
byla snimana odezva vSech iontll v rozmezi m/z = 35-350. Identifikace slouc¢enin
byla provedena na zikladé srovnani naméfenych hmotnostnich spekter
s knihovnami spekter.
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Metoda pyrolyzni plynové chromatografie s hmotnostni detekci byla vyuzita
pro stanoveni BAL ve vzorcich, které nebyly podrobeny extrakci. Vysledky této
metody slouzily pro srovnani s metodou GC/MS, u které bylo nutno vzorek
extrahovat. Ackoli je metoda Soxhletovy extrakce velmi oblibenad a relativné
jednoduchd, jejimi hlavnimi nevyhodami jsou dlouhé extrakcni Casy (18 hodin)
a velka spotfeba rozpoustédel.

Py/GC/MS je technika, pfi které je vzorek tepelné rozkladan v inertni atmosféie
(nebo vakuu) na mens$i molekuly, které¢ jsou dale separovany chromatografickou
kolonou a detekovany pomoci hmotnostniho spektrometru [210]. Py/GC/MS
analyza vSech vzorkli byla provedena pomoci Multi-Shot Pyrolyzéru
EGA/PY3030D ve spojeni s plynovym chromatografem Shimadzu
GCMS-QP2010 Ultra device. Pro kazdou analyzu byly do pyrolyzniho kelimku
navazeny 3 mg vzorku, ktery byl nasledné pyrolyzovan pii 300 °C
po dobu 3 minut. Plynovy chromatograf byl vybaven kolonou Ultra Alloy-PY?2
(30 m x 0,25 mm x 0,5 um). Jako nosny plyn bylo pouzito helium s pritokem
1,01 ml-min~t. Splitovaci pomér byl nastaven na 1:100 a teplota injektoru
1 interface Cinila 300 °C. Teplotni program kolony byl zapocat teplotou 60 °C,
kterd byla drzena 3 minuty, dale nasledoval ohiev rychlosti 6 °C-min™t
na konecnou teplotu 200 °C (drZzena 10 minut). Teplota MS detektoru
¢inila 250 °C a skenovani bylo nastaveno na rozsah m/z = 33—450.

U obou metod byl obsah LIN, ALY a ANE ve vzorcich stanoven pomoci
kalibracni kiivky a vysledky jsou uvedeny jako primér ze tii stanoveni.

2.1.4 Vysledky a diskuze okruhu I

Vliv pevnych nosic¢it na morfologii kompozitu — SEM analyza

Morfologie pfipravenych kompoziti a kompatibilita pevnych nosi¢i s LDPE
matrici byla sledovana pomoci metody SEM. Obrazky 6, 7, 8, 9 znazornuji Cisté
LDPE a LDPE kompozity s tfemi riznymi pevnymi nosi¢i (WF, TC, MS)
0 koncentraci 20 hm. %. Pomoci SEM (obr. 6 A, B) bylo mozno pozorovat
relativné hladky a homogenni povrch LDPE. V pfipadé kompozitu LDPE
s obsahem MS (obr. 7 C, D) byly pozorovany krychlovité castice MS
s velikosti od 5 do 10 um. U kompozitu s obsahem TC (obr. 8 E, F) byl
zaznamendn destiCkovity tvar ¢astic TC o velikosti 10-40 pm. SEM analyzou
bylo potvrzeno rovnomérné rozptyleni TC a MS v LDPE matrici bez vyznamné;$i
agregace, ovsem byla také pozorovana ptitomnost dutinek. Vznik téchto dutinek
je pravdépodobné zpusoben nizsi adhezi ¢astic TC a MS k polymerni matrici,
coZ je v souladu s vysledky podobnych studii [211, 212]. Z obrazku 9 G, H
je patrngé, Ze Castice WF maji nepravidelny tvar, a rovnéz jsou zde pozorovany
zietelné mezery mezi WF a matrici LDPE. To poukazuje na nizkou kompatibilitu
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mezi hydrofilnimi ¢asticemi WF a nepolarnim LDPE. Tento zavér se shoduje
s vysledky mnoha jinych praci [213-215].

A
)

Obr. 7 SEM snimky LDPE kompozitit LDPE/MS/20 (C, D)
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Obr. 8 SEM snimky LDPE kompoziti LDPE/TC/20 (E, F)

Obr. 9 SEM snimky LDPE kompoziti LDPE/WF/20 (G, H)

Vliv pevnych nosi¢i na vysledné mechanické vlastnosti kompoziti

Tabulka 2 shrnuje hodnoty mechanickych charakteristik (Youngliv modul,
pevnost v tahu a pomérné prodlouzeni pii pietrZzeni) pfipravenych kompoziti.
Ve vSech piipadech se smérodatna odchylka pohybovala do 10 %. Mechanicka
analyza byla provedena u kompozitl s i bez obsahu BAL, bylo vSak potvrzeno,
ze ptitomnost BAL imobilizovanych na pevnych nosi¢ich nemé na vysledné
mechanické vlastnosti kompozitu zadny vliv. Jsou zde proto diskutovany pouze
kompozity bez obsahu BAL.
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Tabulka 2 Mechanické vlastnosti kompozitl

Vzorek |Koncentrace | E(MPa) | o (MPa) & (%)
aditiva (%) |Priamér/SD |Pramér/SD |Primér/SD

LDPE 0 217/16 16,7/1,3 238/23

5 232/27 14,1/1,4 237/15

10 251/22 13,4/1,2 227122

LDPE/MS 15 263/23 12.6/0.7 197/19
20 324/24 10,6/0,8 192/12

5 243/26 13,8/1,0 218/20

10 272127 8,8/0,7 187/21

LDPE/TC 15 318/23 8.4/0.6 168/11
20 428133 8,4/0,5 145/27

5 305/27 9,5/0,5 132/15

10 352/24 8,2/0,5 39/4

LDPE/WF 15 365/46 8.2/0.7 23/2
20 410/23 8,7/0,9 12/1

Na obrazcich 10, 11 a 12 je vyobrazen vliv rozdilnych pevnych nosict
na mechanické vlastnosti kompoziti vyjadieny jako relativni zména (srovnani
s nemodifikovanym LDPE). Nemodifikovany LDPE vykazoval niz8i hodnotu
Youngova modulu (E), a naopak vyssi hodnoty pevnosti v tahu (o) a pomérného
prodlouzeni pii pfetrzeni (g) ve srovnani s kompozity obsahujicimi pevné nosice.
Rovnéz bylo pozorovano, Ze se zvySujici se koncentraci vSech pevnych nosict
v kompozitech doSlo k naristu hodnot E, a zaroven k poklesu hodnot ¢ a e.
Zvysena tuhost kompozitl je ptipisovana skutecnosti, Ze ¢astice pevného nosice
omezuji pohyblivost polymernich fetézcl, coZ mlize rovnéZ zplsobit 1 sniZeni
hodnot deformace [216]. Vzrlstajici koncentrace pevnych nosici také zplisobuje
zvyseni krystalinity polymernich kompoziti [217]. Vysledky se shoduji se studii,
v niz byl pfipraven polymerni kompozit na bazi HDPE s obsahem TC.
Se zvySujicim se obsahem TC vzrostla také hodnota E a poklesla hodnota o [217].

Nejvyraznéj§i nartist hodnot E byl pozorovan u kompozitu s obsahem
20 hm. % TC. U kompoziti s obsahem MS a TC byly zaznamenany podobné
hodnoty mechanickych charakteristik, pravdépodobné zptsobené obdobnymi
fyzikalnéchemickymi vlastnostmi téchto polymernich plniv. ZvySeni hodnot E v
kompozitech obsahujicich WF se shoduje se studii, kde byly zkoumdany
mechanické vlastnosti kompozitd na bazi LLDPE s inkorporovanou WF [218].
Vyrazny pokles hodnot ¢ a ¢ u kompoziti s obsahem WF byl pravdépodobné
zpusoben vétsi velikosti ¢astic WF, a zaroven urcitou nekompatibilitou hydrofilni
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WF s hydrofobni polymerni matrici, coz bylo jiz také potvrzeno mnoha studiemi
[197, 219]. Vysledné mechanické vlastnosti kompozitli jsou tedy dany mirou
kompatibility mezi pevnym nosi¢em a polymerni matrici. Kompatibilita s LDPE
byla v piipad¢ TC a MS vyss$i v porovnani s WF, coz také koresponduje s vysledky
SEM analyzy.

[ LDPE/MS
B3333] LDPE/TC

I LDPE/WF

80 —

Relativni zména Youngova modulu [%]

0

20
Obr. 10 Relativni zmeéna Youngova modulu kompozitii v porovnani s cistym LDPE.
Smérodatna odchylka se pohybovala do 10 %
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Obr. 11 Relativni zména pevnosti v tahu kompozitii v porovnani s cistym LDPE.
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Obr. 12 Relativni zmeéna pomérného prodlouzeni pri pretrzeni kompozitit v porovndani s
cistym LDPE. Smérodatna odchylka se pohybovala do 10 %
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Antibakterialni vlastnosti kompoziti

Na obrazku 13 jsou graficky zobrazeny hodnoty antibakteridlni aktivity
ptipravenych kompoziti, kde obsah aditiva Cinil 20 hm. %. Nemodifikovany
LDPE a LDPE s inkorporovanymi pevnymi nosici (bez obsahu BAL) vykazovaly
nulovou antibakterialni aktivitu proti bakteriim Staphylococcus aureus
a Escherichia coli. Je vSeobecné znamo, ze jak MS, tak i TC jsou inertni
a biologicky neaktivni materidly [220, 221]. WF rovnéz vykazuje nulovou
antibakterialni aktivitu, avsak mize za urcitych podminek podléhat mikrobialni
kolonizaci [222].

Pti testovani antibakterialni aktivity bylo zjisténo, ze pfipravené¢ kompozity
Iépe inhibovaly rist gramnegativni bakterie s vyjimkami kompozith
LDPE/WF/ANE, LDPE/WF/LIN a LDPE/TC/ANE. To je v souladu se studii, kde
byla sledovana baktericidni aktivita EO bazalky (Ocimum basilicum) proti
grampozitivnim 1 gramnegativnim bakteriim [223]. AvSak v jiném vyzkumu, kde
byla rovnéz studovana antibakterialni aktivita EO bazalky proti grampozitivnim i
gramnegativnim bakteriim, byl popsadn opacny jev. Bylo zde uvedeno, Ze
gramnegativni bakterie byly proti ptisobeni EO bazalky vice odoIné ve srovnani
s grampozitivnimi bakteriemi [224]. Joshi a kol. v§ak pro antibakterialni testovani
vyuzila odliSné zastupce grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, nez byly
pouzity pro tento vyzkum a vyzkum popsany Kogou a kol. [223].

Nejvyssi antibakterialni Géinek proti ristu Escherichia coli byl zaznamenan
u kompozitt LDPE/WF/ALY, LDPE/TC/ALY a LDPE/MS/ALY. Tyto
kompozity by pravdépodobné vykazovaly antibakterialni aktivitu 1 v niz$ich
koncentracich, nez je 20 hm. % aditiva. Naproti tomu kompozity obsahujici
TC/LIN, WF/LIN, TC/ANE a WF/ANE vykazovaly nulovou antibakterialni
aktivitu proti rustu Escherichia coli. U kompoziti LDPE/TC/ANE
a LDPE/WF/ALY byla pozorovana vysoka antibakteridlni aktivita proti ristu
Staphylococcus aureus. Tato grampozitivni bakterie vSak byla rezistentni vuci
plsobeni kompozitu LDPE/TC/LIN, pravdépodobné z divodu neucinné
imobilizace LIN na pevny nosi¢, coZ bylo potvrzeno kvantitativni analyzou
(viz obr. 14).

Obecné nejvyssi hodnoty antibakterialni aktivity byly pozorovany u kompozit
obsahujicich ALY, coz koresponduje se studii Suppakula a kol., kde byla rovnéz
zaznamenana vys$i antibakteridlni u¢innost kompoziti s obsahem ALY proti
rastu Escherichia coli ve srovnani s kompozity obsahujici LIN [40]. Slozky EO
s fenolickou strukturou, véetné ALY, jsou vysoce u¢inné proti rustu bakterii, a to
1 navzdory jejich relativné nizké rozpustnosti ve vod¢ [225]. Mechanismus G¢inku
EO a jejich slozek proti patogennim bakteriim je pomérné slozZity proces, ktery
dosud neni zcela vysvétlen a objasnén. Je vSak ziejmé, ze antibakterialni €inky
EO a jejich slozek uzce souviseji s hydrofilnimi a lipofilnimi vlastnostmi danych
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komponent. Terpeny lipofilniho charakteru inaktivuji bunééné enzymy
katalyzujici vznik bakteridlnich membran. ZvySend propustnost membrany
je hlavnim faktorem mechanismu antibakteridlniho ucinku. Antibakterialni
sloueniny mohou tuto membranu narusit a zplsobit ztratu bunééné integrity,
a pripadn¢ bunécnou smrt. Nékteré slozky EO interferuji s translokaci proton
pfes membranové vacky a blokuji fosforylaci adenosin-difosfatu, v dasledku
¢ehoz dojde k naruseni primarniho energetického metabolismu bakterialni buiiky
[226-228]. EO a jejich slozky také mohou inhibovat syntézu DNA, RNA,
polysacharidl a proteinti v bunécné stén¢ bakterii [229].

B cscheichia coli
7] [ | Staphylococcus aureus

6 — _

Antibakteriglni aktivita kompozitl [R]
= %] NN
T R TR N
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]
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Y LV \S) \9 \/ 0
Obr. 13 Antibakteridlni viastnosti kompozitit

Kvantitativni analyza BAL na pevnych nosicich a v kompozitech

Na obrazku 14 jsou zobrazena mnozstvi BAL imobilizovanych na rGznych
pevnych nosi¢ich. Vysledky byly ziskany pomoci dvou metod: pfimou analyzou
vzorku pomoci Py/GC/MS a analyzou extrahovaného vzorku pomoci GC/MS.
Vysledné koncentrace BAL v pevnych nosi¢ich naméfené pomoci Py/GC/MS
byly srovnatelné nebo vys$s§i v porovnani s koncentracemi stanovenymi pomoci
GC/MS. Nejvyssi rozdily v koncentracich BAL stanovené obéma metodami byly
ve vzorcich WF/ALY, TC/ANE a MS/ANE.

Kvantitativni analyzou byla stanovena koncentrace BAL na pevnych nosicich,
ktera se pohybovala v rozmezi 0,1-8,3 mg-g*. Nejvyssi koncentrace viech BAL
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byla zaznamenana v ptipad¢ jejich imobilizace na WF, zatimco nejniz§i mnozstvi
BAL bylo zaznamenano u MS. Podle studie Willige a kol., je polarita BAL
hlavnim faktorem ovlivitujicim jejich sorpci. Autor zde porovnaval sorpci LIN
a limonenu na PE. Bylo zde zji§téno, ze vice polarni LIN byl mén¢ adsorbovan
na nepolarni polymer [230]. Dalsi obdobné studie porovnavala sorpci dvou
podobnych terpent (karvon a limonen) s rozdilnou polaritou na HDPE, LDPE
a PP. Bylo prokazano, ze méné polarni limonen (ve srovndni s karvonem)
vykazoval vyssi rychlost 1 vy$§i miru adsorpce na nepolérni polymerni matrice
[231]. Dalsi studie rovnéz potvrzuji, ze BAL jsou 1épe adsorbovany na pevné
nosice, které vykazuji podobnou polaritu [232, 233].

10
. | Py/GC/IMS
B GO

= 8 —

o

= |

E

. B —

=T

m B

a

LR p—

€

a |

5

¥ 2 —

f_']_
-:‘* ,g:x = %é = ‘i@

e \F‘ o x‘?‘ \F‘ \s
F P OFTFTE

Obr. 14 Koncentrace BAL na pevn)}ch nosicich po procesu imobilizace

Obrazky 15, 16 a 17 zobrazuji koncentraci BAL v LDPE namétfenou opét
pomoci Py/GC/MS a GC/MS. Zbytkova koncentrace BAL v polymerni matrici
¢inila 0 az maximalné 1,1 mg-g*, pficemZ nejvyssi hodnoty byly zaznamenéany
v kompozitech s BAL imobilizovanymi na WF (obr. 17). Obsah LIN a ALY byl
na vSech pevnych nosi¢ich 1 ve vyslednych kompozitech velmi nizky
az nulovy. To mohlo byt zpisobeno jejich vyssi tékavosti pfi nizsich teplotach
ve srovnani s ANE. Tato BAL vykazovala nejvys§i schopnost adsorpce
na vSechny pevné nosiCe, a také byla jedinou BAL, ktera byla detekovéna
v kompozitech obsahujicich MS a TC. Moznym zdivodnénim tohoto jevu
je pravdépodobné vyssi bod varu ANE. To také koresponduje s vyzkumem,
ve kterém byla porovnavana koncentrace riznych BAL s rozdilnymi body varu
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v polymerni matrici. Bylo zde potvrzeno, ze BAL s vy$$im bodem varu maji vyssi
schopnost setrvavat v polymerni matrici [234].

Dle vysledkt antibakteridlni aktivity vSak nebyla potvrzena nejvyssi tcinnost
ANE proti ristu testovanych bakterii, ptestoze jeho koncentrace v polymernim
kompozitu byla podstatné vyssinez ALY. Tento zavér je v souladu se studii, ktera
zkoumala antibakteridlni aktivitu ANE a ALY proti vybranym bakteridlnim
kmenim pomoci stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace. Byl zde
jednoznaéné prokazan vyssi antibakteridlni ucinek ALY [235].
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Obr. 15 Koncentrace BAL v kompozitech obsahujicich TC
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2.1.5 Shrnuti okruhu I

Byly pfipraveny polymerni kompozity na bazi LDPE s termoplasticky
inkorporovanymi BAL (LIN, ALY, ANE). StéZejnim mezikrokem inkorporace
téchto latek byla jejich imobilizace na pevné nosice (WF, TC, MS).

U takto pripravenych kompozith byla sledovéana jejich antibakterialni aktivita
(norma ISO 22196) proti patogennim bakteriim. Bylo zjiS§téno, ze pfipravené
filmy 1épe inhibovaly rist gramnegativni bakterie Escherichia coli ve srovnani
s grampozitivni bakterii Staphylococcus aureus. Nejvyssi antibakterialni aktivitu
pfitom vykazovaly kompozity s obsahem ALY imobilizovaného WF, nicméné
vysoka antibakterialni aktivita byla zaznamenana 1 v ptipad¢ ostatnich pevnych
nosict (TC 1 MS).

Pomoci dvou metod (GC/MS a Py/GC/MS) byla takeé provedena kvantitativni
analyza BAL v polymernim kompozitu 1 v pevnych nosiCich. NejvySsi
koncentrace BAL na pevnych nosi¢ich, 1 ve vyslednych kompozitech, byla
dosazena v ptipadé¢ ANE. Bylo rovnézZ zjisténo, Ze mnozstvi inkorporovanych
BAL je déno jejich fyzikalné-chemickymi vlastnostmi (bod varu, polarita) a také
polaritou pevnych nosic¢ii a polymeru.

Byl také hodnocen vliv pevnych nosicli na mechanické vlastnosti kompoziti,
kde bylo potvrzeno, Ze zvySujici se koncentrace pevnych nosicii v polymernim
kompozitu zptsobuje nartst Youngova modulu, a zaroven pokles pevnosti v tahu
a pomérného prodlouzeni pii pretrZzeni. Vysledky SEM analyzy prokazaly nizkou
kompatibilitu mezi WF a polymerni matrici.

Zvolené BAL jsou ucinnou antibakterialni latkou vhodnou pro modifikaci
LDPE, coz ptedstavuje jejich potencial pro uplatnéni napt. v potravinaiskych
¢1 zdravotnickych aplikacich.

2.2 Priprava mikrosfér na bazi PLA, PMMA a jejich smési
s obsahem BAL

EO a jejich slozky se diky svému piirodnimu plivodu, relativni bezpecnosti,
Sirokému pfijeti ze strany spotiebitelll a rozsdhlym moZnostem jejich aplikace
stavaji predmétem zajmu mnoha védeckych studii [150]. EO jsou obsaZeny
v mnoha druzich rostlin, ze kterych jsou izolovany rliznymi extrakénimi postupy.
Z chemického hlediska ptedstavuji EO bohatou smés tékavych a netékavych
sloucenin s nizkou molarni hmotnosti. Obsahuji terpenoidy, zejména
monoterpeny, seskviterpeny a diterpeny, spolu s fadou riiznych alifatickych
uhlovodikt, kyselin, alkoholi, aldehydt a esterti [236, 237]. Védecké publikace
poukazuji na fakt, Ze u€inky EO jsou pfipisovany jednak jejich majoritnim
ale také minoritnim slozkam [238]. Aktivni slozky EO (napt. LIN, ALY, ANE)
vykazuji mnoho biologickych uc€inki, a to hlavné myorelaxa¢ni, sedativni,
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anxiolytické, analgetické, protizanétlivé, antikonvulzivni, anestetické,
bradykardické, vazoaktivni, antimikrobidlni a antioxidacni vlastnosti
[37, 39, 183, 184, 239-247]. Vyuziti slozek EO je vSak v mnoha aplikacich
limitovano jejich vysokou tékavosti a citlivosti viici teplu, svétlu, kysliku ¢i vihku
[248].

Moznosti, jak ochrénit tyto latky pied nezadoucimi vlivy prostiedi, je vyuziti
mikroenkapsula¢niho procesu, ktery spociva v zapouzdieni kapalin, tuhych latek
nebo plyni do polymerniho obalu. Pfi mikroenkapsulaci dochazi ke vzniku
mikro¢astic o velikosti od 1-1000 pum. Mikrocastice se pak dale d¢li
na mikrotobolky (obsahuji polymerni obal a jadro) a mikrosféry [249]. Mikrosféry
jsou tvofeny makromolekularni siti, ve které je rozptylena aktivni latka ve formé
roztoku, suspenze, nebo emulze [250]. Uéelem mikroenkapsulace je poskytovat
ochranu aktivnim latkam proti okolnimu prostiedi, zvySit jejich stabilitu
a ucinnost, zachovat biologické a funkcni vlastnosti, prodlouZzit skladovatelnost
nebo dosahnout jejich fizeného uvoliovani [251]. Primyslové vyuziti
enkapsulovanych slozek EO je velmi Siroké, a to pfevdzné v oblastech
potravinarskych, textilnich, kosmetickych nebo farmaceutickych [150].
Konkrétnimi piiklady aplikaci jsou pak napt. ,inteligentni textilie®, léCiva
s postupnym uvolfovanim, pesticidy, pfisady do Cisticich a pracich prostredki
a jinych kosmetickych produkti.

V soucasné dobé existuje mnoho technik mikroenkapsulace, mezi které se radi
metody chemické (polymerizace, polykondenzace), fyzikalné-chemické
(extrakce a odpafeni rozpoustédla, jednoduchd ¢i komplexni koacervace)
a mechanické (extruze, sprejove suSeni ¢i chlazeni, fluidni obalovani) [150].
Jednou z nejpouzivanéjSich metod ptipravy mikrocastic je metoda odpateni
rozpoustédla, jejimz vysledkem je vznik mikrosfér [252]. Tato metoda je velmi
oblibend pro svou jednoduchost a nenaro¢nost na pfistrojové vybaveni,
a je vhodna pro BAL, které maji omezenou rozpustnost ve vod¢ [74, 253].
Je hojné vyuzZivana ve farmaceutickém primyslu pro ptfipravu [éCiv
s kontrolovanym uvoliiovanim [254].

Dilezitym krokem pii piipravé mikrocastic je vybér polymeru [255]. PLA
je biorozlozitelny polymer, ktery je vhodnou alternativou polymeriim na bazi
ropy. PLA se ptipravuje polykondenzaci kyseliny mlécné, kterd se ziskava
fermentaci obnovitelnych zemédé€lskych surovin, napt. kukufiéného Skrobu,
pSenice, cukrové titiny nebo brambor. PLA je znamy uz po mnoho desetileti
a v poslednich letech rapidné¢ roste moZnost jeho uplatnéni. Nespornymi
vyhodami je jeho nizkd cena, netoxi¢nost, biodegradovatelnost a biokompatibilita
[256-258].

PLA ma vSak také n¢kolik nevyhod, které¢ omezuji jeho Sirsi aplikovatelnost.
Mezi tyto nevyhody se fadi kiehkost, omezend houzevnatost, hydrofobicita
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a nizkd tepelnd odolnost [259, 260]. Moznosti, jak modifikovat néckteré
fyzikaln¢-chemické vlastnosti PLA, je jeho smichéni s jinymi polymery [90].
Zde se jako vhodny polymer jevi PMMA, tedy amorfni termoplasticky polymer,
ktery disponuje velmi cenénymi vlastnostmi, jako je vysokd chemicka stabilita,
biokompatibilita, netoxicita a dobré mechanické vlastnosti, v€etné¢ vysokého
Youngova modulu pruznosti a nizké hodnoty prodlouzeni pfti ptetrzeni. Pro tyto
vlastnosti je povazovan za vhodny materidl pro vyrobu mikrocastic pro rizné
aplikace [261, 262]. Bylo jiz provedeno nékolik studii zabyvajicich se ptipravou
polymernich smési PLA/PMMA, kde bylo pozorovano zlepSeni vlastnosti
polymert, které pak umoznovalo jejich §irsi vyuziti, napt. v tkdnovém inzenyrstvi
apod. [88, 142, 143, 263].

Tato studie je zaméfena na piipravu a charakterizaci mikrosfér na bazi PLA,
PMMA nebo jejich smési s obsahem slozek EO. Hlavni diraz byl kladen
na studium vzajemnych vztah mezi typem polymeru, slozkami EO a vyslednymi
vlastnostmi ptipravenych mikrosfér, predevSim antibakteridlnich a termalnich.
Nedilnou soucasti bylo také hodnoceni morfologie mikrosfér, stanoveni
enkapsulacni uCinnosti a sledovani kinetiky uvoltiovani BAL pomoci
chromatografické metody.

2.2.1 Pouzité materialy pro pripravu mikrosfér

Pro piipravu mikrosfér byl pouzit PLA (Ingeo 2003D, My~182 000 g-mol™?)
od firmy NatureWorks a PMMA (Altuglas V046, M,,~159 000 g-mol™) od firmy
Arkema. Jako emulgator byl pii pripravé mikrosfér vyuzit polyvinylalkohol
(PVA) (Mowiol 8-88, M,,~67 000 g-mola stupni hydrolyzy 86,7-88,7 mol. %,
CAS: 9002-89-5) a byl obdrzen od firmy Sigma Aldrich. Dodavatelem
dichlormethanu a chloroformu byla Penta chemicals. Slozky EO a jejich
dodavatel¢ jsou shodné s okruhem I. Rovnéz typ 1 dodavatel bakteridlnich kment
pouzitych pro mikrobiologickou analyzu jsou shodné s okruhem I. Média
pro mikrobiologicka testovani (Nutrient Broth, Plate Count Agar obsahujici
neutralizatory (Tween 5 g-1*a Lecitin 0,7 g-1?) a Mueller-Hinton Agar (MHA)
byla dodéna firmou HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., (Indie).

2.2.2 Priprava vzorki polymernich mikrosfér

Polymerni mikrosféry byly pfipraveny metodou odpateni rozpoustédla.
V prvnim kroku byl polymer (PLA) rozpustén v rozpoustédle nemisitelném
s vodou  (chloroform). Do  wvzniklého  polymerniho  roztoku
(10 hmotnostné-objemovych %) byly pfidany BAL o koncentraci 20 hm. %.
Vznikld smés byla emulgovana do  kontinudlni  vodné  faze
obsahujici 0,5 hmotnostné-objemovych % PVA pomoci homogenizéru (IKA
Ultra Turrax T 18 basic) pti 24 000 otackach za minutu po dobu 5 minut. Pomér
vodné a olejové faze Cinil 10:1. Vznikla emulze (olej ve vod€) byla déle
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sonifikovana ultrazvukovym homogenizatorem (UZ Sonopuls HD 2070) po dobu
5 minut pii amplitudé 50 %. Mikrosféry byly formovany pii odpatovani
organického rozpoustédla, které probihalo za michdni po dobu 24 hodin. Poté byly
mikrosféry centrifugovany piti 20 °C, po dobu 20 minut pii 14 500 otackach
za minutu. Nésledn¢ byly mikrosféry promyty 30 ml destilované vody. Proces
centrifugace a promyti byl tfikrat opakovan. Mikrosféry byly nésledné
lyofilizovany po dobu 24 hodin. Slepé vzorky byly pfipraveny stejny zptisobem
ovSem bez pifidavku BAL. VSechny pfipravené mikrosféry byly skladovany
v temnu pii 8+2 °C. Mikrosféry na bazi smési PLA/PMMA byly piipraveny vyse
uvedenym zplUsobem s vyjimkou rozpusténi polymert v dichlormethanu.
Procentualni zastoupeni PLA v polymerni smési bylo 100 % (Cisté PLA), 75 %,
50 %, 25 % a 0 % (Cist¢ PMMA). Pii pfipravé mikrosfér na béazi smési
PLA/PMMA byl z BAL pouzit pouze ALY. Pro ovéfeni absence zbytkového
rozpoustédla byla vyuzita technika headspace (HS) GC. Nebylo zde potvrzeno
piekroCeni piipustné zbytkové koncentrace chloroformu nebo dichlormethanu
Vv ptipravenych mikrosférach.

2.2.3 Pouzité metody pro charakterizaci pripravenych mikrosfér

Velikost mikrosfér

Velikost mikrosfér (Dp) a index jejich polydisperzity (PDI) byl stanoven
metodou laserové difrakce. Principem této metody je stanoveni uhlu rozptylu
svétla Easticemi, jez zavisi na jejich velikosti. Uhel difrakce je nepiimo imérny
velikosti ¢astic [264]. K tomuto ucelu byl vyuzit pfistroj Mastersizer E-3000
(Malvern, UK). PDI byl vypocitan z nasledujici rovnice 2.5:

PDI = (;—D)Z (2.5)

p

kde: SD je standardni odchylka, Dy je primérna velikost ¢astice.

SEM pripravenych mikrosfér

Morfologie ptipravenych mikrosfér byla zkoumana pomoci skenovaciho
elektronového mikroskopu (VEGA-II, Tescan) pracujiciho ve vysokém vakuu
a pii urychlovacim napéti 10 kV. Pred analyzou byly vzorky pokoveny zlatem.

Tepelné vlastnosti mikrosfér

Tepelné vlastnosti vzorki byly testovdny pomoci diferencialni skenovaci
kalorimetrie (DSC). DSC je termické analyza, diky které Ize ziskat informace
o charakteristickych teplotach materialu, jako jsou napf. teplota tani (Tp), teplota
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skelného piechodu (Ty), ¢i specifické teplo tani. DSC sleduje kompenzaéni
tepelny tok, potfebny k udrzeni nulového rozdilu pro vzorek a referen¢ni latku,
které se zahtivaji konstantni rychlosti [265].

DSC analyza byla provedena na pftistroji Mettler Toledo DSC STARe (Belgie).
Vzorky (5 mg) byly navazeny do jednotlivych hlinikovych panvicek. VSechna
mé&feni byla provedena v atmosféfe dusiku o pritoku cca 50 ml-min~?. Teplotni
podminky byly nastaveny nasledovné: 0-240 °C pii rychlosti ohfevu 10 K-min™,
Teplota 240 °C byla udrZzovana po dobu 2 minut. Nasledovalo chlazeni vzorku
z 240 °C na 0 °C rychlosti 10 K-min™. Po udrzeni této teploty po dobu 2 minut
nasledoval druhy ohfev (0-240 °C) pfi rychlosti ohievu 10 K-mint,

Stanoveni ucinnosti enkapsulace BAL

Pro stanoveni UCinnosti enkapsulaéniho procesu mikrosfér byla polymerni
matrice rozpuSténa v chloroformu a nasledné vysraZzena pomoci methanolu.
Uvolnéné BAL byly poté piefiltrovany pies stiikackovy filtr (PTFE, 0,22 pum)
a podrobeny GC/MS analyze (princip popsan v okruhu I), ktera probihala
na pristroji Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra device. Separace byla provedena
s vyuzitim kapilarni kolony Rxi-5ms, Restek (30 m x 0,25 mm, tloustka
filmu 0,25 um). Jako nosny plyn slouzilo hélium s pritokem 1,12 ml-mint,
Teplota injektoru byla nastavena na 200 °C a objem nastiiku vzorku ¢inil 1 pl.
Splitovaci pomér byl 1:100. Teplotni program kolony byl nasledujici: pocatecni
teplota 70 °C (drZzena 1 min), poté nardst teploty rychlosti 10 °C-mint az
na kone¢nou teplotu 180 °C (drZeno 4 min). Teplota iontového zdroje a interface
teplota Cinily 200 °C. Byla pouzita elektronova ionizace pii 70 eV a méfeni
probihalo v rozsahu hmot m/z = 35-350. Mnozstvi BAL bylo stanoveno
z kalibracni kiivky. Kazdy vzorek byl méfen tfikrat a vysledky jsou uvedeny jako
priumérna hodnota.

Stanoveni antibakteridalni aktivity polymernich mikrosfér

Antibakteridlni aktivita (AA) pfipravenych mikrosfér byla testovdna proti
bakteriim Escherichia coli a Staphylococcus aureus. Bakterie kultivované na TSA
agaru (inkubace pii1 35+£2 °C 24 hodin) byly pfeneseny do 1/500 NB média
a standardizovany na 10° CFU-ml™. Testovana suspenze obsahujici 1,5 ml
mikrosfér (0,15 g ve 1/500 NB) byla pfidana do 1,5 ml bakterialni kultury
a ponechana k inkubaci pti 3542 °C, 24 hodin. Testovani bylo provedeno tfikrat
pro kazdy vzorek mikrosfér a kazdy bakteridlni kmen. Po inkubaci byla zkumavka
obsahujici vzorek a bakteridlni suspenzi ftadné¢ protfepdna a pocet
zivotaschopnych bakterii byl stanoven pomoci metody pocitani na pevnych
pudéch. Po uplynuti inkubace (35 °C, 48 hodin) byla stanovena hodnota CFU.
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AA pfipravenych mikrosfér byla poté vyhodnocena pomoci nasledujici
rovnice 2.6:

AA (%) = (1 - S1ezerek) . 100 (2.6)

CFUpiank

kde: CFUyrek piedstavuje pocet CFU-ml™ pro mikrosféry obsahujici BAL,
CFUpjank pfedstavuje pocet CFU-ml™ pro kontrolni vzorek (bez obsahu BAL).

Testovani AA mikrosfér proti vySe uvedenym bakteriim bylo provedeno také
diskovou difizni metodou. Diskovéa difizni metoda je jednou z nejstarSich
a nejpouzivanéjSich metod, bézn€ vyuzivanou k vysetiovani vétSiny bakterialnich
patogend. Velkou vyhodou této metody je nenaro¢nost na vybaveni. Suspenze
bakterialni kultury (1 ml) o koncentraci 10°~10” CFU-mlbyla rozetiena na MHA
agar. Pripravené¢ mikrosféry (ve form¢ praSku) a/nebo vodni suspenze mikrosfer
byly umistény na naockovany MHA. Po 24 hodinach inkubace (35 °C) byly
zméteny inhibi¢ni zony v mm. Kazdé stanoveni bylo provedeno ttikrat vedle sebe.

Strukturni charakterizace mikrosfér

Infradervend spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) je
nedestruktivni analytickd metoda, ptfi které dochazi k interakci infracerveného
zateni se zkuSebnim vzorkem. Pro identifikaci chemickych struktur maji nejvétsi
vyznam absorpéni signaly v intervalu vinové délky 4000 az 200 cm ™. Po excitaci
vzorku infraervenym zafenim jsou detekovany valencni a deformacni vibrace
atomtl, které jsou popsany svymi charakteristickymi absorpcnimi pasy [266].

Pro méfeni spekter byla vyuzita metoda FTIR se zeslabenou Giplnou reflektanci
za pouziti piistroje Nicolet iS5 opatfeném Ge krystalem (Nicolet, USA). Celkovy
odraz svétla od povrchu byl méfen v rozsahu vinové délky 4000-750 cm™. Kazdé
spektrum se skladalo ze 64 skenti se spektralnim rozliSenim 4 cm ™.

Studium uvolitovani BAL 7 polymernich mikrosfér

Pro sledovani kinetiky uvolnovani BAL z mikrosfér byla pouzita metoda
GC/MS.

Cely proces studia uvoliiovani BAL sestaval z nasledujicich kroki:
e  Nejprve byly ptfipravené mikrosféry (10 mg) ptidany do 10 ml H,O.

e Inkubace probihala pti 25 °C za neustadlého protfepavani (100 otacek
za minutu) po dobu 628 hodin.
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e V urcitych casovych intervalech byl odebran 1 ml vzorku (nahrazen
1 ml H,0) a umistén do HS vialek. Mnozstvi uvolnéné BAL (RgaL)
v % bylo vypocitano z nésledujici rovnice 2.7.

Rean (%) = (3¢) - 100 (27)

kde: D;je mnozstvi uvolnéné BAL v ¢ase t [mg], Do je piivodni mnozstvi BAL
v mikrosférach [mg].

Pro stanoveni mnoZzstvi uvolnénych BAL byla u odebraného vzorku v HS
vialkach provedena mikroextrakce tuhou fazi (SPME). SPME je technika slouZici
k zakoncentrovani analytli ze vzorku. Pfi kontaktu vldkna se vzorkem jsou analyty
absorbovany nebo adsorbovany na stacionarni fazi vldkna az do doby, kdy
je dosazeno rovnovahy. Po provedeni sorpce jsou analyty uvolnény desorpcnim
procesem (v piipad¢ GC tepeln€) v nastfikovém prostoru plynového
chromatografu, pomoci kterého je nasledné provedena jejich separace a detekce
[267, 268].

Pro extrakci tékavych sloucenin bylo pouzito vldkno PDMS/DVB 65
(polydimethylsiloxan/divinylbenzen 65 um), Supelco. Extrakce sloucenin
probihala pfi teploté 80 °C po dobu 30 minut, po jejimZ uplynuti byla provedena
GC/MS analyza. Desorpce probihala v nastfikovém prostoru plynového
chromatografu pfi teploté 200 °C po dobu 1 minuty.

GC/MS analyza byla provedena na pfistroji Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra
device a separace byla provedena na kapilarni koloné¢ Rxi-5ms,
Restek (30 m x 0,25 mm, tloustka filmu 0,25 pm). Jako nosny plyn bylo pouZito
hélium s pritokem 1,35 ml-min~t. Teplota injektoru ¢inila 200 °C. Davkovéni
vzorkl probihalo v rezimu splitless. Pocatecni teplota kolony byla nastavena na
60 °C, nasledovana nartistem teploty na 160 °C (drZzeno 1 minutu) rychlosti
10 °C-minta poté na kone¢nou teplotu 220 °C (rychlost 28 °C-mint). Teplota
iontového zdroje a interface teplota ¢inila 200 °C a skenovani probihalo v rozsahu
m/z=35-350. M¢teni byla provedena tiikrat pro kazdy vzorek.

2.2.4 Vysledky a diskuze okruhu 11

Stanoveni velikosti mikrosfér

V tabulce 3 jsou uvedeny velikosti pfipravenych mikrosfér a hodnoty PDI.
Pramérna velikost mikrosfér se pohybovala v rozmezi 1,5-9,5 um a hodnoty PDI
Cinily 1,6-2,7. PDI piesahujici hodnotu 0,7 poukazuji na Sirokou distribuci
velikosti mikrosfér v daném vzorku [269]. Cardoso a kol. se zabyvali ptipravou
mikrosfér na bazi PLA s olejovitou BAL pro systémy cileného podavani 1éCiv,

62



pti¢emz ziskali mikrosféry s PDI v rozmezi 1,0-2,7 [270]. To by mohlo souviset
se zvySenou viskozitou média. S rostouci My, polymeru roste viskozita vnitini faze
emulze, coz zté¢Zzuje moznost desintegrace kapicek. Diky tomu pak dojde
k formovani vétSich mikrosfér [270, 271]. V jiné studii byly syntetizovany
monodisperzni ¢astice PMMA s tizkou distribuci My, (PDI 1,73-3,02) [272].

Pti stanoveni velikosti mikrosfér bylo zjiSténo, Ze mikrosféry na bazi PLA
vykazovaly nepatrné vétsi primérnou velikost V porovnani s mikrosférami na
bazi PMMA (viz tabulka 3). Ve studii Perese a kol., ktera zkoumala vliv
zpracovatelskych metod na vlastnosti nanocastic PLLA/PMMA, bylo zjisténo, Ze
zvySeni mnozstvi PMMA ve smési PLLA/PMMA zptsobuje vétsi velikost
nanocastic, coZ je ovsem v rozporu s vysledky této studie. Je vSak tfeba zminit,
ze Peres a kol. pouzili pfi piipravé nano&astic PMMA s M,,~68 000 g-mol 2, coz
je téméi pétkrat vyssi My, ve srovnani s pouzitym PLLA (My~13 700 g-mol™)
[273]. V nasi studii v8ak byl pouzit PLA s M,~182 000 g-mol*a PMMA s My,
159 000 g-mol™, coz by mohlo vysvétlovat rozdily ve vysledcich obou studii.
Ptitomnost BAL v mikrosférach mirn¢ ovlivnila jejich vyslednou velikost. Tento
jev je tedy pravdépodobné¢ zptisoben rozdilnymi viskozitami polymernich roztokt
s a bez obsahu BAL, coz koresponduje s diive publikovanymi pracemi [270, 271].

Tabulka 3 Charakterizace ptipravenych mikrosfér

EE Koncentrace
Vzorek PDI |Dx50 (um) (%owiw) | BAL (mg-g)
PLA 2,14 9,50+ 0,09 - -
PLA/LIN 241 |758+0,06 [81,7+10,0| 163,5+19,9
PLA/ALY 2,12 |7,71+0,07 |64,4+8,0 | 128,9+16,0
PLA/ANE 2,10 |8,28+0,06 [455+55 91,0+ 11,1
PMMA 1,98 [1,47+0,01 - -
PMMA/LIN 2,08 [1,51+0,00 |76,0+3,3 151,9+6,5
PMMA/ALY 2,29 [166+0,01 [69,7+9,2 | 139,3+184
PMMA/ANE 1,99 [2,10+0,01 |{445+4,3 88,9 +8,7
PLA/PMMA 25:75 157 [2,51+0,01 - -
PLA/PMMAJALY 25:75| 2,67 |6,50+0,05 |68,0=+2,8 135,9+5,7
PLA/PMMA 50:50 1,90 (4,91+0,02 - -
PLA/PMMA/ALY 50:50| 1,91 [3,09+0,02 |62,1+2,0 124,3+4,1
PLA/PMMA 75:25 1,64 |[3,97+0,02 - -
PLA/PMMAJ/ALY 75:25| 2,21 |4,63+0,01 |[615+1,4 123,0+2,8
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Studium morfologie mikrosfér

Na obrazku 18 jsou zobrazeny snimky piipravenych mikrosfér pired
a po hydrolyze. Pomoci SEM bylo mozno pozorovat sféricky tvar a hladky povrch
mikrosfér, nicméné u kazdého vzorku byla vidét ur¢ita mira jejich aglomerace
(viz obr. 18 A-F). U vzorka mikrosfér (obr. 18 A-C) nebyl pozorovan vyznamny
vliv rozdilného poméru PLA/PMMA na jejich morfologii.

Na obrazku 18 D-F jsou zobrazeny mikrosféry po hydrolyze, ktera probihala
po dobu 96 hodin, pti 37 °C v IM NaOH. Bylo potvrzeno, Ze s rostoucim
mnozstvim PLA v polymerni smési dochézi k vyssimu rozpadu mikrosfér, coz je
viditelné zejména na obrazku 18 F. Tato skute¢nost ma vyznamny vliv na kinetiku
uvolilovani enkapsulované BAL (viz diskuze nize).

Obr. 18 SEM snimky mikrosfér s riznymi pomery PLA a PMMA. Mikrosféry
PLA/PMMA 25:75 (A), PLA/IPMMA 50:50 (B) a PLA/IPMMA 75:25 (C)
a mikrosféry po hydrolyze v IM NaOH, (PLA/PMMA 25:75 (D),
PLA/PMMA 50:50 (E) a PLA/IPMMA 75:25 (F)). Méritko je shodné pro
vSechny snimky (viz F).

Termicka analyza mikrosfér

Vzajemné interakce obou polymertt a ANE byly sledovany metodou DSC,
pomoci které Ize detekovat nadmolekularni zmény v systému. Ty mohou mit
vyznamny dopad na vysledné chovani mikrosfér (napft. kinetiku uvoliiovani).
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Pomoci DSC (tabulka 4) byla u PLA mikrosfér bez obsahu BAL zjisténa
hodnota ptfechodové oblasti Tg1 55,29 °C, nasledovana pikem studené krystalizace
pii 116,84 °C a rovnéz byl pozorovan maximalni endotermicky pik pii 149,87 °C
(Tm PLA). Naproti tomu mikrosféry PMMA bez obsahu BAL byly zcela amorfni
a hodnota T, ¢inila 104,79 °C.

Bylo rovnéz zjisténo, Ze v diisledku ptitomnosti ANE v mikrosférach doslo ke
sniZzeni hodnoty T4 u obou polymert, pticemz u PMMA byl pozorovan vyrazngjsi
pokles této hodnoty (o 46,7 %), zatimco u PLA doSlo k poklesu Tg 0 30,2 %
(viz tabulka 4). Moznym zdivodnénim muize byt fakt, ze slozky EO putisobi jako
plastifikator a zvySuji tak volny objem polymernich fetézcti. Tato zjiSténi jsou v
souladu se studii, kde EO inkorporované v PLA nanovldknech zapftiCinily pokles
hodnot Ty i Trm [256]. U vzorku s obsahem ANE byl rovnéz zaznamenan posun
nastupu studené krystalizace PLA smérem k niZsi teploté, coZ opét poukazuje na
plastifikacni efekt ANE, ktery umoZznuje PLA snaze krystalizovat.

Pti DSC analyze (viz tabulka 4) byly pozorovany hodnoty Ty PLA (Tgq)
I PMMA (Tg2), coz poukazuje na nemisitelnost obou polymerd. Tento zavér se
koreluje s vysledky vyzkumu Perese a kol. v ramci kterého byly piipraveny
nanocastice PLLA/PMMA [273]. U vzorkti PLA/PMMA 25:75, 50:50 a 75:25 lze
pozorovat hodnoty T, PLA, ktery se nepatrné posouval k vyssim teplotam spolu
s rostoucim mnozstvim PLA v systému. Se zvySujicim se pomérem PLA byl
rovnéz pozorovan nartist hodnoty entalpie AH; a AH,. Velikost AHn, je pifimo
umérna obsahu krystalického podilu ve struktuie materialu. Tyto hodnoty vSak
byly vyrazné€ nizsi nez u Cistého PLA. U vzorkl polymernich smési je rovnéz
patrné zvySeni hodnot Tg1 @ T v porovnani s ¢istym PLA. PMMA totiZ mohl
pravdépodobn¢ iniciovat nukleaéni proces. Z vysledki DSC analyzy (obr. 19)
také vyplyva, Ze pii zvySujici se koncentraci PMMA v polymernich smési dochazi
ke zvyseni hodnot Tg. PMMA ma ve srovnani s PLA vyssi teplotu Ty a zvySuje
tak tuhost systému.

Tabulka 4 Termické vlastnosti mikrosfér (DSC analyza)

Vzorek Tgl ng Tm ch AHm AHC
O | CO| (CO| (CO |(IgH)| QgD

PLA 55,29 - 149,87 | 116,84 | -25,81 | 25,85
PLA/ANE 38,62 - | 146,54| 92,02 | -28,54 | 20,79
PMMA - 104,79 - - - -
PMMA/ANE - 55,87 = = - -
PLA/PMMA 25:75| 63,54 | 107,43 | 151,97|129,32| -197 | 2,48
PLA/PMMA 50:50 | 61,18 | 103,94 | 152,80| 128,48 | -3,33 | 3,45
PLA/PMMA 75:25| 60,89 * | 153,62| 128,16 | -5,82 | 6,16
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* Nelze jednoznacné urcit, jelikoz Ty je pravdépodobné piekryta Te.
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Obr. 19 Zavislost Tq na mnozstvi PLA v polymerni smési

Stanoveni ucinnosti enkapsulacniho procesu u pripravenych mikrosfér

Tabulka 3 zobrazuje koncentrace slozek EO, a zaroven procentudlni ti¢innost
enkapsulacniho procesu (EE) v polymernich mikrosférach, ktera se pohybovala
mezi 44,5 a 81,7 hm. %. Nejvyssi hodnota EE byla pozorovana u mikrosfer
s obsahem LIN, zatimco nejniz§i hodnotu EE vykazovaly mikrosféry
s enkapsulovanym ANE. To je disledkem rozdilnych fyzikdlné-chemickych
vlastnosti  pouzitych EO. LIN  vykazuje c¢asteCnou  rozpustnost
ve vodé (1,589 g.I"!) oproti nerozpustnym ANE a ALY [274, 275]. To ukazuje na
zvysenou polaritu LIN, a tedy i na potencialné vyssi kompatibilitu s relativné
polarnimi polymernimi matricemi PLA a PMMA. Tyto vysledky koresponduji se
zjisténimi uvadénymi na stran¢ 53-55 (obr. 14-17) této prace.

Z vysledkt stanoveni EE také vyplyva, Ze s rostoucim obsahem PLA ve smési
PLA/PMMA dochazi k poklesu hodnot EE. Jednou z pti¢in tohoto jevu miize byt
pritomnost krystalickych oblasti PLA, kter¢ mohou sniZovat sorpci BAL, nebo
fungovat jako nepropustné bariéry pro difuzi skrze polymer [276]. Jak bylo
publikovéno v jinych vyzkumech, mira sorpce pro danou latku Casto souvisi
s mnozstvim amorfniho polymeru ve smési [233, 277]. Jiz v roce 1994 publikoval
Nielsen vysledky poukazujici na lepS§i sorpci limonenu a myrcenu
polykarbonatem ve srovnani s polyethylentereftalatem a polyethylennaftalatem.
Dutvodem jsou chybé&jici krystalické oblasti polykarbonatu (amorfni polymer)
[278].
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Antibakterialni vlastnosti mikrosfer

Tabulka 5 shrnuje hodnoty AA pfipravenych mikrosfér. Jako slepy pokus byly
vyuzity mikrosféry s pomérem 50:50 PLA/PMMA.

V piipad¢ stanoveni AA u slepého vzorku byla zjisténa nulova AA, ¢imz bylo
zaroven potvrzeno, Ze pii pripravé mikrosfér doSlo k tUplnému odpareni
rozpoustédla. U ostatnich mikrosfér byla zaznamenana 100% AA proti
testovanym bakteriim pouze s vyjimkou vzorku PLA/LIN. U tohoto vzorku
nedoslo k inhibici ristu bakterie Staphylococcus aureus, coz je v souladu se studii
Suppakula a kol., kde byla testovana AA kompoziti na bazi PE s obsahem LIN
a ALY. Byla zde potvrzena vyssi AA kompozitu obsahujiciho ALY [40]. Tyto
vysledky rovnéz koresponduji s vysledky z okruhu I a i s vysledky dalSich studii
[225, 279, 280]. Podobné vysledky je také mozno zaznamenat ve studii, ktera
se zabyvala ptipravou PLA mikrosfér s enkapsulovanym eugenolem a LIN. I zde
byla potvrzena vySSi rezistence grampozitivnich bakterii vi¢i plisobeni
pfipravenych mikrosfér ve srovnani s gramnegativnimi bakteriemi [281].

Tabulka 5 Antibakterialni aktivita mikrosfér (n=3)

v AA (%) proti AA (%) proti

zorek e .

Staphylococcus aureus |Escherichia coli

PLA/PMMA 50:50 0 0

PLA/LIN 0 96,5
PLA/ALY 100 100
PLA/ANE 100 99,7
PMMA/LIN 100 100
PMMA/ALY 100 100
PMMA/ANE 100 100
PLA/PMMAJALY 25:75 100 100
PLA/PMMA/ALY 50:50 100 100
PLA/PMMAJALY 75:25 100 100

Byla také provedena analyza AA pomoci difizni diskové metody. Nebyly zde
pozorovany zony inhibice, z ¢ehoz lze usuzovat, ze pouzit¢ BAL nedifundovaly
z ptipravenych mikrosfér, ani ze suspenze mikrosfér.

Strukturni analyza mikrosfér

Pro studium struktury ptipravenych mikrosfér byla provedena FTIR analyza.
Obrazek 20 zobrazuje FTIR-ATR spektra ¢istého PLA, ¢isttho PMMA, PLA
nebo PMMA s obsahem ALY a smési PLA/PMMA pied a po hydrolyze, ktera
probihala 4 dny pifi 37 °C v IM NaOH. U Ccist¢tho PLA byly pozorovany
charakteristické absorp¢ni pdsy na vlnoctech 1751 c¢cm™ odpovidajici vibraci
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skupiny C=0 v esterech, 1454 cm™* charakteristické pro asymetrické deformacni
vibrace —CH- a 1363 cm™, ktery je typicky pro symetrické deformacni
vibrace ~CHjzskupiny. V oblasti 1300 a 1040 cm ! byly zaznamenany 4 intenzivni
absorpéni péasy pii vlnoStech 1184, 1130, 1088 cm™! nalezici valenéni
vibraci C-O-C a 1047 cm™ odpovidajici deformaé¢ni vibraci —OH skupiny.
Dosazené vysledky jsou v souladu s dfive publikovanymi studiemi [282—284].
Valen¢ni vibrace karbonylovych skupin se u PLA projevuji absorpnimi pasy
na vlno¢tu 1751 cm a u PMMA na 1727 cm™. Dalsi absorpéni péasy byly
v piipadé PMMA pozorovany na vino¢tu 989 cm* odpovidajici C—C valen¢nim
a CH, deforma¢nim vibracim a na vlno¢tu 841 cm™?, kde se nachézi pas kolébavé
vibrace CH,. Zadny z téchto past nebyl ve spektru PLA nalezen. Tato zjisténi
jsou v souladu s vysledky jinych studii [285—-287]. Naproti tomu u vzorku PLA
byl pozorovan absorpéni pés pifi 868 cm™ (skeletalni valenéni a CH3 kolébava
vibrace), ktery nebyl ptitomen ve spektru vzorku PMMA, coz opét koresponduje
s vyzkumem publikovanym Zhangem a kol. [288]. Charakteristické absorp¢ni
pasy pro PMMA byly pozorovany na 1387 c¢cm™ (CH3 deformaéni vibrace
ze skupiny —OCH3) a na vlno¢tu 1147 cm™' (-O-C- valenéni vibrace
ze skupiny—-OCHs). Obdobné vysledky byly publikovany ve vyzkumu
Gupty a kol. [289]. IR spektrum PMMA obsahuje na vino¢tu 2951 cm ™t absorpéni
pas asymetrické valencni vibrace —CHs. Bylo zjisténo, Ze intenzita tohoto pasu
klesa spolecné se snizujicim se obsahem PMMA ve smési. Byl rovnéz
zaznamenan posun absorpCnich past karbonylové skupiny PMMA z vinoctu 1727
cmtna vlnocet 1729 cm™ pro smé&s PLA/PMMA 50:50, a na vlnoget 1752 cm™
pro smés PLA/PMMA 75:25. ZvySeni obsahu PMMA v polymernich smésich
(viz obr. 20) vyvolalo zvySeni intenzity pasu na vinoc¢tu 989 cm™ a naopak
zvySeni obsahu PLA ve smésich zplisobilo zvySeni intenzity pasu s vino¢tem 1088
cm, ktery nalezi C-OH valen¢ni vibraci sekundarnich alkoholii. Po &tyfech
dnech hydrolyzy se spektrum kazdé smési shodovalo se spektrem ¢istého PMMA,
coz je v souladu s vysledky SEM analyzy (PLA byl zcela hydrolyzovéan).
Ve vzorcich obsahujicich ALY byla déale pozorovdna ptitomnost dalSich
absorpénich pésti na vlnoétech 1514 cm™ a 1610 cm™, které nalezi vibraci
aromatického kruhu [290].
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Obr. 20 Porovnani FTIR spekter pripravenych mikrosfér (A) PLA, (B) PLA/ALY, (C)
PMMA, (D) PMMA/ALY, (E) PLA/IPMMA 25:75, (F) PLA/IPMMA 50:50,
(G) PLA/PMMA 75:25 a (H) PLA/PMMA 25:75 (po hydrolyze)

Uvoliiovani BAL 7 polymernich mikrosfér

Na obrazcich 21 a 22 jsou zobrazeny grafy uvoliiovani BAL z pfipravenych
mikrosfér. Datové body v grafu byly prolozeny logaritmickou regresni kiivkou
funkce f(x)=B-In(x)+A. Koeficienty logaritmické regrese jsou uvedeny
v tabulce 7.
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Tabulka 6 Koeficienty logaritmické regrese dat prezentovanych na obrazcich
21a?22

Vzorek A B R?
PLA/LIN 19,31 | 2,14 | 0,95
PLA/ALY 35,07 | 5,74 | 0,94
PLA/ANE 16,73 | 3,54 | 0,89

PMMAJ/LIN 16.88 | 3,40 | 0,91
PMMAJ/ALY 24,09 [ 10,97 | 0,92
PMMA/ANE 1,88 | 7,56 | 0,95
PLA/PMMA/ALY 25:75 | 9,44 | 8,69 | 0,89
PLA/PMMA/ALY 50:50 | 36,46 | 10,15| 0,81
PLA/PMMA/ALY 75:25 | 25,68 | 13,06 | 0,79

Béhem experimentu bylo pozorovano pocatecni rychlé uvolnéni BAL
tzv. ,burst” efekt [291, 292], ke kterému doslo v dusledku absorpce BAL
na povrchu mikrosfér a v jeho blizkosti (obr. 21 a 22). Nicmén¢ ve druhé fazi jiz
bylo zaznamenano pomalé pozvolné uvoliiovani BAL rozptylenych v matrici
polymeru, které mize byt zpiisobovano obecné nékolika mechanismy: difuzi
BAL skrz polymer, botnanim polymeru nebo degradaci polymeru [263, 293, 294].

Porovnavanim uvoliiovacich profili BAL (viz Obr. 21) bylo zjisténo,
ze mikrosféry s nizsi EE (viz tabulka 3) uvolnuji tyto latky rychleji neZ mikrosféry
s vy$8i EE (mikrosféry s obsahem LIN). U mikrosfér PMMA/ALY doslo po 7
hodinach k uvolnéni zhruba 57 hm. % enkapsulovaného ALY. Naproti tomu za
stejny ¢as bylo ze vzorku PMMA/LIN uvolnéno 25 hm. % enkapsulovaného LIN.
Hosseiny a kol., ktefi se zabyvali enkapsulaci EO v mikrosférach na bazi alginatu
publikovali ve své studii obdobné vysledky.
V piipadé, ze se koncentrace EO v mikrosférach zvysila z 1 hm. % na 3 hm. %,
doslo ke sniZzeni kumulativniho uvoltiovani EO z 78 hm. % na 60 hm. %
po 9 hodindch [295]. V ptipadé polymerni smési PLA/PMMA byla rychlost
uvolilovani ALY pomalej$i u mikrosfér s vyssi koncentraci enkapsulovaného
ALY (vyssi EE) (viz obr. 22).

Bylo rovnéz zieyjmé (obr. 21), Ze BAL byly rychleji uvolnovany
z PMMA mikrosfér. V ptipad¢ migrace BAL z polymeru do vodného média hraji
zasadni roli parametry zahrnujici afinitu BAL k matrici polymeru a afinitu BAL
k vodnému médiu. Hildebrandovy parametry rozpustnosti poskytuji odhad stupné
interakce mezi jednotlivymi materialy. Materialy s podobnymi hodnotami
vykazuji vy$si miru interakce. AvSak porovnavanim parametrii rozpustnosti dle
Hildebranda (tabulka 6) nebyl shledan vyznamny vliv chemické struktury BAL
a polymerni matrice.
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Tabulka 7 Hildebrandovy parametry rozpustnosti [296-298]

BAL/Polymer | ¢ [MPa'?]
LIN 18.1
ALY 19.2
ANE 19.7

PMMA 19.5
PLA 20.7

Rychlost uvoliiovani BAL mohla byt také ovlivnéna fyzikalnimi faktory, mezi
které lze zatadit napf. podminky pfi vlastni pfipravé mikrosfér, a nebo jejich
velikost. Obecné totiZ plati, Ze mensi mikrosféry uvoliuji enkapsulovanou BAL
rychleji a v kratSim Case, a to z diivodu jejich vétSiho poméru povrch:objem.
Podobny vysledek byl popsan studii zabyvajici se piipravou chitosanovych
nanocastic s obsahem EO ziského extrakci oregana (Origanum vulgare) [263].

100

Kumulativni koncentrace uvolnéné BAL [%]

7 S PMMASALY

20 £ +PLAVALY
CPMMASANE

mPLAANE

APMMASLIN

"2 APLA/LIN
0 | | |
0 200 400 600

Cas [h]

Obr. 21 Uvolnovaini BAL z PLA a PMMA mikrosfér do vodného média
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Obr. 22 Uvolnovani ALY z PLA/PMMA mikrosfér do vodného média

Kompletni uvolnéni BAL vSak nebylo zaznamendno u zddného vzorku, coz
naznacuje silnou interakci mezi slozkami EO a polymerni matrici. Stejny zaver
byl prezentovan ve studii zabyvajici se enkapsulaci thymolu do PLA [299].

2.2.5 Shrnuti okruhu II

Byly ptipraveny mikrosféry na bazi PLA, PMMA a jejich smési s obsahem
BAL (LIN, ALY, ANE) piirodniho ptivodu. Pro jejich ptfipravu byla pouzita
metoda odpatovani rozpoustédla.

Pomoci metody laserové difrakce byla urCena velikost mikrosfér, kterd se
pohybovala v rozmezi 1,5 az 9,5 pm. Nepatrné vyssi velikost mikrosfér byla
pozorovana v piipadé PLA, coz mohlo byt zplisobeno jeho vyssi molekulovou
hmotnosti v porovnani s PMMA.

SEM analyzou byl pozorovan sféricky tvar a hladky povrch pfipravenych
mikrosfér. S rostoucim mnozstvim PLA v PLA/PMMA smési byl pomoci SEM
pozorovan také vyssi stupent rozpadu mikrosfér, coz mélo za nésledek rychlejsi
uvoliiovani BAL z polymerni smési. Tyto vysledky se shoduji s vysledky FTIR
analyzy, kterd rovnéz potvrdila kompletni hydrolyzu PLA po 4 dnech.
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Vysledky stanoveni efektivity enkapsula¢niho procesu pomoci metody GC/MS
ukazuji hodnoty EE v rozmezi 44,5-81,7 hm. %, pficemz nejvys$si hodnoty byly
pozorovany v piipad¢ mikrosfér s obsahem LIN. Bylo potvrzeno, Zze EE BAL
muze byt ovlivnéna polaritou polymeru a jeho krystalizacnimi oblastmi.

DSC analyza piipravenych polymernich smési potvrdila piitomnost dvou
ptechodovych oblasti Ty, coz poukazuje na nemisitelnost PLA s PMMA. Rovnéz
byl pozorovan pokles hodnot Ty a Ty u mikrosfér s obsahem BAL, kterda zde
pravdépodobné ptisobila jako plastifikator.

Z vysledki mikrobiologického testovani byla zjisténa vysoka AA pfipravenych
mikrosfér proti ristu Escherichia coli a Staphylococcus aureus.
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ZAVER

Disertacni prace byla zaméfena na pfipravu a charakterizaci materialovych
systtmi a procesi pro efektivni modifikaci vybranych polymert pomoci
ptirodnich slozek EO (linalool, trans-anethol, estragol) za pouziti konvenénich
zpracovatelskych technik (termoplastické zpracovani, enkapsulace v polymernim
roztoku) s cilem ziskani novych a aplika¢né relevantnich polymernich systému
vykazujicich antibakterialni a senzoricky pfijatelné vlastnostni. Experimentalni
aktivity byly zaméreny na dvé stézejni oblasti zahrnujici vyuziti polyolefinické
matrice (LDPE) a polymeri na bazi biorozlozitelného polyesteru (PLA)
a polymeru akrylatového typu (PMMA). Materidlova nekompatibilita slozek EO
a jejich nizkd odolnost vii¢i vysokym teplotam a vii€i oxidaci byla vyfeSena
pomoci zpracovatelského mezikroku jejich imobilizace na pevné nosice
a popiipad¢ jejich enkapsulaci.

V ramci dil¢ich experimentalnich aktivit bylo dosaZzeno nasledujicich vystupti:

e byla vyvinuta a optimalizovana metoda GC/MS a Py/GC/MS pro
analytické stanoveni BAL v polymernim systému,

e Dbyly imobilizovany tii slozky EO (LIN, ANE, ALY) na tfi rizna plniva
(MS. TC, WF), pricemz byly popsany faktory, které tuto imobilizaci
ovliviluji a dale byly termoplastickym zpusobem inkorporovany
do LDPE,

¢ Dbyla provedena technika enkapsulace slozek EO do matric PLA, PMMA
a jejich smeési,

e pro ucely popisu kinetiky uvoliovani slozek EO (LIN, ANE, ALY)
z polymernich mikrosfér do vodného prostredi byla vyvinuta metoda
jejich stanoveni pomoci metody GC v kombinaci s metodou SPME,

e u piipravenych BPS byla stanovena antibakteridlni aktivita proti
grampozitivnim  (Staphylococcus  aureus) i  gramnegativnim
bakterialnim (Escherichia coli) kmentim,

e vliv modifikace polymernich matric pomoci slozek EO byl hodnocen
mechanickou, termickou, morfologickou a strukturni analyzou.

Ziskané vysledky byly publikovany v impaktovanych Casopisech a vyuzity pro
navazné projekty aplikované¢ho vyzkumu.
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PRINOS PRO VEDU A PRAXI

Predlozend disertacni prace pfinasi mozné piistupy k antibakterialni modifikaci
polymert za vyuziti v soucasnosti preferovanych BAL ptirodniho ptivodu. Tato
prace predstavuje multidisciplindrné orientovanou vyzkumnou praci zasahujici
obory makromolekularni a analytické chemie, materidlové inzenyrstvi
a mikrobiologie.

Pfipravené polymerni systémy maji vysoky potencidl pro rGzné oblasti
pramyslu, piredev§im vSak pro obalovy primysl. Obalové systémy s vysokou
uzitnou hodnotou umozni efektivnéj$i a del§i uskladnéni napt. potravin
a kosmetickych produktti pti zachovani jejich vysoké kvality.

Prakticky pfinos této prace 1ze nalézt v metodé€ a popisu imobilizace sloZzek EO
na pevneé nosie. Poznatky z této metody pfispély k dosaZeni vystupl
aplikovaného vyzkumu, ktery vznikl v ramci projektu TACR TG03010052.
V prubéhu dilé¢iho projektu 04/1/2016/GAMA s nazvem “Aditiva pro hygienizaci
zpracovatelskych procest polymernich recyklati a pryzi®, byl ziskan uzitny vzor
“Termoplasticka predsmés k aromatizaci a antibakterialni modifikaci
polymernich recyklati®. DalSimi vystupy byly funkéni vzorek a stat’ ve sborniku.
V roce 2018 byla k danému vysledku uzaviena licen¢ni smlouva s primyslovym
partnerem.

DalSim projektem, ve kterém byla vyuZita metoda adsorpce BAL na pevné
nosi¢e, byl projekt ZETA TJ01000329 zabyvajici se pfipravou senzoricky
aktivnich polymernich koncentratli obsahujicich produkty pokro€ilych extrakci
vybranych rostlin. V rdmci tohoto projektu byly ziskany 2 uzitné vzory tykajici
se ptripravy polymernich koncentratli a plniv na bazi extraktu z Carum carvi pro
specifickou modifikaci polymernich matric (termoplastii 1 elastomeril). DalSim
vystupem byly 1 2 funkéni vzorky.

V ramci projektu ZETA TJ01000330 s nazvem “Nové stabilizatory pro plasty
na bazi ptirodnich bioaktivnich latek* byly vyuZity poznatky publikované v ramci
této disertacni prace. Projekt byl zamétfen na vyuziti BAL betainu izolovaného
z ¢ervené fepy, ktery ma po jeho imobilizaci na pevny nosi€ slouzit k antioxidacni
ochrané elastomertl a polyesterti. Vystupy z tohoto projektu jsou 2 uzitné vzory,
2 funkéni vzorky a stat’ ve sborniku.

Dalsi pfinos lze nalézt také v zavedeni metodiky stanoveni pouZitych BAL
pomoci metody Py/GC/MS, diky které neni nutno podrobit vzorky Casové velmi
naro¢né extrakci.

Diky soucasné zvySené poptavce po biodegradovatelnych polymerech se PLA
stavd jednou z velmi zajimavych alternativ plastl na bazi ropy. VylepsSeni
vlastnosti PLA pomoci antibakterialni ptisady, popf. jeho smisenim s dalSim
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polymerem (PMMA) mize déle zvysit jeho pouzitelnost na trhu. Lze tedy
konstatovat, Ze ptipravené mikrosféry s antibakterialni aktivitou a moznosti
dosazeni ftizeného uvollovani mohou byt potencialné aplikovatelné
napi. ve farmaceutickém primyslu nebo i ve zdravotnictvi.

Ptinosem pro Skolitelské pracoviste jsou i1 publikacni aktivity vzniklé v rdmci
této prace a prezentace dosazenych vysledki na odbornych konferencich.
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Antibacterial polymer composites based on low-density polyethylene
and essential oils immobilized on various solid carriers
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ABSTRACT: In this study, we investigated the antibacterial modification of polymers with biologically active substances in essential oils
[EOs; linalool, 4-allylanisole (ALY), and trans-anethole]. These compounds were thermoplastically incorporated into a low-density
polyethylene matrix via solid inert carriers [wood flour (WF) and talc and molecular sieves] with physically immobilized EOs. The
concentrations of the antibacterial modifiers on the carriers and in the resulting composites were determined with three chromato-
graphic techniques (gas chromatography with mass spectrometry, pyrolysis and gas chromatography with mass spectrometry, and
high-performance liquid chromatography). The effects of such modifications to the mechanical properties of the prepared composites
were studied by stress—strain analysis. Interactions on the polymer matrix carriers were observed by scanning electron microscopy.
The prepared composites were also tested for antibacterial activity against both Gram-negative and Gram-positive bacterial strains.
The highest efficiency of isothermal immobilization was found for systems consisting of ALY and WE. This finding was in accordance
with microbiological studies. The phase of immobilizing the EOs did not influence the mechanical properties of the studied compo-

sites. © 2015 Wiley Periodicals, Inc. J. Appl. Polym. Sci. 2015, 132, 42816.

KEYWORDS: biopolymers and renewable polymers; composites; packaging
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INTRODUCTION

Polymers are common in everyday life because of their superior
physicochemical properties." Widely used forms include polyole-
fins (polyethylene, polypropylene, and their copolymers)
because of their low cost, great flexibility, good impact strength,
oil and chemical resistance, high transparency, ease of manufac-
ture, ability to be heat-sealed, and ease on which they can be
printed.>” Increasing demands on polymer materials have led to
further development. Recently, the most emphasis has been put
on the development of polymer composites that exhibit a
required active function.® A polymer with resistance to micro-
bial colonization is one such example of this active material
function. The microbial contamination of food, cosmetic prod-
ucts, or medical devices is of great importance both economi-
cally and environmentally. An antibacterial polymer is a system
consisting of a polymer matrix and an antibacterial agent that
inhibits the growth of targeted microorganisms.” The antibacte-

rial properties of the composite can be achieved by the direct
incorporation of the antibacterial agent in the polymer matrix
or through the immobilization of the antimicrobial agents on
an inert carrier and their subsequent assimilation into the poly-
mer. The resulting composites are now used in food packaging,
medical devices, cosmetics, textile fibers, construction materials,
and so on.

Antibacterial agents that are applicable as modifiers of polymer
matrices include natural or synthetic-based substances. The past
few decades have witnessed the development of various syn-
thetic antibacterial agents for the antimicrobial modification of
polymer materials.” Synthetic antibacterial agents used to mod-
ify low-density polyethylene (LDPE) and provide antibacterial
activity against a wide range of microorganisms include organic
acids (benzoic acid, sorbic acid, and propionic acid), acid
anhydrides (benzoic anhydride and propionic anhydride), che-
lating agents (ethylenediaminetetraacetic acid), sorbates and

Additional Supporting Information may be found in the online version of this article.

© 2015 Wiley Periodicals, Inc.
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propionates, sanitizers (triclosan), parabens (ethyl paraben and
propyl paraben), fungicides (benomyl and imazalil), and various
metals, for example, silver (silver zeolite, silver nitrate).””

However, in recent years, because of great consumer awareness
and concern regarding synthetic antibacterial agents, composites
with natural compounds have gained potential.*® The primary
natural compounds used to modify LDPE include essential oils
(EOs) derived from plants (e.g., basil, thyme, oregano, cinna-
mon, clove), enzymes obtained from animal sources (lysozyme),
and bacteriocines from microbial sources (nisin, lacticin).'®!!
The active components of EO [e.g., linalool (LIN), methyl cha-
vicol, thymol, and carvacrol] display a wide spectrum of antimi-
crobial activities exceeding many microorganisms; examples of
the former include Gram-negative and Gram-positive bacte-
ria,'*™" forms of yeast,'"'® and mold.'”'®

It has been already reported that the natural antibacterial com-
ponents of basil [basil EOs primarily contain LIN and 4-
allylanisole (ALY) as the active volatile components responsible
for their antibacterial activity] can be incorporated into LDPE-
based polymers and retain their inhibitory effect against micro-
bial growth (Staphylococcus aureus, Listeria innocua, Escherichia
coli, and Saccharomyces cerevisiae) on culture media and on the
surface of cheddar cheese. A preblended master batch of an eth-
ylene vinyl acetate powder containing LIN or ALY has success-
fully been mixed with virgin LDPE pellets and manufactured
into films with the same extruder.'' It has also been demon-
strated that LIN coated onto LDPE and nylon films exhibited
inhibitory activity against the growth of E. coli in a liquid cul-
ture and on cheddar cheese.”

However, many antibacterial agents are not easily incorporated
into polymer matrices because of their volatility. For example,
the effectiveness of the antibacterial modification of common
polymer matrices with biologically active substances (BASs) of
EO is low; hence, this modification requires special and expen-
sive technologies. This drawback can be solved by the immobili-
zation of antibacterial agents on inert carriers commonly used
as fillers of plastics.'”™' For instance, wood plastic composites
are becoming important materials in industry, as they are a sus-
tainable resource and are low in cost and recyclable. Numerous
studies have been carried out on the influences of forms of
wood flour (WF) incorporated in plastic matrices.”*** Talc
(TC) has been used for many years as an appealing filler in a
wide range of industries and in products such as pharmaceuti-
cals, polymers, paint, lubricants, ceramics, and cosmetics.>>**

In this study, we focused on preparing and characterizing
LDPE-based antibacterial composites with BAS [LIN, ALY and
trans-anethole (ANE)] immobilized on three different inert car-
riers [molecular sieves (MSs), TC, and WF]. To the best of the
authors’ knowledge, research on the technology required for the
immobilization of BAS on these inert carriers has never previ-
ously been published.

The main objective of this study was to find an interrelationship
between the type of filler, BAS, and the resulting characteristics
of the composite properties, primarily antibacterial ones. Addi-
tionally, the morphological characteristics and mechanical prop-
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erties, such as the tensile strength, strain at break, and Young’s
modulus, were observed via scanning electron microscopy
(SEM). Furthermore, emphasis was put on the quantitative
analysis of BAS. This was measured with three techniques:
pyrolysis and gas chromatography with mass spectrometry (Py/
GC/MS), gas chromatography with mass spectrometry (GC/
MS), and high-performance liquid chromatography (HPLC).

EXPERIMENTAL

Materials

LDPE (BRALEN RB 03-23) was produced by SLOVNAFT, a. s.
(Bratislava, Slovak Republic). LIN (97%, CAS: 78-70-6), ALY

e

pm

Figure 1. SEM images of the LDPE and LDPE composite samples at vari-
ous resolutions: (a,b) pure LDPE, (c,d) LDPE/MS/20, (e,f) LDPE/TC/20,
and (g,h) LDPE/WF/20.
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Table 1. Mechanical Properties of the Composites
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Sample Additive concentration (%) Young's modulus (MPa) Tensile strength (MPa) Strain at break (%)
LDPE 0 217/16 16.7/1.3 238/23
LDPE/MS 5 232/27 14.1/1.4 237/15
10 251/22 13.4/1.2 227/22
15 263/23 12.6/0.7 197/19
20 324/24 10.6/0.8 192/12
LDPE/TC 5 24326 13.8/1.0 218/20
10 272[27 8.8/0.7 187/21
15 318/23 8.4/0.6 168/11
20 428/33 8.4/0.5 145/27
LDPE/WF 5 305/27 9.5/0.5 132/15
10 352/24 8.2/0.5 39/4
15 365/46 8.2/0.7 23/2
20 410/23 8.7/0.9 12/1

®The values are shown as averages/standard deviations.

(98%, CAS: 140-67-0), ANE (99%, CAS: 4180-23-8), and MSs
(4A (CAS: 70955-01-0) were obtained from Fluka and Sigma
Aldrich. TC-Ph Eur quality (CAS: 14807-96-6) was supplied by
IPL Lukes (Uhersky Brod, Czech Republic). WF (spruce) was
sourced independently. A fraction, with particle sizes ranging
from 75 to 126 um, was used in this study. The bacterial spe-
cies, S. aureus (4516) and E. coli (4517) were obtained from the
Czech Collection of Microorganisms, Masaryk University (Brno,
Czech Republic). The media required for the microbiological
studies (1% w/w peptone nutrient broth, plate count agar, soy-
bean casein digest broth with lecithin and Tween 80) were pur-
chased from HiMedia Laboratories Pvt., Ltd. (India).

Sample Preparation

First, the carriers were activated under isothermal conditions
(MSs at 300°C for 16 h, TC at 220°C for 16 h, and WF at 40°C
for 4 h). Afterward, BAS was immobilized onto the carriers by
an isothermal process (25°C) in a closed glass flask containing
the carriers and BAS in a ratio of mix equaling 1 : 1 w/v. Any
unabsorbed BAS was evaporated for 24 h at various tempera-
tures (LIN at 50°C, ALY at 50°C, and ANE at 75°C).

Samples of LDPE with various concentrations of additives (BAS
immobilized on carriers) were prepared by a thermoplastic pro-
cess in the following way: the virgin LDPE pellets were com-
pounded with additives at concentrations of 0, 5, 10, 15, and 20
wt % in two-roll mills (Labtech, Ltd., Thailand) for 8 min. The
temperatures of the rolls were set to 155 and 135°C, respectively.
Then, the obtained products were compression-molded at
140°C for 5 min in a manual press into a film (up to 1 mm
thick) and subsequently cooled under the pressure of 10 MPa
for 5 min. A two-roll mill compounding technique was selected
to prevent high shear stress and the subsequent dissipation of
mechanical energy that could influence the immobilized highly
volatile BAS. The prepared samples were homogeneous in all
cases.
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Samples were designated as LDPE/carrier/BAS, where the carrier
is the type of inert carrier (MS, TC, or WF) and BAS is LIN,
ALY, or ANE.

Characterization

SEM. SEM was carried out on the VEGAII LMU (TESCAN,
Czech Republic) operating in a high-vacuum/secondary electron
imaging mode at an accelerating voltage of 10 kV. Samples for
performing We prepared the SEM analysis by breaking the test
specimen in liquid nitrogen and then scanning the fractured
surfaces.

Stress—Strain Analysis. The mechanical properties (Young’s
modulus, tensile strength, and strain at break) were tested with
the aid of a tensile testing machine (M350-5CT, Testometric
Co., Ltd., United Kingdom) according to the CSN EN ISO 527-
1-3:1997 standard at 23°C. The speed of the moving clamp was
100 mm/min. The specimens were conditioned at 50% relative
humidity at 23°C for 88 h to reach equilibrium before further
investigation. The values were calculated as averages determined
over 10 specimens for each plastic film.

Additive Quantification. The amounts of LIN, ALY, or ANE in
both carriers and LDPE composites were arrived at via three
techniques: (1) GC/MS, (2) Py/GC/MS, and (3) HPLC. Initially,
5 g of sample was extracted by a Soxhlet extractor in 250 mL of
methanol for 18 h. This extract was used for GC/MS and HPLC
analysis.

GC/MS was performed on a Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra
device equipped with a fused silica capillary column (SLB-5 MS,
30 m X 0.25 mm, film thickness =0.25 um, Supelco). Helium
was used as the carrier gas at a flow rate of 1.12 mL/min. The
injector temperature was maintained at 200°C; the volume of the
injected sample was 1 uL. Split injection was conducted at a split
ratio of 1 : 100. The column temperature was initially held at
70°C for 1 min and then increased from 70 to 180°C at a rate of
10°C/min and held at 180°C for 7 min. The ion source was set at
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Figure 2. Relative changes in the mechanical properties of the prepared composites in comparison with the unmodified LDPE: (a) Youngs modulus, (b)

tensile strength, and (c) strain at break.

200°C. The scan range was 35-350 m/z (mass/charge). The GC/
MS interface temperature was set at 300°C.

HPLC analysis was carried out as a complementary technique
for LIN, ALY, and ANE determination in the extracts of the
LDPE composites. HPLC analysis was performed on a Thermo
Fischer Scientific Accela HPLC modular system (Waltham, MA)
equipped with an Accela 600 quarter pump and an Accela pho-
todiode array detector. Chromatographic separation was carried
out on a Thermo Scientific Accucore PFP analytical column
(2.1 X 150 mm?, 2.6 um). The mobile phase was acetonitrile—
water (55 : 45 v/v) with a flow rate of 400 uL/min, and the
wavelength of detection was set at 210 nm. The column temper-
ature was maintained at 22°C, and the injection volume for
each sample and standard solution was 3 uL.

Unextracted samples were used for Py/GC/MS analysis. Py/GC/
MS analysis was conducted via a Multi-Shot Pyrolyzer EGA/PY-
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3030D connected to the Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra device.
In this case, the sample was pyrolytically decomposed, and
evolved gas analysis was carried out by the GC/MS technique.
Samples of approximately 3 mg were weighed into a pyrolysis
cup. The samples were pyrolyzed at 300°C; the pyrolysis time
was fixed at 3 min. Separation was carried out on an Ultra
Alloy-PY2 capillary column (30 m X 0.25 mm X 0.5 um). The
GC injector temperature was 300°C, and the interface between
the pyroprobe and GC was maintained at 300°C. The mass
spectrometry temperature was maintained at 250°C, and it
scanned over a range of 33-450 m/z. The oven temperature of
the GC was held at 60°C for 3 min; this was followed by contin-
uous heating (6°C/min) to 200°C. Then, the final temperature
was held for 10 min to ensure that no heavy molecules
remained in the column. Helium was used as a carrier gas with
a column flow of 1.01 mL/min, and the split injector ratio
equaled 1 : 100.

J. APPL. POLYM. SCI. 2015, DOI: 10.1002/APP.42816


http://onlinelibrary.wiley.com/
http://www.materialsviews.com/

ARTICLE WILEYONLINELIBRARY.COM/APP

10

— Py/GC/MS

b

()]

o 8

E

e

o ©

.~

o]

2 4

©

S

3

o

o 2

o]

O
0

go\\mx
RO

Figure 3. Concentration of BAS on inert carriers after the immobilization

é-\‘(x
\’“ <<\ \»é

\
RN

process.

The LIN, ALY, and ANE contents of the samples were calculated
from standard calibration dependences.

All of the chromatography results represent averages from three
independent analyses.

Study of the Antibacterial Properties. Testing was carried out
with a procedure based on ISO 22196:2007. The bacteria used
in this study were S. aureus and E. coli. For these measurements,
only the LDPE/inert carrier/BAS 20 composites were used. Bac-
terial suspensions were prepared at concentrations of 5.6 X 10°
and 2.8 X 107 cfu/mL for E. coli and S. aureus, respectively. The
dimensions of each specimen were 25 x 25 mm?, and the cover
polyethylene film dimensions were 20 X 20 mm?®.

The effectiveness of the plastic films was evaluated according to
the following equation:

R,= (Ut_UO)_(At_UO) =U—A; (1)

where R, is the antibacterial activity, U, is the average of the
common logarithm for the viable bacteria in cells:(cm ™ ?) recov-
ered from the untreated test specimens (pure LDPE) immedi-
ately after inoculation, U, is the average of the common
logarithm for the viable bacteria in cells-(cm™?) recovered from
untreated test specimens after 24 h, and A, is the average of the
common logarithm for the viable bacteria in cells-(cm™?) recov-
ered from treated test specimens after 24 h.

RESULTS AND DISCUSSION

SEM

Figure 1 presents SEM images of the pure LDPE sample and its
prepared composites. The pure LDPE [Figure 1(a,b)] had a
homogeneous morphology and fractured surface. Three differ-
ent carriers/fillers of differing shapes and properties were used
in this studies. We found that MS was cubic in shape [Figure
1(c,d)] and ranged in size from 5 to 10 um. In the case of TC,
plate-type particles [Figure 1(e,f)] were observed with lengths
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of approximately 1 um to over 40 um. Figure 1(c—f) indicates
that TC and MS were uniformly dispersed in the LDPE matrix
without obvious aggregates. Nevertheless, some voids were iden-
tified in all of the LDPE/TC or LDPE/MS composites. These
voids could be induced by the debonding of the TC or MS par-
ticles from the LDPE matrix as a consequence of their poor
adhesion. These findings were in agreement with the results of
other authors.”®*® We observed that the particles of WF
appeared to be irregular in shape. Distinct gaps between the WF
and LDPE matrix are clearly shown in Figure 1(g,h). This phe-
nomenon indicates that there was poor adhesion between the
two phases; this might have been due to the low dispersion of
hydrophilic WF in the nonpolar LDPE. Similar results have
been reported in many research papers.”>*"*®

Stress—Strain Analysis

Table I summarizes values for the mechanical properties of the
prepared composites. As shown, the standard deviation was
below 10% in all cases.

A complex stress—strain analysis of the prepared composites
(without and with immobilized BAS on fillers used) was done.
The results reveal that there was no effect of the BAS (immobi-
lized on the MS, TC, or WF) presence on the mechanical prop-
erties of the composites. Thus, only the composites with
immobilized BAS will be discussed further. Moreover, the direct
immobilization of highly volatile BAS into the LDPE matrix
would be difficult and ineffective. The effect of various carriers
is expressed as a relative change (in comparison with unmodi-
fied LDPE) in the mechanical properties in Figure 2. The
unmodified LDPE was characterized by a lower Young’s modu-
lus value and higher tensile strength and strain at break values
than the modified composites. All of the composites with vari-
ous carriers showed enhanced Young’s modulus values through-
out the concentration range. However,
increasing the concentration of fillers on the composites caused
a reduction in the values for the tensile strength and strain at
break. A similar result was observed herein when the effect of
TC on the mechanical properties of high-density polyethylene
composites was investigated. An increase in the Young’s modu-
lus was observed alongside a rise in the TC content. The tensile
strength value decreased in conjunction with an increase in the
filler content in the composite.”

we observed that

The most significant increase in the Youngs modulus was
observed for the system LDPE with a content of 20% TC. Com-
posites with MS and TC exhibited similar mechanical proper-
ties; this was caused by their physical and chemical similarity.
The rise in Young’s modulus in the composites containing WF
corresponded with studies that have investigated the properties
of composites made from linear low-density polyethylene
(LLDPE) reinforced with WE>* The LDPE/WF composites dis-
played significant drops in the tensile strength and strain at
break values; this was likely to have been caused by the high
particle size and incompatibility of WF with the polymer
matrix, as reported in many studies.”’ We affirmed that the
resulting mechanical properties were set by the compatibility of
the filler and the polymer matrix. MS and TC were more
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Figure 4. Concentration of BAS in the LDPE composites with a 20 wt % concentration of (a) MS, (b) TC, and (c) WE

compatible with the polymer matrix than WF; this was also
confirmed by SEM.

EO Quantification

Figure 3 presents the concentrations of BAS in various inert
carriers. As shown in Figure 3, data were obtained by two
methods: (1) the direct analysis of solid samples by Py/GC/MS
and (2) GC/MS analysis of the extracted sample. The concen-
tration of BAS was measured in the range from 0.1 mg/g to a
maximum of 8.3 mg/g. The resulting concentrations of BAS
measured by Py/GC/MS were comparable or higher than GC/
MS, as these two methods had different yields. The highest
differences in the concentrations of BAS measured by both
methods were observed in samples of W/ALY, TC/ANE, and
MS/ANE.
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The highest concentration of all of the BAS was identified in
the case of WE, whereas the lowest concentration of BAS was
recognized in MS. According to this study, the solute polarity is
a predominant controlling factor that influences sorption. The
authors compared LIN and limonene; because of the higher
polarity of LIN, it was less well adsorbed by nonpolar polymers
such as polyethylene.’”® Other studies have also recognized that
sorption by nonpolar polymers increases in conjunction with
the hydrophobicity of the carrier.”»** Herein, confirmation was
made that BAS absorbed more easily in inert carriers of similar
polarity. The concentration of all of the BAS in hydrophilic WF
was higher than in hydrophobic MS and TC.

Figure 4(a—c) shows the concentration of BAS in LDPE determined
by two techniques (GC/MS and Py/GC/MS). The residual BAS con-
centration in LDPE registered from approximately 0 to a maximum
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of 1.1 mg/g. Composites with WF [Figure 4(c)] were detected to
contain the highest concentration of each selected BAS.

An interesting comparison of BAS determination with GC-
based techniques (GC/MS and Py/GC/MS) with HPLC is pre-
sented in the Supporting Information (Figure S1).

The presence of LIN and ALY in all of the inert carriers and
composites was generally low; this was probably caused by the
higher volatility at low temperatures. The opposite effect was
identified in the case of ANE, which exhibited the greatest abil-
ity to bind with all of the carriers. ANE was also the only BAS
that was detected in composites containing MS and TC after
incorporation into LDPE. The likely reason for this phenom-
enon was that ANE possessed a higher boiling point than LIN
and ALY. This notion corresponded with research in which an
observation was made that samples of BAS with higher boiling
points were more capable of condensing and remaining within
the polymer matrix.”” In addition, this explanation for the high-
est concentration of ANE in inert carriers and composites was
supported by the fact that ANE had a higher cohesive energy
density (511 J/cm?) than LIN (273 J/cm’) and ALY (344 J/cm®).
These findings were in agreement with the study herein, where
two similar terpenes were compared (carvone and limonene)
with different polarities. It has been shown that the less polar
limonene is not only absorbed at a faster rate but also diffuses
more rapidly; this is probably due to its lesser cohesive forces.”

The cohesive energy density of BAS was calculated according to
the following equation:*’

€coh = (Hvap_RT) Vm71 (2)

where e is the cohesive energy density of BAS (J/em®), Hyop
is the enthalpy of vaporization of BAS (J/mol), R is the ideal
gas constant (J/K.mol), T is thermodynamic temperature (K),
and V,, is the molar volume of BAS (cm’/mol).

However, according to the results of antibacterial tests, it was
not noticeable that ANE demonstrated the highest inhibitory
activity against the selected bacteria, even though its concentra-
tion was higher than that of ALY. These conclusions corre-
sponded with a study that examined the antibacterial activity of
compounds of EO against standard tested strains and isolated
strains of microorganisms expressed as minimum inhibitory
concentrations. We found that ALY exhibited more antibacterial
activity than ANE and LIN.*®

Studies of the Antibacterial Properties

The antibacterial activity of the prepared samples was studied
via a procedure based on ISO 22196:2007. The samples were
tested against representatives of both Gram-positive (S. aureus)
and Gram-negative (E. coli) bacterial strains. The pure LDPE
showed no antibacterial activity in both cases. The same results
were observed for all of the BAS-free LDPE composites (LDPE/
MS, LDPE/TC, and LDPE/WF). It is known that both MS and
TC are biologically inert inactive materials.’>*® On the other
hand, WF is a suitable substrate for a microbial colonization
under certain conditions, but it does not possess any antimicro-
bial activity.*!

qu\"‘li)} WWW.MATERIALSVIEWS.COM
1

WILEYONLINELIBRARY.COM/APP

42816 (7 of 9)

CIENC

Il Gscherichia coli

|:] Staphylococcus aureus

Antibacterial activity of composites
o N EN [e)]
T T TR

|

NP AN AN I S BN PR IR O SR N
CRUAGRGARLAURURGAL
DAV R AV RV
N e.\>\\,\$

"
QO POSISRNAE
CROELLE
NN KRRVENNRIVN Y
Figure 5. Antibacterial activity of the prepared composites against S. aur-
eus and E. coli.

The results from the antimicrobial assessment are given in Fig-
ure 5.

We observed that the prepared composites were better at inhibi-
ting the growth of the Gram-negative strain, with the exception
of LDPE/WF/ANE, LDPE/WF/LIN, and LDPE/TC/ANE. Similar
results were reported by Koga et al,*? who studied the bacteri-
cidal activities of EOs from basil against a range of bacteria. In
contrast, Joshi*> investigated the antibacterial activity of EOs
from basil against various Gram-positive and Gram-negative
bacteria. He reported that the Gram-negative bacteria were
more resistant to such EOs than the Gram-positive ones. How-
ever, this particular study applied different representatives of
Gram-positive and Gram-negative strains than in the research
detailed herein and in the work by Koga et al.*?

The LDPE/TC/ALY, LDPE/WF/ALY, and LDPE/MS/ALY compo-
sites proved the most effective against the growth of E. coli. It
might have been that these composites exhibited antimicrobial
activity even at concentrations below 20%. Nevertheless, the
composites containing additives (TC/LIN,WF/LIN, TC/ANE,
and WF/ANE) displayed no antibacterial activity against the
growth of E. coli.

We observed that the LDPE/TC/ANE composite showed the
greatest inhibitory effect against Gram-positive bacteria. In con-
trast, S. aureus was even not affected by LDPE/TC/LIN because
of the low concentration caused by the ineffective immobiliza-
tion of LIN, as shown in Figure 4.

Generally, R, was observed at its height in composites contain-
ing ALY. These results were ascribed to its physical properties.
Components with phenolic structures, including ALY, were
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highly active against the test microorganisms, despite their rela-
tively low solubility in water.** The antimicrobial action of phe-
nolic compounds was related to the inactivation of cellular
enzymes, which depended on the rate of penetration of the sub-
stance into the cell or was caused by changes in the membrane
permeability. Increased membrane permeability is a major factor
in the mechanism of antimicrobial action, where compounds
may disrupt membranes and cause a loss of cellular integrity
and eventual cell death.”® In accordance with a study performed
by Suppakul et al,'' the LDPE/ALY composites exhibited a
greater efficiency of inhibition against E. coli than the compo-
sites with LIN.

CONCLUSIONS

Natural BASs (LIN, 4-allylanisol and trans-anethol) were ther-
moplastically incorporated into the matrix of LDPE. The crucial
step of incorporating these substances was based on their
immobilization on various carriers (WF, MSs, and TC). The
antibacterial activity investigated, in accordance with ISO
22196, showed that the Gram-negative E. coli was more inhib-
ited than the Gram-positive S. aureus. The greatest antimicro-
bial activity was exhibited by composites with ALY immobilized
on WE although promising results were observed even for the
MSs and TC. The results from SEM and the mechanical proper-
ties of composites confirmed little compatibility existed between
WEF and the polymer matrix.
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ABSTRACT

This study is focussed on micro-encapsulation of essential oils in polylactic acid (PLA) and a
poly(methyl methacrylate) (PMMA) matrix as well as blends of the same. Microspheres were pre-
pared by the solvent evaporation technique and characterised by scanning electron microscopy
(SEM), differential scanning calorimetry (DSC) and Fourier transform infra-red spectroscopy
(FTIR). The encapsulation efficiencies and release profiles of the essential oils were studied by
gas chromatography mass spectrometry (GC-MS) and head-space solid-phase microextraction
GC-MS, respectively. Furthermore, the microspheres were tested for antibacterial activity against
both Gram-negative and Gram-positive bacterial strains.

The results showed that the microspheres compositions (PLA/PMMA ratio) have significant effect
on their characteristics. The process adopted for preparing the microspheres promoted forma-
tion of spherical particles at the sizes of 1.5-9.5 um. The highest encapsulation efficiency of the
prepared microspheres was observed in systems consisting of linalool (81.10+ 10.0 wt. % for PLA
system and 76.0+3.3wt. % for PMMA system). Confirmation was also made that the release
rate of the microspheres was affected by the size of the same.
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Introduction

The demand for products with added value has sig-
nificantly influenced trends in the international
marketplace. As a consequence, the act of develop-
ing new and innovative techniques - such as micro-
encapsulation and nano-encapsulation - has gained
in importance (Jyothi et al. 2010, Jyothi et al. 2012,
Sulu et al. 2017).

The encapsulation technique was devised to design
and formulate procedures for stabilising, solubilising
and delivering active substances in cosmetics, pharma-
ceuticals and foodstuffs (Maresca et al. 2016). Micro-
encapsulation has been applied in industry to produce
items such as carbon-less paper, ‘scratch and sniff’ fra-
grance sampling, ‘intelligent’ textiles, the controlled
release of drugs, pesticides and cosmetic active agents
(Martins et al. 2014).

Microspheres can be composed by two parts — the
core and shell. Of these, the core contains the active
agent (e.g. essential oils), while the shell isolates and
protects the core from the external environment
(Castro-Rosas et al. 2017).

Choosing a suitable material for the shell is crucial
to the entire micro-encapsulation process (Gurny et al.

1981), with such decision-making being informed by
the intended application of the microspheres (Teeka
et al. 2014). Recently, a great deal of attention has
been paid to PLA due to its flexible utilisation in
packaging, textiles and the biomedical or engineering
sectors. In comparison with conventional petroleum-
based polymers, PLA is considered a material with
immense potential for further development (Auras
et al. 2010; Bugatti et al. 2017; Gorrasi and
Pantani 2017).

PLA is a type of thermoplastic, aliphatic polyester
produced from renewable resources - corn starch,
tapioca roots, sugar cane and others (Strbak et al.
2017). It is a polymer of great strength with a high
modulus, also boasting good transparency and the
capacity for gas permeability. Following widespread
testing in clinical trials, it has received approval from
the US Food and Drug Administration (FDA) and
European regulatory authorities (Lima et al. 2012).
Apart from being biocompatible, biodegradable and
non-toxic (Lassalle and Ferreira 2007; Allouche 2013),
the degradation behaviour of PLA is very important
property in medicinal drug delivery systems (Castro-
Rosas et al. 2017).
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However, PLA possesses some disadvantages,
among them brittleness (hence limited toughness)
and strong hydrophobicity. Moreover, PLA shows a
lower transition temperature than similar materials,
thereby rendering it inapplicable for utilizations requir-
ing resistance to high temperatures. Consequently,
efforts have been made to improve the properties of
PLA (Yu et al. 2006; Lim et al. 2008; Rasal et al. 2010;
Hamad et al. 2011; Vano-Herrera et al. 2015; Castro-
Aguirrea et al. 2016; Murariu and Dubois 2016), with
numerous approaches for heightening the same being
devised. Such an example is polymer blending,
whereby superior flexibility and processability of poly-
mers can be achieved (Imre and Pukéanszky 2013).

A biocompatible synthetic polymer that possesses
good chemical and physical properties is PMMA
(Anakabe et al. 2015), a material applied in medicine,
optics, cosmetics, building supplies and so on.
(El-Bashir and Hendi 2009; Bettencourt and Almeida
2012; Doerdelmann et al. 2014; Song et al. 2016; Brock
et al. 2016).

Some works in the literature report on blending
PLA with PMMA (Zhang et al. 2003; Hosseini et al.
2013; Vano-Herrera et al. 2015). Indeed, PLA/PMMA
blends show improved properties that facilitate usage
of the same in shape memory materials, tissue engin-
eering and other areas (Eguiburu et al. 1998; Hosseini
et al. 2013). The exact composition of the blend sig-
nificantly affects its compatibility and synergistic qual-
ities (Zhang et al. 2003; Suppakul et al. 2008; Vano-
Herrera et al. 2015). Notably, increasing the proportion
of PMMA in such blends results in the same displaying
higher glass transition temperature (Tg) values
(Anakabe et al. 2015).

As core active substances, it is possible to utilise
essential oils (EOs) in microspheres. EOs are organic
compounds naturally produced by plants, in parts
such as the flower, leaf and stem (Sansukcharearnpon
et al. 2010). EOs and their components (EOCs) have
proven very popular as natural antimicrobial agents in
numerous products - for example, foodstuffs, cosmet-
ics and pharmaceuticals (Akhtar et al. 2014; Swamy
and Sinniah 2016). Immense interest has been shown
in EOs globally due to the unique flavour and aroma
they boast, in addition to their biological activities
(Swamy et al. 2015; Swamy and Sinniah 2016).

Active components in EOs (e.g. linalool, 4-allylani-
sole, thymol and carvacrol) exhibit a wide range of
antimicrobial activity against a host of microorganisms,
including Gram-negative and Gram-positive bacteria
(Weng and Hotchkiss 1993; Friedman et al. 2002;
Lopez et al. 2007; Gutierrez et al. 2009), forms of yeast

(Weng and Hotchkiss 1992; Suppakul et al. 2011) and
types of mould (Lopez-Malo et al. 2007; Rodriguez-
Lafuente et al. 2010).

However, a lot of EOCs are unstable compounds
that can be impacted by oxidation or volatilisation
(Leimann et al. 2009). The method adopted in recent
years to overcome such issues is to encapsulate them,
thereby increasing the stability the compounds exhibit
(Beyki et al. 2014). Through such encapsulation, the
volatile rate of the oils is reduced and controlled
(Hu et al. 2011).

A range of methods have been devised for micro-
encapsulating EOs or EOCs, among them spray-drying,
solvent evaporation, polymerisation, extrusion, single
and double emulsion techniques, the supercritical fluid
method, the coacervation process, the coaxial electro-
spray system and fluidized-bed-coating (Bakry et al.
2016). Choosing between them for the most effective
encapsulation process of the drug is a decision
informed by the hydrophilicity or hydrophobicity it
displays.

The solvent evaporation technique facilitates effi-
cient encapsulation of most compounds, especially
insoluble drugs or those with minimal solubility in
water (Li et al. 2008). It is a well-established and popu-
lar procedure for microencapsulation, since it has pro-
ven simple and does not require high temperatures
(Gurny et al. 1981; Jaeghere et al. 1999; Barba et al.
2014). Indeed, it is widely employed in the pharma-
ceutical sector to obtain controlled release of a drug
(Berkland et al. 2002).

This study focuses on preparing and characterising
microspheres - based on PLA or a PMMA matrix or
blends of the two - containing EOCs. The main object-
ive of this study was to find an interrelationship
between the type of polymer, the EOCs and the result-
ing characteristics of the prepared microspheres, that
is antibacterial or thermal. Additionally, the morph-
ology of the microspheres, the release kinetics of the

EOCs and their encapsulation efficiency were
determined.

Experimental

Materials

The polymers utilised in the study comprised PLA
(Ingeo 2003 D; Nature works; Mw ~181 744g~mo|’1)
and PMMA (Altuglas VO046; Altuglas International,
Arkema; Mw ~158552g-mol~"). Poly(vinyl alcohol)
(PVA Mowiol 8-88; Mw ~67.000g-mol~"; degree of
hydrolysis 86.7-88.7mol  %; CAS:9002-89-5) was
purchased from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO.



Dichloromethane and chloroform were supplied by
Penta Chemicals, Czech Republic. The EOCs used for
encapsulation - linalool (LIN, 97 wt. %; CAS: 78-70-6),
4-allylanisole (ALY; 98 wt. %; CAS: 140-67-0) and trans-
anethole (ANE; 99wt. %; CAS: 4180-23-8) were also
obtained from Sigma-Aldrich, MO. The bacterial spe-
cies — Staphylococcus aureus (4516) and Escherichia coli
(4517) - were sourced from the Czech Collection of
Microorganisms, Masaryk University, Brno, Czech
Republic. The media required for the microbiological
studies — Nutrient Broth (NB) Plate Count Agar con-
tained neutralisers (PCA, with Tween 5g/L and
Lecithin 0.7g/L) and Mueller-Hinton Agar (MHA) -
came from HiMedia Laboratories, India.

Sample preparation

The authors employed the oil-in-water solvent evapor-
ation method to microencapsulate the EOCs. Initially,
the PLA was dissolved in chloroform (10% w/v). The
EOCs were added to this solution to the concentration
of 20 wt. %. Subsequently, this mixture was emulsified
in an aqueous phase, containing 0.5% (w/v) PVA for
5 min. at 24000 rpm, by a dispersion homogeniser (IKA
Ultra Turrax T 18 basic). The ratio between the water
and oil phases equalled 10:1. The emulsion was fur-
ther sonicated by an ultrasound homogeniser (UZ
Sonopuls HD 2070) for 5 min. at the amplitude of 50%.
The organic solvent was evaporated by stirring; the
resultant microspheres were formed following such
evaporation (24 h). Said microspheres were collected
via a centrifuge (20 min., 20°C, 14500rpm), washed
with 30 ml of distilled water at least three times and
lyophilised for 24 h. Blank samples were prepared in
the same way but without the EOCs. The PLA/PMMA
blend microspheres were prepared by dissolving the
polymers in dichloromethane, after which the above-
mentioned procedure for preparation was adhered to.
The final compositions studied were as follows,
expressed in terms of weight percent of PLA: 100%,
75%, 50%, 25% and 0% (the latter comprising 100%
PMMA). Note that the PLA/PMMA microspheres were
only prepared with ALY. The absence of residual solv-
ent was confirmed by GC/MS technique described
below. Both chloroform and dichloromethane were
not detected in all microsphere samples.

Characterisation
Size of the microspheres

The sizes of the microspheres (D) and their polydis-
persity index (PDI) were gauged by laser diffraction on
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a Mastersizer E-3000 device (Malvern, UK). The PDI
was calculated as the square of the standard deviation
(SD) divided by the square of the mean (D), as in

Equation (1):
D\’

Scanning electron microscopy (SEM)

The morphologies of the microspheres after the two
steps of production and washing were examined by
scanning electron microscopy (SEM; VEGA-Il, Tescan);
the device operated in high vacuum/secondary
electron imaging mode at an acceleration voltage of
10kV. The samples that underwent SEM analysis had
been coated with a layer of gold and platinum.

Thermal properties

Thermal analyses were carried out on a DSC1 differen-
tial scanning calorimeter (Mettler Toledo DSC STARe,
Belgium) with nitrogen purging set to 50ml-min~".
Approximately 5mg of sample was prepared in alu-
minium pan in an ambient atmosphere. The pro-
gramme for DSC was as follows: first heating scan of
0-240°C (10K-min™"); annealing at 240°C for 2min,;
cooling scan of 240 —0°C (10K-min™"); annealing at
0°C for 2min.; and a second heating scan of 0-240°C
(10K-min~"). From the second heating scan, the
region of Ty was determined, this being recorded as
the temperature midpoint.

Encapsulation efficiency

Microspheres were dissolved in chloroform and poly-
mer matrix was precipitated by methanol, subse-
quently. Released EOCs were then filtered by syringe
filters (PTFE, 0.22um) and used for analysis.
Quantification of the EOCs was performed by GC-MS.
Analysis took place on a Shimadzu GCMS-QP2010
Ultra device equipped with a Rxi-5ms capillary column
(length 30m, 0.25mm id, 0.25pum film thickness;
Restek). Helium was employed as the carrier gas at a
flow rate of 1.12ml-min~'. The temperature of the
injector was maintained at 200°C, and the volume of
injected sample equalled 1 pl. Split injection was con-
ducted at the split ratio of 1:100. The temperature of
the column was initially held at 70°C for 1 min., then
increased from 70°C to 180°C at a rate of
10°C-min~", and it remained at 180°C for 4 min. The
ion source and interface were both set to 200°C.
The mass spectrometer scanned the mass range of
35-350m/z.
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The LIN, ALY and ANE contents of the samples
were calculated from standard calibration curves.

Studies of antibacterial properties

The antibacterial activity of the prepared microspheres
was measured against  Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. Bacteria were grown in TSA
agar at 35+2°C for 24h. The resultant culture was
then transferred to 1/500 NB medium and standar-
dised to 10° CFU-mL™". A tested sample suspension
comprising 1.5 ml of microspheres (0.15g in 1/500 NB)
was added into 1.5 ml of bacteria culture and allowed
to cultivate at 35+£2°C for 24 h. The testing was per-
formed in triplicate for each sample and bacteria
strain. After incubation, the test-tubes containing sam-
ples and bacterial suspension were shaken (1000 rpm,
305s) and the viable bacteria count was determined by
the pour plate culture method (Sedlarik et al. 2010) in
duplicate. Colony-forming units (CFU) were counted
after incubation at 35°C for 48 h. The microspheres
without the EOCs (blanks) were designated with the
uppermost colony count, that is, the value of 100%;
thus the antibacterial activity (AA) they exhibited was
equal to 0%. The AA of the samples was than
expressed as reduction in bacterial growth in per cent
through Equation (2) below.

CFUsample
AA (%) = <1ﬂ> x 100 )
° CFUpjank

Second test of the antibacterial activity of the
microspheres was investigated by disc diffusion tech-
nigue against both bacteria strains mentioned above
(Holcapkova et al. 2018). The bacterial cultures (1 ml of
suspension, 10°~107 CFU.mL™") were spread onto the
MHA plate. The microspheres powder and/or micro-
spheres water suspensions (5mg/mL, 100puL) was
placed on the previously inoculated MHA and incu-
bated at 35°C for 24h. All disc diffusion tests were
performed in triplicate and the diameters (mm) of the
inhibition zone were measured after incubation.

Fourier transform infrared spectroscopy

The FTIR-ATR spectra of the prepared microspheres
were obtained on a Fourier transform infra-red spec-
trometer (Nicolet iS5) equipped with a Ge crystal
(Nicolet, USA); the scanning range encompassed
4000-750cm ", The data were collected at the reso-
lution of 4cm™', and averaged over 64 scans.

Release study

GC-MS was employed to measure the amount of EOCs
released from all the formulations, from which the
authors derived values for release kinetics.

The process involved the following steps. 10 mg of
the microspheres were added into 10ml H,O and
allowed to incubate at 25°C, under stirring at
100 rpm, for 628 h. At certain time intervals, a sample
of 1ml solution was removed and placed in head-
space vials. The amount of collected media was
replaced with the same amount of it in fresh form to
maintain constant volume. The amount released EOC
(Reoc) in percentage was calculated as the amount of
EOC released at time t D; (mg) divided by the amount
of EOC loaded and D, (mg) according Equation (3).
All studies were conducted in triplicate.

Reoc (%) = (Dt) x 100 3)
Do

Then the appropriate SPME fibre of 65um polydi-
methylsiloxane/divinylbenzene (PDMS/DVB 65) from
Supelco was exposed to the liquid sample in head-
space vial. After extraction (80°C for 30min.), the
SPME fibre was removed from the vial and immedi-
ately inserted into the gas chromatograph. Conditions
for fibre desorption constituted 1 min. at 200 °C.

The GC-MS system was equipped with an Rxi-5ms
capillary column (length 30 m, 0.25 mm id and 0.25 pm
film thickness; Restek). Helium was employed as the
carrier gas at the constant flow rate of 1.35ml-min~".
The heat of the oven rose from 60°C to 160°C
(1 min.) at 10°C-min~", and then increased to 220°C
at a rate of 28°C-min~'. The temperature of the
injector was maintained at 200°C, and the mode of
injection utilised was splitless. The ion source and the
interface were set both at 200°C. The subsequent
chromatograms were recorded through monitoring
the flow of total ion current in the mass range of
35-350.

Results and discussion
Size of microspheres

Table 1 shows that the mean size of the microspheres
ranged between 1.5-9.5 um, while polydispersity (PDI)
indices measured 1.6-2.7. Only minor differences were
observed in values for the dispersity of the micro-
spheres. PDI values higher than 0.7 indicate that the
sample has broad particle size distribution (Dos Santos
et al. 2018). In drug delivery applications using PLA
and oily active agent, Jaciene J. F. Cardoso et al.



Table 1. Characteristics of the prepared microspheres.

Sample PDI SPAN Dx50 (um) EE (%, w/w) EOC (mg/g)
PLA 214 241 9.50+0.09 - -
PLA/LIN 241 283 758+0.06 81.7+10.0 163.5+19.9
PLA/ALY 212 230 7.71+£0.07 644+80 1289+16.0
PLA/ANE 210 219 828+0.06 455+£55 91.0£11.1
PMMA 198 233 1.47+0.01 - -
PMMA/LIN 208 238 151+0.00 760+33 151.9+6.5
PMMA/ALY 229 268 166+0.01 69.7+9.2 1393+184
PMMA/ANE 199 213 210£0.01 445%43 88.9+8.7
PLA/PMMA 25:75 157 175 251+0.01 - -
PLA/PMMA/ALY 25:75 2.67 267 6.50+0.05 68.0+28 1359%57
PLA/PMMA 50:50 190 228 4.91+0.02 - -
PLA/PMMA/ALY 50:50 191 242 3.09%£0.02 62.1+20 1243+4.1
PLA/PMMA 75:25 1.64 187 3.97+0.02 - -
PLA/PMMA/ALY 75:25 221 296 4.63+£0.01 61.5%+14 123.0+28

PDI — Polydispersity index; Span - The algebraic difference between the
upper and lower range values; Dx50 - The diameter of the microspheres
that 50% of a sample’s mass is smaller than and 50% of a sample’s mass
is larger than; EE — Encapsulation efficiency; EOC - content of EOC in the
microspheres. Data are expressed as the meanz+standard devi-
ation (n=3).

obtained the PDI in range 1.0-2.7. This effect can be
related to the increased viscosity of the medium, since
the greater the polymer’'s molar mass, the higher the
viscosity is of the emulsion’s internal phase, making it
harder to break up the droplets, thus allowing the for-
mation of larger particles (Cardoso et al. 2018; Ding
et al. 2018). Other study described that the synthes-
ised PMMA particles exhibited monodispersed proper-
ties with narrow molecular weight distributions (PDI
1.73-3.02) (Song et al. 2018).

Referring again to Table 1, the PLA microspheres
demonstrated slightly larger diameters than those pre-
pared from PMMA. In the literature, a study reported
by Luana Becker Peres et al. described the influence of
processing methods on the properties of PLLA/PMMA
nanoparticles. Therein, it was found that increasing
the ratio of PMMA in the nanoparticles resulted in
them being greater in size at the end of the experi-
ment, a finding which is inconsistent with the results
of this study. Herein, PMMA possessed a molecular
weight (M,, =68 OOOg-moI_1) that was almost five
times higher than that of PLLA (M,,=13 700 g-mol”)
(Peres et al. 2015). However, in our study, the PLA had
a molecular weight of 181 744g-mol™', whereas the
figure for PMMA was 158 552g-mol~". This could
explain the variation in results in both studies.

The presence of EOCs in the microspheres did par-
ticularly affect their eventual size. These findings are
in agreement with other studies which described the
differences in viscosities of samples with and without
incorporated active agent (Cardoso et al. 2018; Ding
et al. 2018).

As detailed in Table 1, the blend ratios exerted a
slight effect on the sizes of the microspheres,
although no significant difference was observed in
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dispersity; similar results were reported by Luana
Becker Peres et al. (Peres et al. 2015).

Scanning electron microscopy

As seen in Figure 1, which juxtaposes SEM micro-
graphs from before hydrolysis and afterwards, all the
microspheres look spherical in appearance and have
smooth surfaces. However, the presence of agglomer-
ates is always visible. The effect of polymer blend
(PLA/PMMA) composition is not obvious in the SEM
micrographs (Figure 1(A-C)). The series of images in
Figures 1(D-F) shows microspheres after the hydrolysis
process that was carried out for 96 h, at 37°C in 1M
NaOH and caused decomposition of PLA. The hydroly-
sis process showed the structure of microspheres in
terms of the distribution of individual polymer matri-
ces. Said images reveal that the PLA/PMMA micro-
spheres disintegration that is more apparent with
increasing PLA amount in the PLA/PMMA systems.
This phenomenon is visible especially in the Figure
1(F). This could have significant effect on the release
profile of the encapsulated substance as discussed
further.

Fourier transform infrared spectroscopy

The authors performed FT-IR analyses to determine
any interactions between the EOCs and PLA/PMMA
microspheres. Figure 2 shows the FTIR-ATR spectra for
pure PLA, pure PMMA, PLA or PMMA with or without
said EOCs, and PLA/PMMA blends with or without ALY
before and after hydrolysis (4 days, 37 °C, 1 M NaOH).

The pure PLA demonstrated characteristic signals at
1751 cm™" (attributed to a C=0 bond in the esters),
1454cm™"  (typical for CH; bending), 1363cm™’
(asymmetric — CH — bending) and the region between
1300 and 1040cm™", with four intensive absorption
peaks at 1184, 1130, 1088 (C—O—C stretching) and
1047cm™' (—OH bending). These values were in
agreement with results previously published (Aso et al.
1994; Garlotta 2001; Panyam et al. 2003].

The stretching mode of the carbonyl groups exhib-
ited absorption bands at 1751cm™' and 1727cm™"
for PLA and PMMA, respectively. A band for the latter
of the two samples appeared at 989cm™' due to C—C
stretching influenced by CH, bending, and a band at
841cm™! (CH, rocking band) was also visible, neither
of which were present in the spectra for PLA. These
findings were in accordance with those of other stud-
ies (Shuai et al. 2001; Varela-Rizo et al. 2012; Anakabe
et al. 2015). The band at 868cm ' pertained to



310 M. DUSANKOVA ET AL.

(A) (B) (©)

(D) (E)

Figure 1. SEM micrographs of microparticles with various ratios of PLA/PMMA (25:75 (A), 50:50 (B) and 75:25 (C)) and the same
after hydrolysis in 1M NaOH, 37°C, 96h (25:75 (D), 50:50 (E) and 75:25 (F)). The scale bar shown in the (F) is identical for all
micrographs.
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Figure 2. FTIR-ATR spectra of microspheres comprising (A) PLA, (B) PLA/ALY, (C) PMMA, (D) PMMA/ALY, (E) PLA/PMMA 25:75,
(F) PLA/PMMA 50:50, (G) PLA/PMMA 75:25, and (H) PLA/PMMA 25:75 (following hydrolysis).




skeletal stretching and CHs rocking of the amorphous
PLA; this was not present in the spectra for PMMA, in
agreement with a work by Zhang et al. (Zhang et al.
2004). A characteristic peak for PMMA was revealed at
1387 cm™", caused by O-CH; deformation, in addition
to a typical peak at 1147cm™' (O-CH; stretching).
Similar results were presented by Gupta and
Sah (2013).

The IR spectrum for PMMA exhibited absorption
bands at 2951 cm™' due to -CH; asymmetric stretch-
ing. It was observed that the intensity of this peak
decreased in parallel with decline in PMMA content in
the blend. For PMMA, the peaks for the carbonyl
group at 1727cm™ ' were transferred into the wave
numbers of 1729cm™' for PLA/PMMA 50:50 and
1752cm ™' for PLA/PMMA 75:25. Figure 2 also shows
that increasing the content of PMMA in the blends
triggered a rise in the intensity of a peak at 990 cm ™'
(CH=CH-), and adding more PLA into the blends
heightened bands at 1088cm™" (C—OH in secondary
alcohols). The spectrum for every blend matched iden-
tically that for pure PMMA after 4days of hydrolysis,
which was in agreement with the results from SEM
(PLA was completely hydrolyzed).

Furthermore, several new peaks arose between
1751cm™" and 1454cm™' in samples where to ALY
and ANE had been added. The presence of other
peaks at 1514 and 1610cm™' were ascribed to frame-
work vibration of the aromatic ring (Yang et al. 2017).

Encapsulation efficiency

Table 1 presents the concentrations of EOCs and recal-
culated percentages of EE in the EOCs encapsulated in
the microspheres, which ranged between 44.5wt. %
and 81.7 wt. %. The highest value for EE was observed
for microspheres with LIN, whereas EE was discerned
to be at its lowest for those with ANE. This could have
been caused by LIN possessing a greater area of topo-
logical polar surface area (20.2 AA2) than either ANE
or ALY (9.2 AA2). The polarities of the EOCs and poly-
mer represent an important factor in the absorption
process, since the former are absorbed easily by the
latter if the polarities of both are similar. Our results
confirm that the PLA (a polar material) allowed for
greater absorption of LIN (also polar) than ALY and
ANE, respectively. These findings agree with those of
another study, wherein two similar terpenes with dif-
ferent polarities (LIN and limonene) were compared.
LLDPE and oriented polypropylene (both non-polar)
were seen to absorb limonene more easily than LIN.
Although LIN and limonene have similar structures,
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the latter is a non-polar terpene, while LIN is an oxy-
genated polar terpene. Hence, limonene was absorbed
more readily than LIN (Willige and van 2002).

We also observed a drop in values for EE alongside
rise in the content of PLA in the blends. This was likely
due to fact that crystalline regions can reduce sorption
or act as impermeable barriers for diffusion through
the polymer. The degree of sorption for a given solute
is often related to the amount of amorphous polymer
present (Charara et al. 1992; Letinski and Halek 1992).
The literature reports that limonene and myrcene are
absorbed far better by polycarbonate than polyethyl-
ene terephthalate and polyethylene naphthalate, des-
pite the Ty of polycarbonate being much higher than
the same for polyethylene terephthalate and poly-
ethylene naphthalate. This is attributed to the lack of
crystalline regions in polycarbonate, which is a totally
amorphous polymer (Nielsen, 1994).

Release study

Plots of the release behaviour of the EOCs from the
prepared microspheres are given in Figures 3 and 4.
Each graph is interleaved with a logarithmic regression
curve of the function f(x) =B-In(x)-+A). Coefficients of
logarithmic regression are displayed in Table 2.

We observed an initial release (burst effect), which
occurred as a result of the amount of EOCs absorbed
on and near the surface of the microspheres
(Herrmann and Bodmeier 1995; Jain et al. 2009).
Nevertheless, a slow release in the second stage was
also recorded, probably caused by the diffusion of any
EOCs which had been dispersed into the PLA (PMMA)
microspheres over time (Faisant et al. 2003; Hosseini
et al. 2013).

Comparing the release profiles of the microspheres
revealed that the release rates for those with lesser
concentrations (lower EE) of EOCs (ALY) were more
rapid than the same for others containing LIN. The
samples of PMMA/ALY released about 57 wt. % of the
encapsulated ALY after 7h. In contrast, PMMA/LIN
released about 25wt. % of the encapsulated LIN dur-
ing the same period. Similar results were reported by
Hosseini et al., who studied the incorporation of an EO
within alginate microspheres. When the content of
said EOCs was increased from 1% to 3% (w/w), cumu-
lative release decreased from 78% to 60% after 9h
(Hosseini et al. 2013).

It was also found that the release rate for the
PMMA microspheres was faster than those of PLA,
most likely an effect of the size of said microspheres.
Generally, the smaller microspheres released the
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Figure 3. Cumulative release of the EOCs from the PLA and PMMA microspheres (A) and cumulative release of ALY from the
PLA/PMMA microspheres (B) (error bars constitute SD).
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Figure 4. Relevant parts of DSC curves depicting the Ty areas of the microspheres without ALY (left) and with ALY (right).

Table 2. Coefficients of logarithmic regressions of the release

data presented in Figure 3. encapsulated EO more rapidly and over shorter time

periods, due to their greater surface-to-volume ratios.

Sample A B R? - = .

PLA/LIN 19307 2135 095 Indeed, a S|m|I:f1r finding was de?scrlbed for oregar\o'
PLA/ALY 35.069 5739 094  EO-loaded chitosan nanoparticles by Hosseini
PLA/ANE 16.727 3.541 0.89

PMMA/LIN 16.878 3397 091 et al (2013)‘,

PMMA/ALY 24,087 10.971 0.92 Notably, in the case of the PLA/PMMA blends,
PMMA/ANE 1.884 7.563 095 release rates were slower for microspheres wherein
PLA/PMMA/ALY 25:75 9.438 8.691 0.89 i ) )

PLA/PMMA/ALY 50:50 36.464 10.15 081 higher concentrations of ALY had been incorporated

PLA/PMMA/ALY 75:25 25.683 13.056 079 (higher EE; Figure 3).




Table 3. Antibacterial
spheres (n=3).

activity (AA) of the micro-
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Table 4. Thermal properties of the microspheres determined
by DSC analysis.

AA (%) against AA (%) against

Sample Staphylococcus aureus Escherichia coli
PLA/PMMA 50:50 0 0
PLA/LIN 0 96.5
PLA/ALY 100 100
PLA/ANE 100 99.7
PMMA/LIN 100 100
PMMA/ALY 100 100
PMMA/ANE 100 100
PLA/PMMA/ALY 25:75 100 100
PLA/PMMA/ALY 50:50 100 100
PLA/PMMA/ALY 75:25 100 100

Studies of antibacterial properties

Table 3 summarises values recorded for the antibacter-
ial activity of the prepared microspheres. The PLA/
PMMA 50:50 blend served as a blank. Since no AA was
observed for the blank, complete evaporation of the
solvent occurred when preparing said sample.

Noticeably, most of the other samples exhibited
100% AA against both bacterial strains, with the
exception of PLA/LIN. This sample demonstrated no
reduction in the growth of Staphylococcus aureus, in
accordance with a study performed by Suppakul et al.
Therein, low density polyethylene/ALY composites
exhibited a higher efficiency of inhibition against
microorganisms than composites with LIN (Suppakul
et al. 2008). These results can be ascribed to the phys-
ical properties of the given material. Elsewhere in the
literature, components with phenolic structures, such
as ALY, have proven highly activity against the same
test microorganisms (Knobloch et al. 1989; Kim
et al. 1995).

We also carried out disk diffusion analysis. No zones
of inhibition were observed, thus the EOCs had not
diffused from the microspheres as well as micro-
spheres suspensions.

Thermal properties

A common method for judging the miscibility or com-
patibility of blends is to measure glass transition tem-
perature. In terms of polymer miscibility, a peak for T,
is visible in the first-heating curve of DSC, while the
presence of two Ty values (one each for PLA and
PMMA) indicates the immiscibility of the materials.
Relevant parts of DSC curves are presented in Figure 4.

As detailed in Table 4, the pure PLA microspheres
displayed a Ty of around 50.1°C, followed by a cold
crystallization peak at 116.34°C. In contrast, the pure
PMMA film was completely amorphous, and its T4 was
determined as 103.81°C.

Sample T4g midpoint (°C) Tm (°O) Teee °Q)
PLA 50.10 149.87 116.34
PLA/ALY 49.13 148.71 93.35
PMMA 103.81 - -
PMMA/ALY 57.96 - -
PLA/PMMA 25:75 82.50 151.80 -
PLA/PMMA/ALY 25:75 52.80 143.79 -
PLA/PMMA 50:50 67.75 152.92 -
PLA/PMMA/ALY 50:50 36.54 145.11 -
PLA/PMMA 75:25 61.69 153.45 -
PLA/PMMA/ALY 75:25 37.73 146.75 -

In the second heating scans for the PLA/PMMA
blends, after removing the aspect of thermal history,
we observed a single Ty at a temperature lying
between the values for pure PLA and pure PMMA.
Hence, the blends of PLA/PMMA formed a thermo-
dynamically miscible system in the amorphous state.
This result corresponds with research carried out by
Eguiburu et al. (1998) and Zhang et al. (2003) show-
ing that the evolution of a single T, for miscible
amorphous PLA/PMMA blends obtained by solvent
evaporation technique at different compositions is in
a range between the respective Ty of the individual
components except samples with ALY. In addition,
Table 4 shows that the value for T, decreased along-
side rise in the content of PLA.

Moreover, Table 4 presents evidence that both T
and T,,, decreased due to change of ALY content in the
microspheres. This could have been due to ALY acting
as a plasticiser in the polymer matrix. These findings
are consistent with a study in the literature wherein
the EO (Candeia) diminished values for T4 and T, of
the given PLA nanofibers (Mori et al. 2015).

As can be seen, semi-crystalline PLA presented a
maximum endothermic peak at 150°C pertaining to
its melting temperature, whereas PMMA was totally
amorphous. Indeed, similar results were described by
Luana Becker Peres et al. (2015). Furthermore, the
first-heating curves for PLA/PMMA 25:75, 50:50 and
75:25 reveal that the PLA/PMMA mixtures demon-
strated an endothermic event (at about 150°C) corre-
sponding with the melting point of pure PLA. Table
4 also shows that the crystallization of PLA in the
PLA/PMMA blends was restricted by the presence of
the PMMA, again in agreement with Luana Becker
Peres et al. (2015).

Conclusions

Microspheres loaded with essential oils were success-
fully prepared via the solvent evaporation technique.
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PLA, PMMA or PLA/PMMA blends were utilised materi-
als of the microspheres. Their average sizes were
recorded as ranging between 1.5 and 9.5um on a
laser diffraction particle size analyser. The release rate
for the smaller ones was observed to be faster and
occurred over shorter time periods due to the greater
surface-to-volume ratios they possessed. DSC measure-
ment of the PLA/PMMA blends showed a single Ty (in
the second heating scan), thereby indicating their
miscibility. It was also found that the encapsulation
efficiency of the EOCs was affected by the given topo-
logical polar surface area. Notably, the microspheres
exhibited an inhibitory effect against Escherichia coli
and Staphylococcus aureus. As a consequence, it may
be stated that said microspheres have the potential to
be applied as antibacterial agents with the capacity
for controlled release, as applicable in the pharma-
ceutical or medical industries.
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